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Und alles Wasser wurde zu Blut,
und die Fische im Strom starben,
und der Strom wurde stinkend,

so dass die Agypter das Wasser
aus dem Nil nicht trinken konnten:
und es war Blut in ganz
Agyptenland

(Mose 7, 20-21)
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Einlgtung 1

1 Einlaitung

1.1 Einfuhrung

Phytoplankton i en wichtiges Nahrungamittel fur dle filternden Schdentiere und Larven
von Crustaceen und Fischen. Wetwelt treten immer hdufiger Massenvermehrungen von Al-
gen in Binnen und Kilsgtengewésser auf. Die zunehmende Eutrophierung der Gewésser ver-
bunden mit der globaden Klimaerwamung wird hierfir verantwortlich gemacht. Vide Spezies
produzieren nur harmlose Wassarverfarbungen, sogenannte Algenbliten. Diese kdnnen je-
doch auch Fischgterben 0.4 verursachen, da se dem Wasser unter unginstigen Umstdnden
vid Sauardoff entziehen. Einige Arten produzieren jedoch auch hochgiftige Toxine. Von ca
5000 marinen Phytoplanktonarten kommt es bei 300 Arten zu Algenbliten, wahrend von die-
sen nur ca 40 Arten Toxine produzieren (Van Apedoorn et al., 1999). Be Aufnahme der
Toxine kommt es zu Vegiftungserscheinungen ba Menschen, Haus- und Wildtieren, Was-
servogeln und Fischen. Haufig kommt es auch durch den Verzehr von Fisch, Muscheln oder
anderen Weichtieren zu erngten Erkrankungen beim Menschen.

Als Toxinproduzenten kommen Bakterien, Cyanobakterien und Algen in Frage. Die akute
Toxizitd wird mes ds LDsg—Wert ausgedriickt. Er gibt die innerhadb eines Zeitraumes todli-
che Doss (,lethd dosis') eines Wirkstoffes fir 50 % der Versuchtiere wieder. Der LDso-Wert
der enzenen Toxine ig dabe sehr unterschiedlich und liegt im Bereich zwischen pglkg Kor-
pergewicht und mgkg Korpergewicht. Zum Vergleich liegt der LDso-Wert des Kdiumcyanid
be ca 800 pgkg. Im Allgemeinen gehdren diese Toxine zur Klasse der giftigsten Naturstof-
fe. Unter ihnen befinden dch sogar einige Toxine wie die Saxitoxine, die zu den geféhrlichen
Kampfgtoffen gezdhlt werden (Bundesgesetzblatt, 1990). Einige von ihnen wirken neuroto-
xisch und koénnen innerhdb von wenigen Minuten zum Tode fuhren. Andere wirken akut ds
auch chronisch lebertoxisch. Letztere wirken innerhadb weniger Stunden todlich. Die aufge-
fuhrten Organismen kommen weltwet vor und haben sch an die unterschiedlichgen Lebens
raume angepasst. Die verschiedenen Organismen leben sowohl im Sif3- as auch im Mearwas-
s und bevorzugen gemddigtes bis subtropisches Klima. Cyanobakterien wurden aber auch
schon in antarktischen Gewéssern gefunden (Hitzfdld et al., 2000). Tabelle 1 gibt einen Uber-
blick Uber die am haufigten Naturtoxine, ihre Produzenten, ihr Vorkommen, ihre Wirkung

auf den Organismus und den entsprechenden LDso-Wert.



Einlgtung

Tabelle 1: Haufig vorkommende aguatische Naturtoxine

Toxin Habitat VVorkommen | Produzent Toxizitét
Domoinsdure | Meerwasser | Fisch, Scha Diatomaee Neurotoxin
lentiere Pseudo-nitzschia| “Amnesc shdlfish poison
pungens ing” (ASP);
LDso: 3 mg/kg
Kaninsure | Meerwasser | Fisch, Sche Rotalgen Neurotoxin
lentiere Digena simplex Anthdmintikum
(Rhodomelacese)
Saxitoxin Meerwasser | Fisch, Scha Dinoflagdllates: Neurotoxin
lentiere Alexandrium “Pardytic shdlfish poiso-
(Gonyaulax) nng” (PSP);
LDso: 3-10 pg/kg
Brevetoxine | Meerwasser | Fisch, Sche Dinoflagdlates: Neurotoxin
lentiere Gymnodinium “Neurotoxic shdlfish poi-
breve soning” (NSP);
LDso: 0,2 mg/kg
Okadasdure | Meerwasser | Schdentiere | Dinoflagdlaes Neurotoxin
Dinophysisund | “Diarhetic shdlfish poison-
Prococentrum ing” (DSP);
LDso: 0,19 mg/kg
Ciguatoxin, | Meerwasser | Fisch, Scha Dinoflagdlates Neurotoxin
Scaritoxin, lentiere Gambierdiscus “Ciguatera fish poisoning”
Maitotoxin toxicus (CSP);
LDso: 0,1-0,4 pg/kg
Tetrodotoxin | Meerwasser Pufferfisch Bakterien Neurotoxin
LDso: 8-10 pg/kg
Anatoxine SlRwasser SiRwasser | Cyanobakterien: Neurotoxine
Anabaena LDso: 20-250 pg/kg
flos-aquae; Os-
cillatoria; Apha-
nizomenon flos-
agquae
Microcydine | Sulwasser SiRwasser | Cyanobakterien Hepatotoxine
z.B. Microcystis LDso: 50-300 pg/kg
aeruginosa
Nodularine SlRwasser SiRwasser | Cyanobakterien: Hepatotoxine;
Nodularia spu- LDso: 50-1200 pg/kg
migena




Einlgtung 3

1.2 Domoinsiure

1.2.1 Klassfizierung, Vorkommen und Wirkung

Im Winter 1987 traten bel Menschen, welche ais den Gewéssern um Prince Edward Idands,
Kanada, sammende Muscheln aen, erhebliche Vergiftungserscheinungen auf. Dabel wurde
ene Diaomee, namlich Pseudonitzschia pungens f. multiseries, ads Toxinproduzent entdeckt
(Wright et al., 1989). Pseudonitzschia-Arten zéhlen zur Familie der Bacillariophycese (Diar
tomeae, Kiesdadgen), Ordnung Penndes. Die Diatomease sand mit Uber 10.000 Arten in 200
Gattungen eine Gruppe aullers formenreicher, tellweise zu Bandern und Féchern verenigter
kokkaer Einzeller. Se nehmen ene Sonderstdlung durch den Bestz zweer innerhdb der
auleren Plasmaschicht gelagerter Silikatschden ein. Die dtesen Diatomeen snd seit dem
Jura bekannt. lhre schon damds auftretende Massenvermehrung fihrte zu Gesteinsbildung
wie Polierschiefer und Kiesdgur (Straldourger, 1998). Pseudonitzschia-Arten sind wetweit
verbreitet und kommen in dlen Mearen vor. Optimaes Wachsum und Photosynthesebedin-
gungen finden se zwischen 15 °C und 20 °C. Jedoch wurden schon Algenbliten bei Wasser-
temperturen von 3 °C beobachtet (Van Apeldoorn et al., 1999). Vid wichtiger ds die Wasser-
temperatur scheint ausreichender Nahrgtoffgehdt und Licht im Wassr zu s8n (Fryxdl et al.,
1997).

Schalentiere akkumulieren die Phycotoxine entweder durch direkte Filtration der Algenzdlen
oder durch Aufnahme kontaminierter Organismen. Be Aufnahme dieser Schdentiere mit der
Nahrung kommt es dann zu Vergiftungserscheinungen. Domoinsdure (DO) ig en Glutamat-
andog und bindet mit 100fach hoherer Affinitdt ds L-Glutamat an Glutamatrezeptoren. Die
Rezeptoren dnd fir synaptische Rezlatungen im zentrden Nevensysem zusténdig. DO
greift vor dlem die hippocampden und die umliegenden Bereiche an, welche v.a fir das E-
innerungsvermogen zugtandig snd (Peng et al., 1994; Hampson und Mando, 1998). Vergif-
tungen &ulern sich vor dlem durch Ubdkeit, Krampfe, Durchfal, Kopfschmerzen und Ge-
dachtnisverlugt. Bel kongtitutionell schwachen Leuten kann dies bis zum Tode fihren.

~2Amnesc dhdlfish posoning® (ASP)-Audbriiche treten insbesonders in den Regionen um
Austrdien und Kalifornien auf. Es mehrt sich aber das Auftreten von ASP auch in Europa So
konnten Mitte bis Ende der neunziger Jahre mehrere ASP-Ausbriiche in den Niederlanden, in
Danemark, in Portugd, in Spanien und in England beobachtet werden (Van Apeldoorn et al.,
1999).
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1.2.2 Biosynthese und Einflussfaktoren auf die Domoinsdureproduktion

Versuche zur Aufklaung der Biosynthese von Domoinsdure wurden von Douglas et al.
(1992) und Ramsey et al. (1998) mit radioaktiv markiertem Acetat durchgefihrt. Durch Ana
lyse der radioaktiv markierten C-Atome wurde festgestdlt, dass DO durch Kondensation ei-
ner Isoprenoideinheit mit aus dem Citratzyklus sammendem & Ketoglutarat entsteht (Abb. 1).
Dabe wird angenommen, dass die Biosynthese der beiden Derivate in verschiedenen Zell-
kompartimenten ablauft. Wéahrend der Citratzyklus in den Mitochondrien dattfindet, wird die
Biosynthese der Isoprenoideinheit in den Chloroplasten durchgefihrt (Ramsey et al., 1998).
Verschiedene Umwetfaktoren konnen unterschiedliche Auswirkungen auf das Wachgum, die
Dominanz und die Toxinproduktion haben. Es is sehr schwierig, Algenbliten und die damit
verbundene Toxinproduktion vorauszusagen. Ein Wachstumsfaktor braucht nicht unbedingt
zu ener Dominanz im Phytoplankton fihren, da er auch anderen Organismen bessere Wachs-
tumsbedingungen liefern kann. Dagegen kann en limitierender Faktor aufgrund besserer
Speicher- und Aufnéhmenmdglichkeiten zu einer Dominanz von Diaomen flhren. Haupt-
sachlich werden Lichtintendtédt, Wassertemperatur, sowie der Néhrstoffgehdt ds wesentliche
Einflussparameter auf die Toxinproduktion angesehen. Es wurde festgestdlt, dass unter Phos-
phat- und Silikatmange ene erhdhte Domoinsiureproduktion dettfindet (Pan et al., 199643
Pan et al., 1996b). Diese Nahrstofflimitationen fordern die Toxinproduktion dadurch, dass se
die Aktivitsten des Primérstoffwechsels reduzieren und somit energiereiche  Komponenten
wie ATP und NADPH fir die Biosynthese von DO zur Verfligung sehen und welterhin ver-
mehrt Gene exprimiert werden, die fir die Biosynthese notwendig sind (Pan et al., 1998).
Sattdessen wirkt sch ein Stickstoffmangel negetiv auf die Toxinproduktion aus (Bates et al.,
1993). Da es d9ch ba DO um en nitrogenes Toxin handdt, it Stickstoff zir Synthese unbe-
dingt notwendig (Pan et al., 1998).
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1.2.3 Domoinséure-Andytik

