ZUSAMMENFASSUNG

Das iatrogene Risiko der Creutzfeldt-Jakob-Krank-
heit (CJK) ist seit vielen Jahren klar identifiziert. Die
Agence Nationale de Sécurité des Médicaments
(franzésische Behorde fiir Arzneimittel und Medi-
zinprodukte ANSM) veroffentlichte 2011 fiir die
Risikovorbeugung eine Liste mit vollstandig inak-
tivierenden Produkten. Dieses Protokoll ist jedoch
nicht unfehlbar, denn die meisten Verfahren sind
bei dem Stamm, auf den sich das Protokoll bezieht,
sowie bei menschlichen Prionen nur teilweise oder
gar nicht wirksam. Ausserdem beriicksichtigt es die
Weiterentwicklung der Erkenntnisse iiber ultrasen-
sible Detektionstechniken und Amyloidosen nicht,
bei denen ein neues, sekundéres Ubertragungsrisiko
von Mensch zu Mensch nicht ausgeschlossen
werden kann. Wir schlagen deshalb vor, dieses man-
gelhafte, aber noch giiltige Protokoll zu einem Pro-
tokoll fiir die Kontrolle der amyloidiziden Wirkung
weiterzuentwickeln. Ein fir Reinigungs- und Desin-
fektionsgerate (RDG) zugelassenes Produkt (1%, 10
Minuten, 55° C) erfillt bereits dieses Protokoll.

EINLEITUNG

Auch wenn bis anhin im Vergleich zur Exposition
des Menschen gegentiber dem Erreger der bovinen
spongiformen Enzephalopathie (BSE) nur wenige
klinische Félle der Variante der Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit (vCJK) zu verzeichnen waren, wird eine
grosse Anzahl asymptomatischer Falle vermutet.
Die Infektiositat von Blut und anderen peripheren
Geweben rechtfertigt zudem die Suche nach neuen
Produktzusammensetzungen und kompatiblen Ver-
fahren, mit denen das Risiko einer sekunddren Pri-
onentibertragung Uber Medizinprodukte und Blut-
transfusionen (Gill et al., 2013; Chen et al., 2014)
ausgerdumt werden kann. Die nachgewiesenen
sporadischen Risiken einer iatrogenen Ubertragung
der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit sowie das Fehlen
von Ante-mortem-Diagnosen dieser Erkrankung
verpflichten ferner zu spezifischen Dekontaminie-
rungsauflagen fiir Medizinprodukte in Gesundheits-
einrichtungen. Die franzosischen Gesundheitsbe-
horden haben unter der Federfiihrung der ANSM
eine Liste von Produkten zusammengestellt, die
Prionen vollstandig inaktivieren und dem PSP (Pri-
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onen-Standard-Protokoll) entsprechen. Dieses griin-
det vor allem auf der Inaktivierung der Prionen des
Typs 263K (hamsteradaptierter Scrapie-Stamm). Die
Kombination Hamster/Prionenstamm 263K fir den
Test inaktivierender Produkte eignet sich jedoch
nicht fir die Problematik beim Menschen. Die Effi-
zienz der Inaktivierungsverfahren hangt ausser-
dem vom Prionentyp (oder Stamm) sowie von der
ausgewahlten Wirtsart ab (Giles et al., 2008). Eine
brandneue Studie hinterfragt ausserdem die von der
ANSM veroffentlichte Liste der Produkte, denen eine
vollsténdige Inaktivierung von Prionen nachgesagt
wird. Die meisten sind gegen Scrapie-Prionen sowie
menschliche Prionen nur teilweise oder gar nicht
wirksam (Belondrade et al., 2016).

Neben den Prionenkrankheiten sind auch andere
neurodegenerative Erkrankungen des Menschen
auf falsch gefaltete Proteine (Amyloidosen) zurtick-
zufiihren, vor allem Alzheimer (impliziertes Protein
= aus APP entstandene B-Amyloidpeptide), Parkin-
son (impliziertes Protein = Alpha-Synuclein (SCNA))
sowie Chorea Huntington (impliziertes Protein =
Polyglutamin (polyQ)). Diese Krankheiten zeichnen
sich durch eine extra- oder intrazellulare Ablagerung
von aus Amyloidplatten bestehenden Proteinen aus.
Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit galt als einzige
ibertragbare Amyloidose, bis experimentelle Nach-
weise den Verdacht aufkommen liessen, dass die bei
Parkinson und Alzheimer implizierten Proteine eben-
falls von einem Menschen auf den anderen Uber-
tragen werden kénnen (Jaunmuktane et al., 2015;
Prusiner et al., 2015; Frontzek et al., 2016).