Zur Bestimmung von DO wurden bisher unterschiedliche Methoden entwickdt. Man unter-
scheidet zwischen chemischen und biochemischen Messmethoden und Bioassays. Einen U-
berblick Uber die bisherigen Messmethoden gibt Tabelle 2. Be dem von Iverson et al. (1989)
entwickdten Bioassay werden Méausen wassige Extrakte aus Muschelgewebe intrapertino-
ned injiziet. Daraufhin wird die Zet von der Injektion bis zum Eintreten des Todes notiert.
Strbt die Maus innerhadb von 15 min liegt die DO-Konzentration Uber den Bereich des von
der Associdion of Officid Anadyticad Chemigs (AOAC) festgesetzten Grenzwert von 20 pg
DO/g Muschelgewebe. Obwohl der Bioassay DO in Muschelgewebe detektieren kann, ist er
nicht dafir gedignet, dieses Toxin quantitativ zu detektieren. Dizer et al. (2001) untersuchte
neurotoxische, immuntoxische und gentoxische Effekte in Muschen bei Anwesenheit von
verschiedenen Konzentrationen von DO. Aufgrund von Anderungen in der Phagozytoseskti-
vitdt konnte so auch unter Verzicht von Mausen auf die DO-Konzentration geschlossen wer-
den. Diee Teds befinden dch dlerdings noch im Anfangsstadium. Routineuntersuchungen
werden immer haufiger mit indrumentdlen Messmethoden durchgefiihrt. Quilliam et al.
(1998) konnten Domoinsaure mit Dunnschichtchromatographie (LC) bis zu einer Konzentra-
tion von 10 pg/g detektieren. Eine bessere Nachweisgrenze erreichten Lawrence et al. (1989)
und Quilliam et al. (1989a 1995) mit der Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC).
Letzterer konnte mit dieser Methode noch 20-30 ng/g detektieren. Diese Methode wird mitt-
lerwelle standardmédig von der AOAC angewandt (Van Apeldoorn et al., 1999). Eine enfa-
che und schnelle Methode bietet die Kapillareektrophorese (CE) (Nguyen et al., 1990). h+
nerhab von 10 min konnten Proben bis zu einer Konzentration von 2 pg/g bestimmt werden.
Gerade be wenig Probenvolumen bietet sch diese Methode an, da sie nur 315 nl Probenvo-
lumen bendtigt. Pleasance et al. (1990) verwendete zur Detektion Gaschromatographie ver-
bunden mit Massenspektrometrie (GC-MS). Obwohl DO von 1-500 pg/g detektiert werden
konnte, erfordert diese Mefl3methode eine aufwandige Probenaufbereitung und ist deshab fir
eéne schndle Besimmung nicht geeignet. Be den oben beschriebenen Methoden konnten
dagegen direkt die Rohextrakte eingesetzt werden. Neben den klassisch-chemischen Messme-
thoden, finden in neuerer Zeit immer mehr biocandytische Messungen Einzug in die quantita-
tive Betimmung von DO. Die Vortele diessr Assays liegen in der einfachen Durchfihrbar-
keit ohne teuren apparativen Aufwand sowie in enem hohen Probendurchsatz. Rezeptoras-
says und dlen voran Immunoassays spiden dabel eine grole Rolle. Rezeptorassays wurden
von van Dolah et al. (1997) ewédhnt. Dabel konkurrierte radioaktiv markierte Kaininsdure mit
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Domoinsaure um die Bindungsstdlen enes Glutamatrezeptors. Diese Methode zeigte ene
gute Korrdation mit HPLC. Eine Probenvorbehandlung mit Glutamatdecarboxylase war je-
doch aufgrund des hohen Anteils an endogenem Glutamat im Muschel gewebe notwendig.
Immunoassays auf Bads polyklonaler Antikorper wurden schon des Ofteren in der Literatur
beschrieben (Newsome et al., 1991; Smith und Kitts, 1994 ; Smith und Kitts, 1995; Garthwai-
te et al., 1998; Branaa et al., 1999). Dabel wurden Messbereiche von 0,15-15 pg/l (Garthwaite
et al., 1998) bis mg/l (Smith und Kitts, 1994 ) erecht. Obwohl die Probenmessung mit IA
reaiv schndl und einfach durchfihrbar igt, konnte sch bisher noch kein kommerzieles Tes-
sysem etablieren. Daba wirden Se dch sehr gut ds Screeningmethode eignen. Auch tragen
se dem Trend Rechnung, mittds Schndltests Probenmessungen direkt vor Ort durchfiihren
zu konnen.

Tabele 2: Ubersicht Uber unterschiedliche Nachweisverfahren von Domoinsiure

Assaytyp Methode Referenz
LC Quilliamet al. (1998)
HPLC Lawrence et al. (1989)
Chemische Analytik Quilliamet al. (1989a)
Quilliamet al. (1995)
CE Nguyenet al. (1990)
GC-MS Pleasance et al. (1990)
Rezeptorassays Van Dolahet al. (1994)
Newsome et al. (1991)
Bioanalytische Assays Immunoassay’s Smith und Kitts (1994)
Smith und Kitts (1995)

Garthwaite et al. (1998)
Branaa et al. (1999)

Bioassays M ausbioassay Iversonet al. (1989)

Phagozytoseaktivitét Dizer et al. (2001)
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1.3 Immunologische Methoden

Antikorper ddlen das Rickgrat dler immunologischen Besimmungsverfahren dar. Das
Grundprinzip dler immunchemischer Resktionen berunt auf der spezifischen Wechsdwir-
kung von Antikorpern mit komplementéaren Strukturen enes Antigens. Aufgebaut snd die
Antikorper aus Uber tausend enzelnen Aminosduren. Die Struktur der Antikérper und ihre
Bindungseigenschaften snd durch ihre Funktion innerhalb des Immunsystems bedingt. Die
Struktur und die Bindungseigenschaften snd entscheidend fir immunanaytische Verfaren
wie lmmunoassays.

1.3.1 Struktur von Antikorpern

Antikorper snd biochemisch gesehen Glykoproteine, die zur Klasse der Immunglobuline ge-
horen und im Serum so wie in Korperflissgketen von Wirbdtieren vorkommen. Se dienen
dem Immunsystem ds Fanger und Marker korperfremder Substanzen. Markierte Fremdkorper
werden anschlielend von anderen Telen des Immunsystems diminiert. Ein Molekll, das die
Bildung von Antikorpern audost, wird Immunogen genannt. Im Gegensatz dazu werden Sub-
danzen, die aufgrund ihrer geringen MolekligroRe (< 1000 Da) keine Immunantwort hervor-
rufen, ds Haptene bezeichnet. Primé& nicht immunogene Substanzen koénnen durch die Bin
dung an ein Tragerprotein immunogen werden.

Immunglobuline lassen sch nach Struktur und Funktion in finf verschiedene Klassen entei-
len, ndmlich 1gG, IgM, IgA, IgD und IgE. 1gG wird wegen Unterschieden in der Zusammen
setzung der Polypeptidketten in vier Subklassen unterteilt (IgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3). Die
Hauptkomponente im Blutssrum mit einem Antell von 70-80 % an der Immunglobulinfrakti-
on gellt das IgG dar (Roaitt et al., 1995, Harlow und Lane, 1988). Das IgG-Molekil setzt sch
aus zwe identischen schweren und zwe identischen leichten Polypepitdketten sowie zwel
Kohlenhydratresten zusammen. Jewells ene lange Kdte igt Uber Disulfidbriicken mit ener
kurzen Kette verbunden, wahrend zwischen den beiden langen Ketten weitere Disulfidbri-
cken die beden Untereinheiten verbinden. Dies fuhrt zu ener y-formigen Struktur der Anti-
korper. Die Erkennung und Bindung eines Fremddoffes erfolgt durch die variablen Regionen
des Antikorpers. Diese werden jewells aus einer schweren und leichten Kette gemeinsam g
bildet.

Die Aminosiurenzusammensgtzung und die Lange enzdner Regionen snd im vaiablen Be-
reich extrem unterschiedlich. Diese Bereiche werden ads hypervariable Region oder CDRs
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(Complementary  determining regions) bezeichnet. Die egentlichen Bindungsstdllen des Anti-
korpers werden aus drel hypervariablen Schleifen der leichten und drel hypervariablen Schlei-
fen der schweren Kette gebildet. Diese Antigenbindungsstelle wird ds Paratop bezeichnet.
Der Kontakt zwischen Ak und Antigen efolgt in den CDRs der nur Uber wenige Aminosau-
ren (20-30 %); die Kontaktstellen werden as SDRs bezeichnet (specificity-determinig res-
dues) (Padlan et al., 1995). Die Ubrigen Aminoséuren der CDRs tragen aber Uber ihre Ladung
erheblich zur Bindung ba (Smith-Gill, 1994). Durch die proteolytischen Enzyme Papain und
Pepsin lassen sch Antikorper in charakteristische Fragmente spdten. Papain trennt den Anti-
korper im Bereich der Gelenkregion in zwe identische Fab-Fragmente (fragment antigen bin-
ding) mit je ener Antigenbindungsstdle und in en krigdliserbares Fc-Fragment (fragment
crysdlizing). Pepsin spdtet dagegen den Antikorper in ein Rpp-Fragment, das aus zwe kova
lent verbundenen Fi—Fragmenten beseht. Der Ubrige Tell des Antikorpers wird in kleine
Untereinheiten fragmentiert.

An der Antigen-Antikorper-Wechsdlwirkung snd nur besimmte Oberfléchensirukturen des
Antigens beteligt. Diese sogenannten antigenen Determinanten oder Epitope (Alzari et al.,
1988) sind etwa 434*10™° m groR? und haben ein Molekulargewicht von 200-1.000 Da (K &
bat, 1980). Die Stabiliserung der Wechsdwirkung wird durch Coulomb-Kréfte, vander-
Wadls-Kréfte, Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophobe Wechsawirkungen sowie Caf*-
Bricken ereicht (van Oss, 1992). Webster et al. (1994) stellte fest, dass die Sdektivitét der
Bindung mit der Anzahl gebildeter Wasserstoffbriicken zunimmt, da deren Energiebeitrag von
der gegensaitigen Orientierung der beiden Bindungspartner abhéngt. Einzeln betrachtet sind
dl diee Bindungsnergien rddiv schwach, die Summe dler Bindungskréfte ergibt jedoch
eine beechtliche Bindungsenergie. Die nichtkovdenten Kréfte snd ganz wesentlich vom Ab-
stand (d) zwischen den reagierenden Gruppen abhéngig. Die Energie ist proportiond 1/d? bei
elektrostatischen Kraften und 1/d” bel van der Wadls-Kréften. Folglich missen die beteligten
Gruppen eng molekular beleinander stehen, damit diese Kréfte wirksam werden konnen. Die-
s szt ein hohes Mal3 an Komplementaritét zwischen Paratop und Antigen voraus. Wenn
sch jedoch die Elektronenwolken des Antigens und Antikorpers zufdlig Uberlappen, treten
derische Abstolungskréfte (F) auf, die indirekt proportiond zur zwdlften Potenz des Ab-
stands zu den Wolken sind (F » 1/d*?) (Roitt et al., 1995). Diese Kréfte pragen die Spezifita
des Antikorpermolekils fir ein bestimmtes Antigen und die Féhigkeit zwischen Antigenen zu
unterscheiden, weil jede Abweichung von der ideden, komplementdren Form enen Abfal
der totden Bindungsenergie durch erhthte Abstoungs- und erniedrigter Anziehungskréfte
zur Folge hat.
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Die Spezifitét eines Antikdrpers driickt sich in der Kreuzresktivitét aus. Die Kraft einer en
zenen Antigen-Antikorperbindung wird Affinitdt genannt. Se gdlt die Summe der anzie-
henden und abstofRenden Kréfte dar. Novotny (1992) delte einen engen Zusammenhang zwi-
schen AntikGrperspezifitée und —affinitét fet. Die reversble Bindung zwischen dem Antigen
und Antikorper lésst sch durch das Massenwirkungsgesetz bzw. durch folgenden thermody-
namischen Zusammenhang definieren:

Kass
AgtA, > AA
diss
_ Kass [AgAk]

K= =
K diss [Ad] [Ax]]

Mit  [A = Konzentration des Antikorpers
[Ad = Konzentration des Antigens
[AdA] = Konzentration des Antikorper- Antigen- Komplex
Kgss = Dissoziationskongtante
Kass = Assoziationskongtante
K = Affinitétskongtante

Die Affinitiiskonstanten der Antikdrper zu den Antigenen liegen meist im Bereich von 10°
bis 10'° Mol™. Der Kehrwert der Assoziationskonstante wird als Dissoziationskonstante be-
zeichnet. Dieser Begriff daf dlerdings nicht ds Geschwindigketskonstante der Dissoziation

des Antigen Antikorperkomplexes verstanden werden.
1.3.2 Hergelung von Antikorpern

Im Jahre 1890 entdeckten von Behring und Kitasato, dass das Blutserum einer geimpften Per-
son  Antikorper enthdlt, welche spezfisch an enem bestimmten Krankheitserreger  binden
(Janeway u. Travers, 1995) und schufen damit den Grundgtein fir die moderne Immunologie.
Ungefdhr 70 Jahre spéter stellten Medawar und Burnet die Theorie zur klonaden Selektion der
B-Zdlen vor und erklarten so die Bildung der monospezifischen Antikorper (Mitchison,
1990). Zu Beginn der modernen Immunologie war es nur moglich, gewtnschte AntikOrper in
Form von polyklonden Antiseren (pAk), einem Gemisch von Ak unterschiedlicher Sengtivi-
td und Spezifitét, zu gewinnen. Mit der von Kohler und Milstein (1975) entwickelten Metho-
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de der Hybridomtechnologie konnten ersmdig monoklonde Antikorper (mMAK) hergestdlt
werden. Diese konnten den Wunsch nach enen unbegrenzten Vorrat an Antikorpern gleicher
Spezifitd und Affinitét eflllen. Neben dem pAk und mAk haben sch mittlerwele auch re-
kombinante Antikorper (rAk) etabliert. Better et al. (1988) sowie Skerra und Plickthun
(1988) beschrieben erstmds eine Methode zur Produktion von rAks in Bakterien. Der Vortell
diesr Methode liegt in der gezidten Veranderung der Ak auf Genebene und damit der Modi-
fikation, Affinitd und Spezfit&. In jungster Zet wurden sogenannte ,Molekular Imprinted
Polymers' (MIPs) entwickdt, welche durch sdektive Wechsdwirkung enzene Andyten
erkennen konnen. MIPs werden durch Polymerisation der Trégersubstanz in Gegenwart des
Anadyten hergestdlt. Nach dem Aushérten des Polymers efolgt die Extrahierung des Anay-
ten, welcher dadurch Abdriicke im Polymer hinterlésst. Die Affinitdt der MIPs i bisher je-
doch wesentlich niedriger as die der Antikdrper (Ansel et al., 1996). Set der Entdeckung
katadytisch aktiver RNA, dso von RNA, die in spezifische dredimendonde Formen fdtet
und &hnlich enem Protein Reektionen katdyseren kann, ist vor dlem die Sdektion neuer
Enzyme auf RNA und DNA Bads in den Vordergrund der Forschung gertickt. DNA und
RNA Molekile konnen auch, dhnlich Antikorpern hochspezifisch kleine Molekile oder Prote-
ine molekular binden. Ein zweites Zid der evolutiven Methoden ist die Erzeugung hochspez-
fischer Rezeptoren auf DNA oder RNA Basis, die zum Bespid medizinisch rdevante Prote-
ne binden koénnen. Diese Rezeptoren nennt man Aptamere. Aptamere konnen aus Gemischen
von Billionen zufdlig erzeugter Sequenzen Uber die feste Bindung an ihren Bindungspartner
herausgesucht werden. Die dazu notwendigen Methoden wurden in der 90er Jahren von Jack
Szostak und von Lary Gold in den USA entwickelt (Burggtdler et al., 1994; Famulok, 1994).
Die neu identifizierten funktiondlen Nukleinsiuren werden ds Werkzeuge in der Biochemie,
fur die Suche von neuen Medikamenten, fir die Aufkl&rung der Funktion von Biomolekilen,
die Enzymologie and ds Hilfamittd fir Problemstelungen im Zusammenhang mit der Frage
nach der friihen Evolution des Lebens eingesatzt (Klug et al., 1999; Proske et al., 2002).

1.3.2.1 Gewinnung von polyklonalen Antikorpern

Immunogen wirken dle korperfremden Stoffe, die eine Molmasse grol3er as ca. 1000 Da fa
ben (Peters und Baumgarten, 1990). Domoinsaure it somit aufgrund seiner Grole von 311,3
Da nicht in der Lage, eéne Immunantwort ausaulésen. Zur Gewinnung von Ak ist es deshdb
notig, das Hapten an Tragermolekile zu koppeln. Als Trégermolekile werden héufig Proteine
engextzt, die den immuniserten Tieren atfremd snd. Dies kénnen Albumine aus Rinderse-
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rum (BSA) oder Hiuhnereiern (OVA) oder Hamocyanine aus Schnecken (KLH) sein. Vor &
lem letzteres hat sSch ds gutes Immunogen bewéhrt, da es Wirbdtieren atfremd ist. Diese
Hapten-Konjugate werden dann Vertebraten, héufig Kaninchen und Méusen, injiziert. Die
Immuniserung erfolgt nach enen bestimmten Protokoll, welches die Art und das Alter der
immuniserten Tiere, die Menge des gpplizierten Immunogens, die Art der Applikation, das
verwendete Adjuvans, den Abgtand zwischen den Immuniserungen und die Anzahl und Zeit-
punkt der Blutabnahmen beschrelbt. Das einfachste Vefaren, i die Herstdlung polyklons-
ler Antikorper (pAk). Die Gewinnung von pAk efolgt aus dem Serum immunisierter Tiere
Haufig werden hiefir Kaninchen verwendet. Das Serum enthdlt Antikorper—Populationen,
die ene Vidzahl verschiedener Epitope unterschiedlicher Antigene in  unterschiedlichem
Ausmal erkennen. Oftmas lassen sch so auf schndlem Wege Antikorper mit hoher Affinitét
und Sdlektivitdt gewinnen.

1.3.2.2 Herstellung monoklonaler Antikor per

Antikorper, die gegen en enziges Epitop einer immunogenen Substanz gerichtet sind und
von enem enzigen B-Lymphozyten abstammen, werden monoklond genannt. Die Vortele
von monoklonalen Antikorpern liegen in der unbegrenzten Verflgbarkeit und in der Tatsache,
dass es dch um chemische Reinsbstanzen handdt. Fir die Herstelung von monoklonaen
Antikorpern werden Méause mit einem Immunkonjugat immuniset und die B-Lymphozyten
gewonnen. Da die B-Lymphozyten nicht unbegrenzt in Gewebekultur wachsen koénnen, wer-
den de mit Mydomzdlen fusoniet. Diese Methode ermoglicht die Hergtdlung von Hyhbri-
domen, die sowohl die Fahigkeit zur Antikdrpersynthese ds auch die unbegrenzte Tellungs
fahigkeit der Mydomzdlen bestzen (Kohler und Milgein, 1975). Die zur Fuson verwende-
ten Mydomzdlen weisen enen Stoffwechsadefekt im  Nukleinsiuresyntheseweg auf.  Thnen
feht das Enzym HGPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase). Sie  kdnnen
deshdb auf enem HypoxanthinrAsazarin (HAZ)-hdtigem Kulturmedium nicht  Uberleben.
Die Fahigkeit zu wachsen, erlangen se ed, wenn se mit Lymphozyten fusonieren. Auf die-
se Welse Uberleben nach der HAZ-Sdektion nur Hybridomzelen, welche in @nem anschlie-
fenden Screeningverfahren auf die Produktion von spezifischen Antikérpern getestet werden.
Podtive Zdlhaufen werden mehrmas kontrolliet und kontinuierlich gescreent.  Stabile
Hybridomzdlen, die den gewlnschten Antikorper sezernieren, konnen anschlielend fir die
Massenproduktion von mAk eingesetzt werden (Abb. 2). Die Hergdlung von mAK ig im
Gegensatiz zur Produktion von pAk sehr zdtintensv und aufwendig. Die Affinitd von mo-
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noklonden Antikorpern liegt oftmas im Bereich derer von pAk. So ereichte Winkemair et
al. (1997) mit monoklonden Antikdrpern ene vergleichbare Sendtivitét in e@nem Immunoas-
say wie Wittmann und Hock (1989). Die Mdglichkeit zur unbegrenzten Produktion von mAKk
sowie die enhetlichen Eigenschaften von mAKk rechtfertigen jedoch den hohen Aufwand.
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1.3.3 Immunoassays

Landgteiner (1933) entdeckte as ener der ergen, dass Immunseren zum empfindlichen
Nachwels von Proteinen eingesetzt werden konnen. In den ersten Jahren efolgten immun-
chemische Nachweismethoden durch Immunprézipation und waren qudtitativer Natur. Der
eigentliche Durchbruch gelang aber Berson und Yadow (1956) mit der Entwicklung des Radi-
oimmunoassays. Die Handhabung von Radioimmunoassays ewies sch durch schnelen Iso-
topenzerfal, Produktion von radioaktivem Abfdl und ihre Unbrauchbarkeit fir Feldstudien
ds unvortellhaft. Als Alternative entwickelten Engval und Perlmann (1971, 1972) den En
zymimmunoasssy, be dem enzymmarkiete Antikorper eingesetzt wurden. Die Maoglichkeit
der Enzymmarkierung und der Immohbiliserung von Antikorpern auf festen Oberflachen fihr-
te zur Etablierung des,, Enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA).

Um Immunoassays (IA) klassfizieren zu konnen, unterscheidet man homogene und heteroge-
ne IA. Dabel abeten die homogenen Assays ohne Phasentremung, d.h. es efolgt keine
Trennung von gebundenen und ungebundenen Molekllen. Die Aktivitd der Enzymmarkie-
rung wird durch die AntigenAntikorper-Reektion beanflusst. Beim heterogenen Immunoas-
say ig es ndtig, die gebundenen von den ungebundenen Resktionspartnern zu trennen, d.h. es
i ein Resktionspartner an der Oberflache eines Tragers immobilisert, so dass Waschschritte
erforderlich snd. Weiterhin unterschiedet man bei den heterogenen IA zwischen kompetitiven
und nicht-kompetitiven Tests (Rittenburg, 1991). Beim nicht-kompetitiven Tedtprinzip mis-
sn im Allgemenen Antigene mit mindestens zwe  Epitopen vorliegen. Se werden von auf
ene Fedphase immobiliserten spezifischen Antikorpern gebunden. Die  Antigenkonzentrati-
on wird durch einen zweten, markierten Antikorper bestimmt, der an den Andyten bindet.
Bam kompstitiven Testprinzip konkurriert das Antigen bzw. Hapten aus der Probe mit einem
markierten Antigen bzw. Hapten (Tracer) um ene limitiete Anzahl von AntikOrperbindungs-
ddlen oder mit einem immobiliseten Antigen um die Antikdrperbindungsstelen eines ge-
l6sten, markierten Antikorpers. Man bezeichnet ersteres Format ds direkten, letzteres as indi-
rekten, heterogenen IA. Uber die Markierung wird die Menge der nicht besetzten Bindungs-
gelen bestimmt, welche indirekt proportiona zur Antigen+ bzw. Haptenkonzentration ist.

Als Maker werden Radioisotope, Fluoreszenz- ,Chemiluminezendarbstoffe oder Enzyme
wie dkdische Phosphatase, & Galactosdase oder Peroxidase verwendet. Letztere zeichnet
sch besonders durch einfache Handhabung und hohen Substratumsatiz aus. Zur Steigerung
der Sengdtivitd ehen verschiedene Amplifizierungssysteme zur Verfligung, welche die Sub-
sratumsetzung erhGhen sollen (Bates, 1987). Dies gelingt beispidsveise durch den Einsaiz



Einlgtung 16

enes Biotin-Streptavidin-Sysems. Streptavidin sammt von Streptomyces avidinii und besteht
aus via Untereinheiten, von denen jede en Biotin-Molekil binden kann. Biotin bindet mit
ene hohen Affintid an Streptavidin (Diamandis und Christopoulos, 1991). Durch Inkubation
von Streptavidin mit ener genau definieten Menge an biotinylierter Peroxidase entstehen
grol}e Streptavidin-Biotin-Komplexe, die noch genau enen frden Bindungsplaiz aufweisen.
Diese Komplexe binden im ELSIA an biotinyliete Ak oder Anadyten. So kann ene grof3e
Anzahl von Peroxidase-Molekilen immobilisert werden, was sch in @nem hoheren Sub-
sratumsatz widerspiegelt.  Somit  konnen  extrem niedrige  Antikorperkonzentrationen einge-
Setzt werden, womit eine hohe Testsengtivitét erreicht wird (Ekins et al., 1989).

14 Zide

Im Rahmen diesr Arbet sollten monoklonde Antikorper gegen Domoinséure hergestellt
werden. Zid war die Entwicklung enes Enzymimmunoassays zur Detektion von Domoinsa-
re im Muschelgewebe. Die Arbeit war Tell des EU-Projektes , The gpplication of integrated
biosensors with antibody and macrocyclic receptor libraries in the messurement of agd cdls
and toxins in water (ALGAETOX, ENV4-CT98-0784). Anfangs musden geeignete Immun
konjugate synthetisert werden, welche mit MALDI-TOF charakterisert wurden Pearald zu
den monoklonden Antikdrpern wurden polyklonde Antikorper entwickelt, die zur Entwick-
lung eines Screeningsystems und fUr den Einsaiz in Biosensoren dienten. Das Kaninchenanti-
serum der 5. Blutabnahme zeigte eine hohe Spezifitét und Sengtivitét zu DO. Zur Hergelung
von mAk wurden die B-Lymphozyten eng Maus mit Mydomzdlen fudoniet. Podtive
Hybridomlinien wurden vermehrt und die gewonnenen mAKk charakterisert. Der mAk 4D1D
wurde zur Entwicklung und Optimierung enes EIA verwendet, mit dem rede Muscheproben
ohne Matrixeffekt untersucht werden konnten. Mit diesen ELISA war es moglich, auf ener
Mikrotiterplatte bis zu 10 Proben mit dreifacher Wiederholung in reativ kurzer Zeit zu testen.