Als Antwort auf die Amyloidosen-Problematik beim
Menschen haben wir im Rahmen der Prionenerkran-
kungen zuerst die Modelle fir transgene Mause mit
normaler Proteinexpression und Infektionsanfallig-
keit flir menschliche Prionen genutzt (Beringue et
al., 2008; Moudjou et al,, 2014). Fir die Untersu-
chung der prioniziden Eigenschaften von erfolgver-
sprechenden Produkten haben wir auf der Grund-
lage der Literatur (Saborio et al., 2001) optimierte,
ultrasensible azelluldre Vervielfaltigungstechniken
(Protein  Misfolding Cyclic Amplification PMCA)
genutzt. Gleichzeitig entwickelten und patentierten
wir eine innovative Methode mit Hirhomogenat
ohne materiellen Trager, um die Inaktivierung ins-

gesamt zu analysieren. Die Forschung wurde zudem
auf die Ubrigen Amyloidosen ausgeweitet, um ein
neues Protokoll fir die Kontrolle der amyloidiziden
Wirkung (PKAW) vorzuschlagen und so das noch
giiltige, aber mangelhafte PSP abzuldsen.

ERGEBNISSE

Entwicklung einer Technik fiir die In-vitro-
Amplifikation von Prionen des Stamms
263K sowie Biotest-Ergebnisse

Wir haben auf der Grundlage der Literatur die
PMCA-Technik fiir die Amplifikation von Prionen
des nach dem derzeit giiltigen PSP als Referenz
dienenden Stamms 263K mittels Direkthomoge-
nat (Moudjou et al., MBio) sowie Adsorption auf
Metallstabchen entwickelt und optimiert.

Fir die In-vitro- und In-vivo-Analysen haben wir
Natron (1N, 1 Stunde, 20° C) als Nachweis ein-
gesetzt und willklrlich eine Behandlung aus der
ANSM-Liste ausgesucht. Ein Testprodukt wurde in
einer Konzentration von 1% Gber 10 Minuten bei
55° C getestet.

Durch die Behandlung mit Natron wurde die PMCA-
Konversionsaktivitdt der 263K-Prionen gestoppt,
wahrend die im Handel erhaltliche Losung tberhaupt
nicht wirksam war. Das Testprodukt vermochte die
Aktivitét jedoch vollsténdig zu stoppen.

Der Biotest beim Hamster geméass dem PSP (dau-
erhaft implantiertes Stabchen) bestdtigte diese
Ergebnisse: Das Testprodukt beendete die Konver-
sion vollstandig.

Entwicklung einer Technik fiir die In-
vitro-Amplifikation von Prionen des vCJK-
Stamms sowie Biotestergebnisse fiir trans-
gene Mause

Wir haben anschliessend die Aktivitat bei einem
Direkthomogenat und durch Adsorption von
menschlichen vCJK-Prionen auf Metallstabchen
bewertet. Wie zuvor verwendeten wir Natron (1N, 1
Stunde, 20° C) als Nachweis sowie die gleiche, will-
kurlich aus der ANSM-Liste gewahlte Behandlung.
Nach Behandlung mit Natron war die PMCA-Kon-
versionsaktivitdt der vCJK-Prionen gestoppt, wah-
rend die im Handel erhaltliche Lésung Uberhaupt
nicht wirksam war. Das Testprodukt vermochte die
Aktivitdt jedoch vollstandig zu stoppen.
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Modelle mit transgenen Méusen

Modelle mit transgenen Méusen, die die menschli-
chen Stdmme MM1 und vCJK exprimieren (Beringue
et al., PLoS One 2008, Douet et al., EID 2014) sind
bereits verfiigbar. Die Leistungsfahigkeit eines Pro-
dukts in Bezug auf die Inaktivierung wird durch
Inokulieren von Direkthomogenat bewertet, um
die mit PMCA erhaltenen Ergebnisse zu bestétigen.
Die Biotests bestdtigten, dass das neue Produkt
menschliche Prionen inaktiviert (Biotest mit vCJK-
Stamm lauft noch). Angesichts der iberraschenden
Ergebnisse mit dem im Handel verfligbaren Produkt
haben wir auch eine damit behandelte Gruppe in
den Biotest (MM1-Stamm) zusatzlich zum Nat-
ronnachweis integriert. Wahrend Natron inaktiviert,
reduziert das im Handel erhaltliche Produkt nur teil-
weise die Infektiositat menschlicher Prionen. Anders
ausgedriickt: Die Tiere entwickelten klinische Symp-
tome und starben alle an der Krankheit.