Materia und Methoden

17

2 Material und Methoden

21 Materia

2.1.1 Allgemene Chemikdien

1- Ethyl- 3-(3-dimethylaminopropyl) - carbodiimid (EDC)
2-Methyl- 3-butenséure

3,3, 5,5'- Tetramethylbenzidin
Asparaginsiure

Bicinchoninsiure

Biotin- POD-Konjugat

Borsaure

Dimethylsulfoxid (DM SO)

Domoinsaure

Ethanol

Excd Gel SDS Gradient 8-18

Excd Gd SDS Pufferdrefen

Freunds Adjuvans komplett

Freunds Adjuvans inkomplett

Gdaine

Geranylsiure

Glutaminsiure

Harngtoffperoxid

Hihner-Ovabumin

Kaninsaure

Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH)
Natriumazid

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat- monohydrat
Natriumhydrogencarbonat

di- Natriumhydrogenphosphat- dodecahydrat

Sigma, E-1769
Fluka. 66100
Sigma, T-2885
Sigma, A-8949
Sigma, B-9643
Sigma, P-9568
Merck, 1.00165
Merck, 1.02952
DCL, 1380
Merck, 1.00983
Pharmacia, 80125553
Pharmacia, 17134201
Sigma, 5881
Sigma, F-5506
Merck, 1.04078
Fluka, 48813
Sigma, G-8415
Sigma, U-1753
Sigma, A-5378
RBI, K-0250
Roche, 1376320
Merck, 1.06688
Merck, 1.06392
Merck, 1.06404
Merck, 1.06346
Merck, 1.06329
Merck, 1.06579
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Natriumhydroxid
N-Hydroxysuccinimid (NHS)
Polyethylenglykol (PEG) 1.500
ortho-Phosphorsaure
Rinderserumalbumin (BSA)

Sal petersaure

Sazsiure 37%

Schwefelséure 95-97 %
Streptavidin-POD-Komplex

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonol aurat)

Wasserstoffperoxid

Zitronensaure

2.1.2 Immunreagenzien

Kaninchenanti-Maus-1gG (Subklassenspezifisch)
Ziege-anti-Kaninchen-1gG-POD
Ziege-anti-Maus-1gG-POD (Fc-pezifisth)
Ziege-anti-Maus-1gG-POD (ganzes Molekil)

Ziege-anti-Maus-1gG-Biatin
Ziege-anti-Maus-1gG

2.1.3 Chromatographiereagenzien

Protein A

Protein A-Agarose
2.1.4 Zdlkulturmedien
2-Mercaptoethanol
Amphoatericin

Antibiotika und —mykotika
BM-Condimed

Merck, 1.06498
Pierce, 24500
Roche, 783641
Merck, 1.00552
Sigma, A-7906
Merck, 1.00452
Merck, 1.4747418
Merck, 1.00731
Roche, 1089153
ICN, 8.19623
Merck, 8.22184
Merck, 1.08597
Merck, 8.18707

Biorad, 172-2055
Sigma, A-6154
Sigma, A-2554
Sigma, A-8924
Sigma, B-7401
Sigma, M-5899

Bioprocessng,
133-111-324
Roche, 1719408

Sigma, M-6250
Sigma, A-2942
Sigma, A-9909
Roche, 1088974
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Fotales Kalberserum (FKYS) Biochrom, S0115
Gentamycin Sigma, G-1272
L-Glutamin Sigma, G-7513

Cell Concepts, 5-10K00-H
Hypoxanthin Merck, 104517
Hypoxanthin- Azaserin Sigma, A-9666
Interleukin 6 (IL-6) Roche, 1299972
Kanamycinaulfat Serva, 26898
Nystatin Sigma, N-1638

Polyethylenglykol 1.500
RPMI 1640 mit Hepes
Serumfreies Medium

Normamedium (NM)

500 ml RPMI 1640 mit Hepes
55 ml FKS
55 ml 200 mM |-Glutamin

Roche, 783641
Cdl Concepts, M-L4104-1
Gibco, 12045-076

55 ml 10° mol/l Mercaptoethanol (50 ml Mercaptoethanol ad 76 ml H0, frisch her-

gestdlt)
Das Normamedium wird bet —20 °C gelagert.
Be Bedaf folgende Supplemente zu 500 ml NM - hinzuftgen:
Antibiotika: 5 ml Amphotericin (0.25 mg/ml)
2,5 ml Gentamycin (10 mg/ml)
5 ml Kanamycinaulfat (20 mg/ml)

12 ml Nystatin (10000 U/ml)

Wachgumsfektoren:  1L-6 100 U pro ml NM
BM-Condimed 10 % vom NM-Volumen
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HAZ-Medium
Stammlésung (50 fach): 0,5 mg Azaserin und 6,8 mg Hypoxanthin in 20 ml NM [6sen und bel
4 °C lagern.

3- bzw. 1-fach konzentriertes HAZ-Medium mit NM herstellen und bal —20 °C lagern.

Hypoxanthin- Stammlosung (102 mal/l)

136,1 mg Hypoxanthin in 100 ml H,0 dest. bei 60-70 °C fur 1 h unter Rihren [6sen.

Hypoxanthin-Medium

5,5 ml Hypoxanthin-Stammldsung erilfiltriert in 500 ml NM geben (Lagerung ba —20 °C).
Einfriermedium

1) 70 ml RPMI 1640 mit Hepes

2) 20 ml FKS

3) 12ml DMSO

4) 1 ml 10 Mercaptoethanol (frisch angesetzt)

2.1.5 Pufferlésungen

HBS-Puffer fir BlAcore

1) 10 mM HEPES

2) 50 mM NaCl

3) 34 mM EDTA

4) 0.005% (v/v) Tensde P,0, pH 7.4

Borax/Boratpuffer (pH 8,7)

1) 0,2mal/l HsBO4 und 0,05 mol NaCl
2) 0,05 mol/l N&B407 x 10 Hzo
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393 ml von 1) zu 607 ml von 2)

Carbonatpuffer (50 mmol/l, pH 9,6)

1) 50 mmol/l NaHCO3
2) 50 mmol/l NaCOs3

Losung 1) vorlegen und von Losung 2) solange zugeben, bis ein pH-Wert von 9,6 &-

reicht ist.

PBS (40mmol/l, pH 7,2)

1) 40 mmol NgHPO4 x 12 H,0
2) 40 mmol NaH,PO4 x H,0
3) 0,15 mmol/l NaCl

Lésung 1) vorlegen und Lésung 2) zugeben, bispH 7,2 erreicht ist, dann 3) zugeben.

PBS-Waschpuffer

100 ml PBS (40 mmoal/l pH 7,2)
900 ml H20 dest.
0,5 ml Tween 20

Puffer fUr die Protein A-Renigung (High Capacity)

1) Bindungspuffer: 1 mol/l Boratpuffer, 0,15 mol/l NaCl, pH 8,5
6,2 g Borsdure
8,8 g NaCl
Auf 11 mit Hy0 dest. auffillen und mit NaOH pH-Wert auf 8,5 eingtellen.

2) Elutionspuffer: 0,1 mol/l Citratpuffer, pH 3
21 g Zitronensdure-Monohydrat
Auf 1 L mit H0 dest. auffillen und mit NaOH pH-Wert auf 3 eingtelen.
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3) Auffangpuffer: 2mal/l Tris

Puffer fir Protein—Renigung (Protein A-Agarose)

1) Waschpuffer @)
100 mM Tris-HCL pH 8,0

2) Waschpuffer b)
10 nM Tris-HCL pH 8,0

3) Elutionspuffer
100 mMOlI Glyzin pH 3,0

4) Neutraliserungspuffer
1,0M Tris-HCL pH 8,0

POD-Substrat fir ELISA

1) Chromogenlsung
1,2 mmal/l TMB
8 mmoal/l HsPO4
DMSO

2) Substratpuffer
3,5 mmol/l NgeHPO,4 x 12 H,0
132 mmoal/l NaH2PO4 x 12 H,0
3 mmol/l Harngtoffperoxid

Vor Gebrauch 1 Teil Losung 1) mit 2 Tellen Lésung 2) mischen.
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216 Vebrauchsmaterid

Combitips2,5ml, 5 ml, 10 ml
Cryoréhrchen, steil

CM-5 Sensorchip
Didyseschlauch
Fermenter CL 350
Glaspipetten 10 ml
Injektionskantlen

Mikrotiterplatten, F-Form

Miniperm Versorgungsmodule

Miniperm Produktionsmodule

Pipettenspitzen 10 pl, 200 ul, 1 ml, 25ml, 5ml
Padtikpipetten, steril 20 ml, 20 ml, 50 ml
Ragikspritzen 1 ml, 2ml, 5ml, 20 ml
Reaktionsgefde 0,5 ml, 1,5ml, 2 ml

Sterilfilter 0,2 um, 0,45 um

Zdlkulturplatten 6, 12, 24, 96 Kavitéten
Zdlkulturflaschen 25, 225 cn?

Zentrifugenréhrchen 50 ml, 150 ml

2.1.7 Gerédte und sonstige Bedarfsgegenstande

Bl Acore 3000°

Brutschrank, BB 6220 CU
Durchflussphotometer, UV-1
ElA-Photometer Titertek Multiscan Plus MK 1

Einfrierbox 5100

Elektrischer Pipettierhelfer
Elektronische Hab-Mikrowaage R 200 D
Gefriertrocknungsanlage, Hetosicc CD 53-1

Horizontal schitttler
Magnetrihrer

Eppendorf
Greiner

BlAcore

Sava

Integra

Corning

Braun

Greiner
Vivastience
Vivascience
Sarstedt

Greiner,

Braun,
Eppendorf
Renner, Milipore,
Sarstedt
Sarstedt, Greiner
Renner, Sarstedt

Renner, Grener

BlAcore

Heraeus
Pharmacia

Flow Laboratories
Nagene

Integra

Sartorius

Nunc

Virion

Janke & Kunkel
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Mikroprozessor pH-Meter Portamess 752
Mikrotiterplatten-Waschautomat PW 96
Objektfiihrung

Perigtatische Pumpe P3

Rihrzelle 8010 mit Membran XM 50 > 50.000 MW
Schittler Vortex VF 2

Sonikator Sonoplus GM 2000

Sterilbank Gelaire HF60

Sterilbank Laminair

Stickstofftank XC 47/11
Umkehrmikroskop Wilovert |1
Ultraschalbad, Bransonic 2200
Wasserbad Thermomix 1441

Zentrifuge Minifuge RF

Zentrifuge RC-5B

Knick

Tecan

Hundt
Pharmedia
Filtron

Janke & Kunkel
Banddin

Flow Laboratories,
Holten

MVE

Hunat

Branson

Braun

Heraeus

Sorvall
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2.2 Methoden

2.2.1 Synthese und Charakterisierung von Domoinsdure- Protein-K onj ugaten.

2.2.1.1 Konjugat-Synthese

Domoinsture wirkt aufgrund seiner geringen Molekligrofe nicht ds Antigen. Um ene Im-
munreaktion audosen zu konnen, muss diese zuerst an hochmolekulare Trégerproteine ge-
koppelt werden. Zur Immuniserung wurde an KLH, zur Beschichtung von Mikrotiterplatten
im ELISA an OVA gebunden. Da es sch be DO um eine Tricarbonséure handelt, bot sich
eine Kopplung tber Carbodiimid an.

Fur diese Kopplungsresktion wurden die Carboxylgruppen der Tricarbonsdure bel leicht sau
rem pH-Wet mit wasserlodichem 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid  (EDC)
aktiviert. Das Carbodiimid reagiert zuerst mit den verfiigbaren Carboxylgruppen des Haptens,
0 dass ds stark aktives Zwischenprodukt der Ortho-Acylisoharnstoff entsteht. Die aktivierte
Carboxylgruppe geht mit den freen Aminogruppen (Lysnreste) des Proteins (KLH/OVA)
ene Amidbindung en (Abb.3), warend EDC ds lodicher Isoharngtoff vorliegt, welcher
durch Zentrifugetion entfernt werden kann. Es ig wichtig, im neutrden bis schwach saurem
Milieu zu arbeiten, da H*-lonen die Resktion des aktiven Esters mit der Aminogruppe kataly-
sieren (Erlanger, 1980).

Die Aktivierung der Carboxylgruppen efolgte nach dem Protokoll von Smith und Kitts
(1994) in Zusammenarbeit mit Dipl.-Chem. N. Schmiedeberg, Depatment fUr Organische
Chemie, TU Muinchen, Garching. Hierfir wurden 2 mg KLH/OVA in 200 pl dest. Wasser
gdost und 1 mg DO, welches in 520 pl Konjugationspuffer gdost war, zugegeben. Unter
Ruhren wurde tropfenweise 50 pl einer EDC-L6sung hinzugegeben (10 mg/ml). Das Reskti-
onggemisch inkubiete 2 h unter Rihren be Raumtemperatur. Eine anschliel¥ende zehnmini-
tige Zentrifugation be 10.000 U/m entfernte den ausgefdlenen Harngtoff. Um frele Domoin-
sdure vom entstandenen Konjugat zu trennen, wurden die Konjugate Uber drei Tage gegen
H,O dest. (sechs Wechsd) didysert und anschliel¥end in Aliquots bei — 20 °C gdagert. Zur
Uberprifung des Kopplungserfolg wurde anfangs OVA-DO andlog KLH-DO synthetisiert.
MALDI-TOF diente zur Uberprifung des Kopplungsarfolg von OVA-DO. Fir den spateren
Einstz im ELSA wurde die OVA-Konjugaion mit geringerer Kopplungsdichte (3:1)
durchgefiihrt. Die Synthese erfolgte andog der KLH-Konjugation mit der Ausnahme, dass zur
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Kopplung nur 40 pg DO verwendet wurden. Die Uberprifung des Kopplungserfolges erfolgte
wiederum mit MALDI-TOF.

o
N OH
\ CoH——N—=—C=—H {CHs s ——N=——CHjy =1
HO o -+
CHa
\. EDC
He
sl
HO
Domainséure
Orho-Acylischarnstoff
I
|: CaHy—— MH—C=—MN——(CH,)y— l\|l— CH, ] Cl
CH;
MM
KLHOWA
r
g
—HHN
EJ: .-f "/’ a
= HH CHa
HE
N +  CoH,—MH—C—HH——[CH.}-——N
v
CH;
o )
HO Isohamstoff

KLH/OVA-Domaoinsaure-Konjugat
Abbildung 3: Synthese von KLH/OV A-DO-Konjugaten
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2.2.1.2 Konjugat-Charakterisierung

Proteinbestimmung

Der Proteingehdt der Konjugate wurde mit Hilfe des BCA-Proteintests (Smith et al.., 1985)
bestimmt. Im akaischen Milieu reduzieren Proteine Cu 2* zu Cu '* (Biuret-Resktion). Kupfer
(1)-lonen bilden mit Bicinchoninsiure einen violetten Komplex, der photometrisch ba 562
nm ausgewertet werden kann. Zur Proteingehdtbestimmung wurden KLH- bzw. OVA-
Proteinstandards (0,01-10 mg/ml) angesetzt. In die Kavitéen ener Mikrotiterplatte wurden
jeweils 50 yl Standard bzw. Probe zusammen mit 200 pl BCA-Resgenz (50 Telle Bicinchi-
nonsaure und 1 Tell CuSO;-Losung) pipettiert. Die Patte inkubierte fir 30 min bel 37 °C.
Nach dem Abkihlen wurde die Absorption im EIA-Reader gemessen. Die Absorption bel 562
nm ist direkt proportional zur Proteinkonzentration. Die Proteinkonzentration der Konjugate
wurde aus der Standardreihe graphisch bestimmt.

M assenspektrometrische Untersuchungen der DO-OV A Konjugate

Die MALDI-TOF-MS (Matrix Asssed Laser Desorptior/lonization-Time of Hight Mass
Spectrometry) Selt en wichtiges Insrument in der Anadytik hochmolekularer Biomolekile
dar (Hillenkamp und Karas, 1991). Prinzipidl snd adle Polymersoffe andyserbar. Eine
brauchbare MALDI-TOF-MS bestimmt die Masse eines Proteins mit Molekilmassen von 30-
40 kDa, aber auch bis zu 1000 kDa schwere Proteine wurden schon gemessen (Rehm, 1997).
Es wurden Untersuchungen zu Kopplungsverhditnissen zwischen OVA und Domoinsiure
durchgefiihrt. Zur Bestimmung des molaren Bindungsverhdnisses wurden die Massen der
HaptenProtein-Konjugate und des nicht subgtituieten OVA besimmt. Das ds "mass fin
gerprinting” bezeichnete Verfahren der Bestimmung von Peptidmassen durch MALDI-TOF-
MS dient der Identifizierung von Proteinen anhand des Vergleichs ihrer tryptischen Fragmen-
te mit enem "in dlico-Verdau ener Datenbank bekannter Proteine. Dazu werden die trypti-
schen Peptide gemeinsam mit ener organischen Matrix  (zB. apha-Cyano-4-hydroxy-
Zimtsdure) auf ener metdlischen Obeflache co-krigdlisert. Die Matrixmolekile ermogli-
chen die schonende loniserung der Peptide durch gepulsten Laserbeschuss niedriger Energie.
AnschlieRend werden die Peptidionen unter Hochvakuum (< 10 Pa) in d@nem dektrischen
Fed beschleunigt und nach ihrem Masse-Ladungsverhdtnis getrennt. In der TOFR-Einhet
wird zu diesem Zweck sehr prézise die Hugzeit der lonen gemessen. lonen htherer Masse

oder niedrigerer Ladung bendtigen fir die Flugstrecke langer as lonen kleiner Masse oder
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héherer Ladung. Da nach Laserioniserung héufig nur einfach pogtiv geladene lonen entste-
hen, kann in den meisen Fdlen von der Hugzet direkt auf die Masse enes Peptidions ge-

schlossen werden.
Die MALDI-TOF-MS-Untersuchungen wurden freundlicheeweise von Herrn Dr. Winkler,
Department fur Biologische Chemie, TU Minchen, Centre of Life Science Wehengtephan,

durchgefihrt.

Begimmung der Hapten-Dichte

Die Berechnug des molaren Verhdtnisses von gekoppdter DO zum Tragerprotein, der soge-
nannten Haptendichte, erfolgte nach folgendem Schema

m (Hapten) x MG (Protein)
Haptendichte =

m (Protein) x MG (Hapten)

m (Hapten) = Masse des gekoppelten Haptens

m (Protein) = Masse des Trégerproteins

MG (Hapten) = Molekularmasse des DO-Hapten
MG (Protein) = Molekularmasse des Trégerproteins

2.2.2 Hesgdlung polyklonaer Antikorper

Ein Kaninchen wurde mit den Domoinsaure-KLH-Konjugaten immuniset. Hieflr injiziete
man 200 pg Konjugat in 200 pl PBS und 200 pl komplettes Freunds Adjuvans. Die Immuni-
serung erfolgte dreima im Abstand von sieben Tagen subkutan in der Nackenregion. Ab der
funften Woche efolgte im viewdchigem Abgand jewells eine intramuskulé&re Boogerinjek-
tion mit dersdben Immunogenzusammensetzung wie in Woche 1. Eine Woche und zwel Wo-
chen nach jeder Bosterimmuniserung wurden ca 20-30 ml Blut aus der Ohrvene ertnommen
(Tab. 3). Das Blut wurde in Becherglésern aufgefangen und koagulierte bel Raumtemperatur.
Das Serum wurde durch Fltration und Zentrifugation (10.000 U/min, 30 min) abgetrennt,
diquotiert, be Bedaf lyophiliset und be —20 °C gelagert. Der Antikorpertiter der Seren
wurdeim EIA Uberpriift.
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Tabdle 3: Immuniserungs- und Blutabnahmeschema fir Kaninchen.

Woche Arbeitsschritt

1 200 pg KLH-DO in 0,2 ml PBS lésen + 0,2 ml komplettes Freunds Ad-
juvans, subkutane Immunisierung

2 200 pg KLH-DO in 0,2 ml PBS lésen + 0,2 ml komplettes Freunds Ad-
juvans, subkutane Immunisierung

3 200 pg KLH-DO in 0,2 ml PBS lésen + 0,2 ml komplettes Freunds Ad-
juvans, subkutane Immunisierung

5 1. Boogerimmunigerung; intramuskuldre Injektion der Lésung wie in
Woche 1

6 1. Blutabnahme

7 2. Blutabnahme

9 2. Boogerimmuniserung

10 3. Blutabnahme

11 4. Blutabnahme

13 3. Boosterimmunisierung

14 5. Blutabnahme

15 6. Blutabnahme
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2.2.3 Hergtdlung monoklonaer Antikorper

Grundlegend fir die Produktion von mAK ig die von Koéhler und Milgein (1975) entwickelte
Hybridomatechnologie, fir deren Entwicklung ithnen 1984 der Nobdpres fur Medizin verlie-
hen wurde. Alle Arbeiten mit Zdlkulturen wurden unter derilen Werkbénken durchgefiinrt
(Gdaire, Laminar). Wenn nicht anders angegeben, erfolgte die Kultur der Zdlen in Normal-
medium im Brutschrark (Heraeus) bel 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,-Gehdt zur
Stabiliserung des pH-Wertes im Kulturmedium. Ublicherweise wurde das Nahrmedium dle
zwe bis drei Tage gewechsdt. Sobad mehr as 2/3 des Ausgangsgefd3es mit Zelen bewach
sen war, was einer Zeldichte von 10° Zdlen/ml entspricht (Harlow und Lane, 1988), wurden
die Zdlen auf das nachst grofere Kulturgefdd umgesetzt. Zelen wurden ds Sicherhetsreser-
vebe —80° C oder —196° C eingefroren. Eine Lagerung von bis zu enem Jahr wird be —80°
C emoglicht (Pated und Brown, 1984). Hingegen konnen Zelen unbegrenzt bei —196° C in
flussgem Stickstoff konserviert werden (Peters und Baumgarten, 1990).

2.2.3.1 Immunisierung

Um die Immunantwort zu verséken (Peters und Baumgarten, 1990), wurde die Immunise-
rung mit Adjuvantien durchgefihrt. Zur Immuniserung wurden weibliche CD-1 Mause aus-
gewdhlt, die zum Zeitpunkt der ersen Immuniserung ungefdhr 8-12 Wochen adt waren. Das
Immuniserungsschema is in der Tabdle 4 aufgeftihrt. Hierfir wurde in 4-wochigem Abstand
den Mausen ene Emulson bestehend aus 100 pl Immunkonjugat (0,64 mg/ml) und 100 pl
Freunds Adjuvans injiziert. Bel der erden Immuniserung wurde cFa, be dlen weteren Im-
muniserungen iFA vewendet. Die Blutébnahme efolgte jewels seben Tage nach der Immu-
nigerung. Hierfir wurden ca 10-20 pl Blut aus der Schwanzvene entnommen. Anschlief3end
wurde des Blut ca 1 h bel RT gelagert, das Serum bel 2.600 x g fur 10 min bel RT zentrifugiert
und in 10 pl-Portionen be —20 °C fir spétere Tests konserviert. Das Serum wurde im EIA auf
postive AK getestet. Vier Tege vor dear Zdlfuson wurden téglich Boosterimmuniserungen
mit sechsfacher Immunkonjugatmenge ohne Freunds Adjuvans durchgefhrt.
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Tabdle 4: Immuniserungs- und Blutabnahmeschema fir Méuse.

Woche Arbeitsschritte

1 64 ug KLH-DO in 100 pl PBS + 100 pl cFA; intraperitoneale Injektion

3 64 ug KLH-DO in 100 pl PBS + 100 ul iFA,; intraperitonede Injektion

4 1. Blutabnahme

7 64 ug KLH-DO in 100 pl PBS + 100 ul iFA; intragperitonedle Injektion

8 2. Blutabnahme

11 64 ug KLH-DO in 100 pl PBS + 100 ul iFA; intraperitonede Injektion

12 3. Blutabnahme

14 64 ug KLH-DO in 100 pl PBS + 100 ul iFA,; intrgperitonede Injektion

15 4 Blutabnahme

15 4 Boogerimmuniserungen mit 400 pug KLH-DO an 4 aufeinandefol-
genden Tagen

16 Fusion
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2.2.3.2 Zdlfuson

Die Bauchhthle der durch cervikde Didokation getbteten Maus wurde gedffnet, die Milz
unter derilen Bedingungen herauspréperiert, in eine derile Petrischde Uberfihrt und mittels
eéner Elnmalspritze mit 10 ml 37 °C warmem RPMI 1640 abgewaschen. Anschlief3end wur-
den anhaftende Gewebereste entfernt und die Milz in eine zwete Petrischae Ubertragen. Die
Milzzellen wurden durch Einspritzen von 20 ml RPMI 1640 mit ener Injektionsgpritze aus
der Milz ausgespiit bis en hdler Bindegewebesack zuriickblieb. Nach zweimdigem Wa
schen durch Zentrifugation in 20 ml RPMI 1640 (jewells 5 min bel 120 x g, RT) standen die
Milzzdlen zur Fusion bereit.

Mydomzdlen vom Stamm PAI-Bsz Ag8l wurden ds Fusonspartner hergenommen. Die Zel-
len wurden ca. 14 Tege vor der Fuson aufgetaut und im Normamedium kultiviert. Fir eine
Fusion werden ca 10° Zdlen bendtigt, was etwa zwei gut bewachsenen grolen Zdlkulturfla-
schen (225 cnf) entspricht. Die Zdlkulturflaschen werden vorsichtig abgeklopft, die Zelsus-
penson in Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und aozentrifugiert (5 min ba 120 x g, RT). Nach
enem weteren Wasch- und Zentrifugationsschritt wurden se in 20 ml RPMI 1640 aufge-
nommen. Die Ermittlung der Lebendzdlzahl erfolgte nach TrypanblaurFéarbung in einer New
bauerzéhlkammer (Hamocytometer). Unter dem Mikroskop wurde die Anzahl der goldgelb
erscheinenden und somit lebenden Zellen ausgezéhit. Lebende Zelen erscheinen goldgelb, da
ge kein Trypanblau aufnehmen. Die Gewinnung der Milz- und Mydomzdlen efolgten nach
etablierten Standardverfahren (Giersch 1993 aund b).