Weiterentwicklung des PSP zum PKAW
Neben der 2016 verdffentlichten Studie (Belond-
rade et al, 2016) konnten wir bestdtigen, dass
mindestens eine Behandlung der Liste Prionen
nicht inaktiviert.

Im Gegensatz zu den Prionen, deren Inaktivierung

von diesem standardisierten, jedoch nur begrenzt

wirksamen Protokoll der ANSM (siehe oben) fest-
gelegt wird, gibt es kein empfohlenes Protokoll fiir
die Untersuchung von Amyloidosen verursachenden

Erregern. Wir haben eines entwickelt, um vom PSP

ausgehend auf das PKAW Uberzugehen.

Fir andere Amyloidosen als Prionen haben wir

das menschliche Alpha-Synuclein als Studienmo-

dell verwendet. Wir haben uns nur auf direkte In-
vitro-Studien sowie die Adsorption auf Oberflachen
unter Anwendung der ultrasensiblen PMCA-Technik
beschrankt. Das neue Testprodukt hat die PMCA-

Aktivitdt des menschlichen Alpha-Synucleins voll-

standig gestoppt. Es ist folglich in der Lage, die Fib-

rillenstrukturen génzlich zu zerlegen.

Die Hauptbewertungskriterien fiir das neue Proto-

koll lauten wie folgt:

m  Bei den Amyloidose-Prionen schlagen wir vor,
menschliche Stamme (sporadisch und Vari-
ante) zu verwenden, das gesamte Inokulat zu
behandeln und das Stabchen durch In-vitro-
Siebungstests nach einer sensiblen Detek-
tionsmethode wie PMCA aufzubewahren,
bevor die Restinfektiositat allein durch intra-
zerebrale Direktinjektion in das Empfangertier
inokuliert wird.

m  Bei den ibrigen Amyloidosen empfehlen wir
das Alpha-Synuclein-Modell, dessen Ergeb-
nisse auf andere menschliche Amyloidosen
ausgeweitet werden kénnen. Wir empfehlen
nur In-vitro-Direktstudien und Adsorption auf
Oberflachen mit PMCA, die je nach Wissens-
stand weiterentwickelt werden kdnnen.

FAZIT

= Die azelluldren Techniken fir die Amplifikation
von Prionen ermdglichen ein Routine-Scree-
ning erfolgversprechender Produkte, die eine
vollstandige Inaktivierung menschlicher Prio-
nen im Bereich der menschlichen Gesundheit
bewirken sollen.

m  Anhand von Modellen fiir transgene Mause
kann die Infektiositdtsreduktion dieser Pro-
dukte validiert werden.

m  Eine Adsorption der Prionen auf einem mate-
riellen Trager reicht nicht fiir eine Analyse ihrer
Inaktivierung im Rahmen eines Biotests. Ein
Abtragen kann nur in vitro analysiert werden.
Der Einsatz eines Direktinokulats hat den Vor-
teil, den Infektionstiter und seine Reduktion
durch Testprodukte fiir eine bestimmte Menge
infektioses Material messen zu kénnen.

m  Bestdtigung durch eine weitere veroffentlichte
Studie, dass mindestens eine in der ANSM-
Liste aufgefiihrte Behandlung sich bei diesem
Erregertyp als unwirksam erweist und dass
das PSP deshalb nicht mehr lénger als Refe-
renzprotokoll dienen kann.

m  Wirschlagen vor, das fehlerhafte PSP zu einem
Protokoll weiterzuentwickeln, das die Amylo-
idosen beriicksichtigt. Dabei handelt es sich
um das Protokoll fir die Kontrolle der amyloi-
diziden Wirkung (PKAW).

m  Es gibt bereits ein von einem franzdsischen
Labor hergestelltes Produkt, das die Kriterien
des neu vorgeschlagenen PKAW erfillt und
fur die automatisierte Pradesinfektion einen
technischen Fortschritt darstellt.

Angesichts dieser Ergebnisse misste das derzeit giil-
tige PSP fir die Integration der PMCA-Technik sowie
von Modellen fiir die Titrierung menschlicher Prionen
und anderer, weiter oben beschriebener implizierter
Erreger weiterentwickelt werden. Das hier vorge-
schlagene PKAW ist bereits eine Weiterentwicklung
des PSP. Die derzeit verwendeten Produkte erfillen
die Kriterien dieses PKAW nicht.
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