Die Milz- und Mydomzdlen wurden zusammen im Vehdtnis 21 in en Zentrifugenréhrchen
verent und 5 min be 120 x g und RT zentrifugiert. Nach enem weiteren Wasch- und Zentri-
fugationsschritt wurde der Uberstand verworfen und die Restfliissigkeit oberhab des Riick-
dands mit einer Pipette abgesaugt. Anschliel}end wurden die Zélen im Wasserbad bei 37 °C
mit einer Pipettenspitze gut gemischt und unter st@ndigem Drehen des Zentrifugenréhrchens 1
ml angewamte PEG 1500-Losung innerhalb 1 min beigemischt. Nach ener enminltigen
Inkubation im Wasserbad wurden Uber einen Zeitraum von 4 min 4 ml RPMI 1640 tropfen-
weise hinzugefligt. Anschlielend wurden 10 ml RPMI 1640 langsam zugetropft und fur 10
min be 37°C inkubiert. AnschlieRend efolgte en abermdiger Zentrifugationsschritt und eine
Resuspension des Riickstandes in 20 ml NM mit 10 % Condimed. Circa 50 % der Zdlsuspen
son wurde 1:10 mit NM (inklusve 10 % Condimed) verdinnt und auf 96er Zdlkulturplatten
vertalt (ca 100 pl/Kavitét). Die redliche Zdlsuspenson wurde fir enen Tag im Brutschrank
inkubiert und anschliel3end in fllissgem Stickgtoff eingefroren.
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2.2.3.3 HAZ-Slektion

Bedingt durch das Gemisch aus nicht fudonierten Zdlen, Mehrfachfusonsprodukten und
Hybridomzdllen, welches nach der Fuson vorliegt, i ene Sdektiongphase notwendig, die
nur die gewlnschten Hybridomzellen Uberleben l&sst. Zur Entfernung nicht gewinschter Fu-
songprodukte (z.B. Mydom/Mydom) sowie nicht fusonieter Mydomzdlen, die aufgrund
ihres schnelleren Wachstums die Hybridomzellen Uberwuchern wirden, wurde eine Positivse-
lektion mit HAZ-Medium durchgefihrt. Nicht fusonierte B-Lymphozyten brauchen dagegen
nicht spezidl sdektiert zu werden, da se nach 10-14 Tagen unter in vitro-Bedingungen ab-
sterben. Zur Sdektion wird ein Enzymdefekt ausgenutzt, den die zur Fuson angesetzte Mye-
lomzdlline PAI-Bs Ag8l in der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl- Transferase  (HGPRT)
besitzt. Da die HGPRTO)-Myedomzdlen den Azaszrin-Block des DNA-Hauptsyntheseweges
durch den Einbau von supplementiertem Hypoxantin nicht umgehen konnen, werden die im
Sdlektionsmedium  kultivierten unerwiinschten Myedlomzellen sterben. Uberleben  konnen  nur
die Hybridome, die eine intekte HGPRT durch Fuson mit einer Milzzelle erhaten haben.

Nach 24 h Inkubationszeit wurden in jede Kavitét der Aussaatplatte ca 50 pl 3fach konzert-
rietes HAZ-Medium und 10 % Condimed zugegeben und die Platten im Brutschrank weiter
inkubiert. Je nach Wachstum der Zdllen wurde das Medium nach 37 Tagen vollstandig abge-
saugt und durch neues HAZ-Medium und 10 % Condimed ersetzt. Nach dre- bis vieemdigem
Mediumswechsd wurde das HAZ-Medium zur schonenden Gewohnung der Zdlen an Nor-
mamedium durch HypoxanthinnMedium und 10 % Condimed ersetzt. Nach zweimaigem
Wechsd des H-Mediums, welcher im Abstand von 3 Tagen efolgte, konnten die Zdlen auf
NM umgestellt werden. Ab dieser Phase wurden keine Zusatzstoffe mehr dem Medium beige-
fugt. Die Kulturplatten missen wéhrend der ganzen Zdlkultur auf Kontaminationen unter-
sucht werden, um evil. Schritte wie Zugabe von Antibictika rechtzeitig einleiten zu konnen.

2.2.3.4 Klonieren von Hybridomzellen

Nachdem mittels Screeningverfahren Zdlpopulationen mit  postiven  Zelkulturiibersténden
ermittelt wurden, mussten diese kloniet werden. Um scherzugtellen, dass die produzierten
Antikbrper von ener Zdlline sammten und somit Ak mit enhetlichen Eigenscheften (no-
noklonale Antikorper) sezerniert wurden, wurden die entsprechenden Klone im weiteren Ku-
turverlauf mehrmas subkloniert. Das Wachsum der Klone wurde durch Zusatz von 10 %
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Condimed zum Normamedium gefordert. Die Klonierung efolgte sowohl mitteds Einzelzel-
ablage d's auch mit Endpunktverdinnung (limiting dilution).

Fur die Einzdzdlablage wurden die ersen 4 Kavitdten mit ca. 100 pl-Tropfen Kulturmedium
geflllt. Die Zdlen aus ener podtiven Kavitét der Aussaatplaite wurden mit ener Pipette gut
aufgewirbdt und ca 50 pl in die erste Kavitét der Klonplaite gegeben. Nach Durchmischung
wurden hiervon 50 pl enthnommen und in die zweite Kavitét Uberfiihrt. Ebenso wurde mit der
3. und 4. Kavitét verfahren. Aus der Verdinnungsstufe, in der be 100facher Vergroferung
unter dem Mikroskop ca 10 Zdlen zu erkennen waren, wurde nach Durchmischen der ent-
Sorechenden Zdlsuspenson ein Aliquot mit der Pipette entnommen und kleine, flache Trop-
fen auf die leeren Kavitdtenboden pipettiert. Die Zdlzahl pro Tropfen wurde anschlief3end
unter dem Mikroskop bestimmt. Zid war es, mdgliche vide Kavitdten mit Einzdzdlen zu
erlangen. Ansongen muss eine andere Verdinnungsstufe gewahit werden. Anschliel3end wur-
de jede Kavitd mit 200 yl Kulturmedium beflllt und im Brutschrank inkubiert. Die Ablage
der Tropfen efolgte - ebenso wie das Beflllen mit Medium - relhenweise. Be gelungener
Klonierung 9nd nach 3-7 d wachsende Klone zu erkennen, welche erneut auf die Produktion
von anti-DO Ak im EIA getestet wurden. Postive Kavitden mit nur einem Klon wurden ®-
wohl rekloniet ds auch welterkultviert bis se ds Sicherhetseserve eingefroren werden
konnten.

Ebenso wurden im EIA postiv getestete Zdlpopulationen mittels der  Endpunktverdiinnung
(limiting dilution) kloniert. Zid ig es, die Konzentration der Zdlen im Kulturmedium so zu
senken, dass pro Kavitét datistisch gesehen ene Zele vorkommt (Coller und Coller, 1983).
Hierfir wurden die Hybridomzdlen in der im EIA pogtiv getesteten Kavitét mit einer Pipette
aufgewirbdt, ein Aliquot entnommen und die Lebendzdlzahl mittds ener Neubauerzah-
kammer und Trypanblaufarbung bestimmt. Anschlieiend wurde aus der Stammsuspension
ene Vedinnung hergestdlt, die in 20 ml ca 100 Zdlen enthdt. Diese Verdinnung wurde
auf eine Kulturplatte mit 200 pl/Kavitét verteillt und im Brutschrank inkubiert. Die Ndpfe mit
enem anti-DO Ak produzierenden Klon wurden propagiert und spéter rekloniert. Von alen
Zwischengtadien wurden Aliquots eingefroren.

2.2.3.5 Screening von anti-DO Antikor pern produzierenden Zelllinien
Ungefdhr 10 Tage nach der Fuson wurden die Zdlkulturiberstdnde der Aussaatplaten auf

das Vorhandensain spezifischer anti-DO Ak im ELISA Uberprift. Es handdte sich be diesen
Screeningverfahren um enen heterogenen Assay, S0 dass nach jedem Inkubationsschritt en
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Waschschritt nétig war. Jeder Zelkulturiberstand wurde hierfir zweimal getestet. Der ELISA
wurde in 96er ELISA-Platten durchgefuhrt. Nach Beschichtung der ELISA-Platen mit 1
pg/ml OVA-DO wurden diese Uber Nacht bel 4 °C inkubiert. Um unspezifische Bindungen zu
vermeiden, wurden die ELISA-Platten daraufhin mit 1 % OVA (w/v) (300 pl/Kavitét) fur 1 h
be RT blockiert. Anschlief?end wurden jeweils 100 pl PBS bzw. 100 pul Domoinsdure in einer
Konzentration von 10 pg/ml in die Kavitden einpipettiert, 100 pl ZKU hinzugefugt und fir
1,5 h bei RT inkubiert. Im Falle, dass spezifische Ak im ZKU vorhanden waren, konnten die-
s in den Kontrollkavitdten am Beschichtungskonjugat binden, wéahrend dessen se von der
Domoinsiure in den Kavitdten mit DO-Uberschuss von der freéen DO verdrangt werden
konnten (Abb. 4). Man pipettierte nun 200 pl/ Kavitét eines Zg<ms>POD Sekundérantikor-
pers (1:20.000) und inkubierte die Platte fir 1 h bel RT. Anschlief3end folgte die Zugabe von
Subdrat (200 Wl /Kavitét). Zeigte die Kontrolle eine Blaufarbung, die Kavité mit DO-
Uberschuss dagegen keine Enzymresktion, deutete dies auf die gewiinschten Ak hin. Durch
die Aktivitst der Peroxidase wurde H,O, gespaten und das farblose 3,3, 55-Tetra
methylbenzidin  zum blaugefarbten Radikakation oxidiert. Die Enzymresktion stoppte men
nach 20-30 min ohne vorherigen Waschschritt durch Zugabe von 50 pl 1M H,SO4 ab. Die
Farbdnderung von blau nach gelb efolgte durch die Bildung von lichtstabilem 3,3°, 55 Tet-
ramethyl-1,1"-diphenochinon-4,4"-diimoniumionen (Gaatti und Pracht, 1985), deren Absorp-
tion im EIA-Photometer bei 450 nm bestimmt wurde.

Der Screening-ELISA wurde mindestens sechs Md Uber enen Zetraum von drel Wochen
durchgefihrt.
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Abbildung 4: Screeningverfahren von Zdlkulturibersténden
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2.2.3.6 Cryokonservierung und Auftauen von Zellen

Es wurden zur Abscherung und fir spéere Verwendung sets Aliquote Milzzdlen immuni-
deter Mause, frisch fusonierten Zdlen und Zdlklonen, die im ELISA podgtiv reegierten, im
flissgem Sticksioff oder fals ndtig direkt in die Zdlkulturplaiten bei —80 °C engefroren. Um
ene Schadigung der Hybridomzdlen durch Bildung von intrazdlularen Eiskrigdlen zu ver-
hindern, wurden die Zdlen in spezidles Einfrieemedium, welches DMSO enthdlt, aufgenom:+
men. Das Einfriekmedium sollte immer eskdt sen, da DMSO be hoheren Temperaturen
zdItoxisch wirkt.

Cryokonsarvierung in fliissgem Stickgtoff

Zdlsuspensonen aus den Zdlkulturplatten oder —flaschen wurden grundlich aufgewirbet
bzw. abgeklopft, in en Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und 5 min be 120 x g zentrifugiert.
Nach Dekantieren des Uberstandes wurden die Zdlen in eiskdtem Einfriermedium resuspen
diert und davon je 1,5 ml in Kryorohrchen UberfUhrt. Fir die Vitditdt der Zdlen ist es nun
wichtig, dass sie nur ca 1-2 °C/min abkihlen, damit diese langsam ihr intrazeluldres Wasser
Uber Osmose verlieren konnen. Die Rohrchen wurden deshdb in eine Einfrierbox mit Isopro-
panolfillung, welche die genannten Bedingungen eflilt, Uberfihrt und be —80 °C engefro-
ren. Nach ca 24 h wurden die Kryorohrchen in einen Kryobehdlter mit flissgem Stickstoff
zur Endlagerung Uberfiirt.

Cryokonsarvierung in Zdlkulturplatten

Hybridomzellen wurden neben oben ewdhnter Einfriertechnik auch direkt in bewachsenen
Zdlkulturpletten eingefroren. Bel Bedaf konnte so immer auf die zuletzt erreichte Stufe zu-
rickgegriffen werden. Das Medium der gut bewachsenen Kavitét wurde abgesaugt und durch
Einfriermedium ersstzt. Anschlie?end wurden die Platten mit enem Klebeband verklebt, in
eine Styroporbox Uberfihrt, welche eine Abkihlung von 1-2 °C/min gewéhrleistete und ba —
80 °C gdaget. Die Zdlen wurden maximd 2-3 Monate gelagert, wobel eine Lagerung von
bis zu einem Jahr moglich wére (Patel und Brown, 1984).
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Auftauen von Hybridomzd len

Die in Kryorohrchen eingefrorenen Zedlen wurden unter fliefend warmem Wasser 0 lange
aufgetaut, bis nur noch en klenes Eisklimpchen im Rohrchen schtbar war. Anschlief?end
wurden die Zdlen in 10 ml NM Uberfihrt und fur 10 min darin inkubiert, damit das DMSO
aus den Zdlen diffundieren konnte. Nach enem funfminitigem Zentrifugationsschritt (120 x
g, RT) wurde das Pdlet in entsprechenden Volumen an NM aufgenommen und in Kulturge-
fa3e UberfUhrt. Am néchsten Tag erfolgte ein Mediumswechsd.

Zum Auftauen der in Zdlkulturplatten eingefroren Zdlen wurden die entsprechenden Kavité
ten mit 37 °C warmem NM befillt. Nach vollsdndigem Auftauen wurde das DMSO-hdtige
Medium abgesaugt und durch frisches NM ersetzt. Die Platten wurden im Brutschrank inku-
biert, wobel am darauf folgenden Tag abermas ein Mediumswechsd sattfand.

2.2.3.7 Massenproduktion von monoklonalen Antikorpern

Die Produktion groferer Mengen monoklonder Antikdrper efolgte in einem Miniperm:
Minibioregktor (Vivascience) und im Minibioresktor CL 350 (Integra) (Abb.5). Der Mini-
perm-Bioregktor besteht aus zwei Modulen, enem wiederverwendbaren Versorgungs- und
enem enmad verwendbaren Produktionsmodul. Das Produktionsmodul i vom Versor-
gungsmodul durch eine Didysemembran mit einer AusschlussgrofRe von 12,5 kDa abgetrennt
und wird nach aul¥en durch ene gasdurchléssge Silikonmembran begrenzt. Zdlen und hoch
molekulare Produkte werden durch diese zuriickgehdten, Néahrstoffe, physkaisch geéste
Gase und Metabolite konnen jedoch passeren. Hierdurch ist eine sarke Anreicherung von
Zdlen und Zdlprodukten mdglich. Der Minibioresktor wird auf ener Rollgation ba 4 U/min
im Bruschrank inkubiert und ermdglicht dadurch einen guten Nahrgoff- und Gasaustausch.
Der Biofermenter CL 350 it ebenfdls durch eine Didysemembran mit ener Ausschlussgrofie
von 10 kDa in en Vesorgungs- und Produktionsmodul unterteilt. Der wesentliche Unter-
schied zwischen beiden Systemen besteht darin, dass es sch bem Biofermenter CL350 um
eln stationdres System handdlt.
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\#

Abbildung 5: Biofermenter Miniperm (&) und CL 350 (b); 1. Versorgungsmodul, 2. Produkti-
onsmodul

Fur die Inokulation des Minipermbioreaktors bzw. des Biofermenters CL350 wurden ca. 12
x 10° Zdlen bendtigt. Es war zuerst eine Umsatdlung der Hybridomzellen von NM auf se-
rumfreéies Medium (SFM) notwendig. Hierfir wurde der Antell von serumfreéien Medium in
ener Adaptionsphase von 3 Schritten kontinuierlich geteigert. Zu Beginn wurden 25 %
SFM aigeflgt, dann wurde dle 2-3 Tage der Antell um 25 % erhoht, bis schliefdich nach 3
Mediumswechsan die Zdlen an 100 % SFM adaptiert waren. Nun konnten die Zellen von
den Zdlkulturflaschen abgeklopft, be 120 x g abzentrifugiert, und in den entsprechenden
Volumina SFM resuspendiert werden. Die Zdlen wurden nun mit Trypanblau angefarbt und
mit einer Neubauerzéhlkammer gezéhit.

Die Antikorperproduktion im Minpermsystem wurde gedtartet, indem der Zdlriickstand in 35
ml resuspendiert wurde und diese Zdlsuspenson in das Produktionsmodul inokuliert wurde.
Das Versorgungsmodul wurde anschlief?end mit 400 ml SFM  kefllt. Alle 3 Tage wurden ca
100 pl Probe deril entnommen und die Lebendzdlzahl bestimmt. Je nach Zelwachstum
konnten so ale 23 Tage 515 ml geerntet werden. Dafir wurde die Zdlsuspenson dem Pro-
duktionsmodul entnommen, bei 120 x g (5 min, RT) zentrifugiert und der Uberstand gewon-
nen. Der Uberstand wurde zur spéteren Aufreinigung bei —20 °C eingefroren. Die abzentrifu-
gierten Zelen wurden entweder verworfen oder bel ausreichender Lebendzdlzahl ads Mini-
perm-adaptierte Zellen kryokonsarviert. Zu Beginn der Kultur wurde jeden dritten Tag das
Medium im Versorgungsmodul durch frisches Medium ersetzt. Ab ener Zdlkonzentration
von ca 10" Zdlevml war en 1-2 tigiger Mediumwechsd erforderlich. Die Kultur wurde
beendet, wenn die Lebendzdllzahl auf ca. 30 % gesunken war.
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Zum Start des Biofermenters CL350 wurde die Zdlen in 15 ml resuspendiert und in das Pro-
duktionsmodul enpipettiert. Die dabe im Zdlraum entstehende Luftblase musste direkt wie-
der mit einer Pipette entfernt werden. Anschliel?end befilite man den Néhrstoffversorgungs-
raum mit 340 ml warmem SFM. Das Medium des Versorgungsmodul wurde dle 2-3 Tage
gewechsdt. Zur Ernte der Ak musste der ganze Inhdt des Produktionsmoduls entfernt wer-
den. Die Zdlsuspension wurde abzentrifugiert (120 x g, 5 min, RT), der Uberstand gewon-
nen und die Zdlen in 15 ml neuem SFM resuspendiert. Anschliel3end wurde das Produkti-
onsmodul mit der Zelsuspension wieder befiillt. Der Uberstand wurde bis zur Aufreinigung
be —20 °C gelagert.

2.2.3.8 Subklassenbestimmung

Die Betimmung der Subklasse efolgte mit Hilfe enes SandwichrELISA mit subklassenspe-
zifischen Antimaus-AntikOrpern. Die Kenntnis der Subklasse ist fur die Wahl des Reini-
gungsverfahrens von Bedeutung. Da berets im Screening (Kgp. 2235 mit enem IgG-
spezfischen Sekundérantikorper gescreent wurde, konnte es sich be den gewonnenen Anti-
DO AK nur um die 1gG-Klase handdn. Glechzetig wurde der Lechtkettentyp (I oder k)
bestimmt. Folgende Arbaitschritte wurden durchgefuhrt:

Coaten 250 pl Ziege-anti-Maus-1gG (5ug/ml) in Carbonatputffer,
Uber Nacht bei 4 °C

Waschen drema mit 350 pl PBS-Waschpuffer je Kavitét im Mikrotiterplat-
ten- Waschautomat

1. Immunresk- 200 pl Zdlkulturtberstand, ¥h ba 37 °C

tion

Waschen S.0.

2. Immunreaktion 200 pl Kaninchen-anti-Maus-1gG subklassenspezifische Ak,
1:5in PBS verdinnt, ¥h bei 37 °C.

Waschen S.0.

3. Immunresktion 200 pl Ziege-anti-Kaninchent1gG-POD 1:10.000 in PBS,
Yhbei 37 °C

Waschen S.0.
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Substratreakti- 200 pl Substrat und Chromogen, ¥2h bal RT
on

Abstoppen 50 pl 2 N HaSO4

Messung Photometer 450 nm

Nach dem Vorcoaten konnten die Platten bei —20 °C mehrere Wochen gelagert werden.

2.2.3.9 Aufreinigung und Konzentrierung von monoklonalen Antikorpern.

Immunglobuline verschiedener Spezies (murin, human) und unterschiedlicher Isotypen  bin
den mit ihrem Fc-Tel spezifisch an Protein A, einem von Staphilococcus aureus exprimierten
Oberflachenprotein. Die Protein  A-Affinitéischromatographie stellt eine geeignete Methode
zur sAulenchromatographischen Isolierung der Immunglobuline des Isotyps G dar (Forsgren
und §oquist, 1966). Die Bindung der verschiedenen Maus-1gG-Subklassen erfolgt dabel pH-
abhangig. Die gebundenen Ak lassen sch Uber pH-Sufengradienten duieren: 1gG; bel pH 6
8, 1gG2a bei pH 4,5-6, 1gGy, bei pH 3,5-4,5 und 1gGs bel pH 4,5-6. Zur Vereinfachung wird
aber oft bel pH 3 eluiert (Seppdaet al., 1981).

Vor der Aufreinigung wurden die Zdlkulturibersténde bel 3000 x g, 10 min ba RT zentrifu-
giet und anschlielfend deilfiltriet (0,2 um). Dadurch wurden partikuldre Bestandteile wie
Zdlen, Zdlendorieb etc. entfernt. Aufgereinigt wurde sowohl Uber eine Prossp A-Saule be
der Protein A an Glasperlen immobilisert is, ds auch Uber eine Protein A-Agarose-Saule.
Die Saulen wurden jewells mit 2 ml Prosep A bzw. Protein AAgarose beflllt. Prosep A ver-
fugt Uber ene 1gG:-Bindungskapezitét von ca 13 mg/ml, Protein A-Agarose Uber 10-14
mg/ml. Vor jeder Aufrenigung wurde die 1gG-Konzentration des ZKU bestimmt, um ene
Uberladung der Saule zu verhindern.

Aufreiniqung Uber Prosep A

Aquilibriet wurde die Prossp A-Saule mit dem 10fachen Saulenvolumen an Boratpuffer (pH
8,5). Der Kulturlbersand wurde mit 5 mol/l NaOH auf einen pH von 8,0-85 eingestdlt und
mit 4 ml/min Uber die Saule gepumpt. Anschlief?end wurde die Saule mit Boratpuffer solange
gewaschen, bis der Schrelber wieder die Basidinie zeichnete. Das immobiliserte 1gG wurde
durch Citratpuffer (pH 3,0) duiert. Die protenhatige Fraktion wurde durch Zugabe von Tris-
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Puffer (2 moal/l) neutrdisert. Die schnelle Neutrdisation des Elutionspuffer ist nétig, da auf-
grund des sauren pH-Wertes die 1gG-Molekile irreversbe denaturieren wirden. Es wurde
deshdb berdts Tris-Puffer in die Auffanggefd3e vorgeegt. Die Antikorperkonzentration des
Eluates wurde im Photometer be 280 nm Wdlenlange und im ELISA bestimmt. Nach enem
Renigungsschritt mit HCl (pH 1,5) wurde die Protein A-Sule fir die Lagerung abschlief3end
mit 10fachem Saulenvolumen PBS + 0,02 % NaN3 gespiilt und bei 4 °C aufbewahrt.

Aufreinigung Uber Protein A-Agarose

Zuas efolgte die Aquilibrierung der Saule mit dem Sfachen Saulenvolumen von Waschpu-
fer (I). Der Zdlkulturlberstand wurde mit Neutrdisationspuffer auf pH 7,5 engestdlt und
Uber die Saule gepumpt. Im Anschluss wurde die Saule be standiger Kontrolle im Durch
flu3photometer bis zum Erreichen der Nulllinie mit Waschpuffer (1) gewaschen. Die Elution
efolgte anschliefend mit Elutionspuffer. Die antikOrperhdtigen Fraktionen wurden vereinigt
und mit Neutraisatoinspuffer in den neutrden pH-Bereich titriert. HCl (pH 1,5) wurde fir die
Renigung der Saule nicht mehr bendtigt. Die 1gG-Konzentrationsbesimmung efolgte ent-
weder photometrisch bei 280 nm oder im EIA.

Konzentrierung gereinigter Antikorper

Die Konzentration der Eluate efolgte mittels Ultrefiltration. Die aufzukonzentrierende Probe
wurde in ene Rihrzdle mit ener 30 kDa Membran gegeben und unter Druck von 2,5 bar
durch die Membran gedriickt. Molekile Uber 30 kDa wie 1gG Molekile (150 kDA) wurden
daba im Konzentrat zuriickgehdten. Anschliel}end efolgte en Zentrifugationschritt (3000 x
g, 10 min), um patikuldre Substanzen zu entfernen. Die AntikOrperkonzentration wurde im
ELISA besimmt. Die Ak-Losung wurde anschlief?end in 1 mg-Portionen diquotiert, lyophili-
sert und bei —20 °C gelagert. Bei Bedarf wurden die Ak in PBS rekondtituiert.

Uberpriifung der Reinheit der Antikorper mittels SDS-PAGE

Die Ak-Fraktionen wurden mit einer SDS-Page auf ihre Reinhet Uberprift. Durch die Bela
dung mit dem anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die Eigenladungen
zB. von Antikdrpern so effektiv Uberdeckt, dass anionische Mizdlen mit konstanter Nettola-
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dung pro Maseneinheit entstehen. Desweiteren werden die unterschiedlichen Molekilformen
augeglichen, indem die Teti&- und Sekundérstrukturen durch Aufspalten der Wasserstoff-
bricken und durch Streckung der Molekiile aufgeldst werden. So wandern in einem elektri-
schen Glechsromfdd die durch die SDS-Bdadung negetiv geladenen Moleklle und Partike
jewels in die Richtung der Anode (Wilson und Goulding, 1991). Zur Probenvorbereitung
wurden die Antikorperfraktionen 1:10 mit Elektrophoresepuffer verdinnt. Vor Beginn der
Elektrophorese wurde die Kihlplatte auf 5 °C gekihlt. Anschlief3end wurde £2 ml H,O dest.
ads Kuhlkontaktflissgkeit auf die Kihiplatte aufgetragen. Das verwendete Gel mit einem
Polyacrylamidgradienten von 8-18% wurde mit dem Ged-Bond PAG-FIm nach unten und der
Sot-Seite zur Kathode hin orientiert, auf den Kihiblock gelegt. Darauf wurde die Schutzfdlie
auf dem Gd mit einer Pinzette entfernt und die Pufferstreifen auf die entsprechende Seite des
Gels platziert. Ca. 510 ul der vorbereiteten Proben wurden nun in die Sots pipettiert und bel
600 V Spannung (25 mA) dektrophoretisch aufgetrennt. Gestoppt wurde die Elektrophorese
sobald der im Probenpuffer enthdtene Farbstoff Bromphenolblau die Anode der Elektropho-
resekammer erreichte.

Die Farbung des Geds efolgte mit Coomasse Brilliant Blue. Hierfir wurde das Gd zuvor
ene Stunde in 12% Trichloressigsaure fixiert und anschlief?end in 200 ml Farbelésung (160
ml Coomassie Birilliant Blue + 40 ml Methanol) Gber Nacht inkubiert. Am néchsten Morgen
wurde das Ge mit 25%igen Methanol entfarbt, fir 1-3 h in 10 % Glyzerin gdegt und an+
schlieflRend in Folie verschwel 3.

2.2.3.10 Bestimmung der Immunglobulinkonzentration

Photometrische Bestimmung

Unter den Voraussetizungen von Livingston (1974), dass eine Antikorperlésung von 1 mg/ml
bel einer Kivettendurchmesser von d = 1 cm ene Absorption (I = 280 nm) von 1,46 auf-
wels, konnte die 1gG-Konzentration im Photometer recht einfach bestimmt werden. Mit die-
ser Methode konnten nur Antikorperfraktionen ohne Fremdproteinanteil gemessen werden.
Sollten jedoch Zdlkulturiberstdnde gemessen werden, die BSA, FKS o.a enthidten, musste
folgender ELISA angewandt werden:
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Sandwich-ELISA

Zur Messung unbekannter Proben im ELISA mussten 1gG-Standards bekannter Konzentratio-
nen hergestdlt werden. Die Sendtivitédt ist gegentber der photometrischen Bestimmung deut-
lich besser. Somit konnten auch Proben sehr geringer 1gG-Konzentrionen gemessen werden.
Die einzelnen Arbeitsschritte im Folgenden:

Vorcoaten 250 pl Zg<ms>1gG (5 pg/ml) in Carbonatpuffer Gber Nacht bel 4 °C
Waschen 3 md mit 350 ul PBS-Waschpuffer/Kavitét
1. Immunresktion 200 pl Maus-1gG-Standards bzw. 200 pl ZelUberstand in verschie-
denen Verdinnungen,
1h RT
Waschen S.0.
2. Immunreaktion 200 pl Zg<ms>IgG-POD (1:10.000) in PBS, 1 h, RT, Schiittler
Waschen S.0.
Farbreaktion 200 pl Substrat und Chromogen, ca. 20-30 min, RT
Abstoppen 50 pl HaSO4 (2 mal/l)
Messung Photometer | =450 nm

Die Patten konnten nach dem Beschichten bei —20 °C eingefroren und je nach Bedarf be 4
°C fur ca. 10 min wieder aufgetaut werden.



Materia und Methoden 45

2.2.4 Entwicklung eines kompetitiven ELISA

Beim indirekten, kompetitiven Enzymimmunoassay i ein Coatingkonjugat an eine Festphase
immobiligert. Die Menge der an das Coatingkonjugat gebundenen Antikorper lésst sch indi-
rekt Uber einen enzymmarkierten Sekunddrantikorper nachweisen. Die Enzymaktivitét wird
bestimmt, indem ein Substrat zugesetzt und die Absorption des gebildeten Produkts im Pho-
tometer gemessen wird. Die Hohe der Absorption ist indirekt proportional zur Konzentration
des Andyten. Durchgefiihrt wurde der heterogene, kompetitive ELISA in Mikrotiterplatten
mit 96 Kavitdten. Die aul3eren Reihen und Spaten wurden nicht zur Messung verwendet, da
diese Kavitden séarkere Schwankungen aufweisen ds die inneren Rethen und Spdten. Die
Patten wurden nach jedem Inkubationsschritt mit 350 pl PBS-Waschpuffer pro Kavité in
enem EIA-Waschautomaten gewaschen, um ungebundene Resktionspartner zu entfernen.
Nach der Enzymresktion entfid der Waschschritt und die Resktion wurde mit 1 M H,SO,4
gestoppt, wobel jeder Kavitét diesdbe Zeit zur Farbentwicklung gegeben wurde. Die Auswer-
tung erfolgte im Photometer bel 450 nm.

Nach Testen verschiedener Coatingkonjugatkonzentrationen, AntikOrperkonzentrationen und
verschiedener  Blockierungamittd wurde folgender optimierter Assay fir monoklonde und
polyklonale Antikorper entwickelt (Abb. 6).
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Vorcoaten mit 5 pg/ml OVA-DO,
Uber Nacht bei 4 °C

Waschschritt und
Blockierungsschritt mit 3%
Magermilchpulver, 1h, RT

Waschschritt, Zugabe von 100 pl
mAK bzw. pAk + 100 pl DO-Standards
15h RT

Waschschritt

Zugabe von Ziege-anti-Maus-POD
bzw. Ziege-anti-K aninchen-POD,
1:20.000; 1 h, RT

Waschschritt
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Abbildung 6: Schematischer Aufbau des Standard-ELISA zum Nachweis von DO
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Coaten

Blockieren

1. Immunresktion

2. Immunreaktion

Enzymresktion

Abstoppen

Messung

200 pl OVA-DO (5 pg/ml) in Carbonatpuffer, Gber Nacht bel 4 °C

300 ul 3% Magermilch (w/iv) inPBS, 1 h, RT

100 pl DO-Standards (0-10.000 pg/l) + 100 pl mAK bzw. pAk;
15h, RT

200 pl Zg<ms> bzw. Zg<rb>IgG-POD 1:20.000in PBS; 1 h, RT

200 pl Substrat/Chromogen, ca. 20-30 min, RT

50 |.l| H2804

Photometer bel | =450 nm

2.2.5 Entwicklung enes kompetitiven ELISA mit Versérkersystem

Be diesam ELISA i der zweite AntikOrper mit Biotin markiert. Im néchsten Schritt reagierte

das Biotin mit einem Streptavidin-Peroxidase-Konjugat. Durch Ausnutzung dieser spezifi-
schen  Biotin/Streptavidin-Bindung  (Streptavidin bestzt vier Bindungsstelen fir Biotin) mit
anchliel}ender Signdgebung via Streptavidin-gekoppelter Peroxidase, kam es durch den gro-
feren Substratumsatz zu einer Signadverstdrkung (Abb.7). Der ELISA mit Verstérkersystem
wurde mit polyklonden Antikorpern und mit dem monoklonden Antikdrper 4D1D nach fol-
gendem Schema durchgefiihrt:
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Coaten 200 pl OVA-DO (5 pg/ml) in Carbonatpuffer, tber Nacht bei 4 °C
Blockieren 300 ul 3% Magermilch (w/iv) inPBS, 1 h, RT
1. Immunresktion 100 yl DO-Standards (0-10.000 pg/l) + 100 ul mAK (1:100.000)

bzw. pAk (1: 15.000); 1,5 h, RT
2. Immunresktion 200 pl Zg<ms> bzw. Zg<rb>lgG-Biotin 1:40.000 bzw. 1:20.000 in
0,5 % BSA-PBS;

1h RT

Streptavidinkopplung 200 pl Streptavidin-POD Konjugat, 1:50.000 in 0,5 % BSA-PBS, 30

min, RT
Enzymresktion 200 pl Substrat/Chromogen, ca. 20-30 min, RT
Abstoppen 50 pul HySO4

Messung Photometer bei | =450 nm
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Vorcoaten von 5 pg/ml OVA-DA,
Uber Nacht bei 4 °C

Wasch- und Blockierungsschritt
(3% Magermilchpulver; 1 h RT).

Zugabe von 100 pl
mAk bzw. pAk + 100 yl DO-Standards
15h; RT

Waschschritt

Zugabe eines biotinylierten zg-anti-Maus
bzw. zg- anti-Kaninchen-Antikorpers;
1:40.000 bzw. 1:20000; 1 h, RT

Waschschritt

Zugabe von Streptavidin-POD;
1:50.000, 30 min, RT

Waschschritt

Substratreaktion

Keine DO

BEEEBEE

Mittlere DO-Konz.

Uberschuss DO

4 & &

¢ Domoinsdure (DO) T Anti-DO-mak bzw. pak i Strepavidin-POD

& OVA-DO ®fe Biotinylierter Ak

Abbildung 7: Schematische Dargellung des ABC-ELISAS

o Magermilchpulver
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2.2.6 Berechnung der Domoinsaurekonzentrationen

Anhand der DO-Standardkurve lieffen sch Proben unbekannter Konzentration bestimmen.
Bam kompetitiven Assay wurden die durch den Andyten nicht beegten Bindungsstdlen
gemessen, der Nachweis erfolgte aso indirekt. Hohe Absorptionswerte bedeuteten niedrige
DO-Gehdte und umgekehrt. Die Auftragung der Absorptionswerte Uber der logarithmischen
DO-Konzentration ergab einen sgmoiden Kurvenverlauf. Zum Anpassen der Kurve wurde
das 4 Parameter-logistische Modell (Rodbard und Hutt, 1974; Dudley et al., 1985) verwendet.
Diexe viepaametrige Gleichung, auch logigische Funktion genannt, ig in kommmerzidl
erhdtlicher Datenauswertesoftware wie Origin® enthalten.

_ (a-d)
1,0+ ebx-bc

wobe y = Absorption
x = Anaytkonzentration
a= maximae Absorption (obere Asymptote)
d = minimae Absorption (untere Asymptote)
¢ = Konzentration am Testmittel punkt

d = Steigung am Testmittel punkt

Um verschiedene ELISA-Kurven miteinander vergleichen zu kodnnen, wurden die Daten zur
Normierung nach folgender Forme in % B/Bo-Werte transformiert:

A- A
% B/Bo = %A*loo

ax in

wobel A = Absorptionswert eines Standards bzw. einer Probe
Amax = Absorptionswert des Nullwertes (PBS)
Amin = Absorptionswert des Uberschusses (maximale DO-Konzentration)
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Die Empfindlichkeit enes Enzymimmunoassays wird durch seinen Tesmittelpunkt und seine
Nachweisgrenzen bestimmt. Dabel entspricht der Testmittelpunkt der Konzentration des Hap-
tens, bel der 50 % der Antikdrperbindungsstellen durch den Analyten belegt snd. Der Test-
mittelpunkt (50 % B/Bp) stdlt den Wendepunkt der sgmoiden Kurve dar, welche in diesem
Bereich nahezu linear ig. Im Bereich des 50 % B/Bo-Wertes it die Messgenauigkeit am grol3-
ten. Je mehr man sch bel Probenmessungen davon entfernt, desto grof3er wird der Messfehler.
Der 80 % B/Bo-Wert gdlt die untere Nachweisgrenze, der 20 % B/Bo-Wert die obere Nach
weisgrenze des EIA dar (Rodbard, 1971). Die Nachweisgrenzen definieren sch ds untere
bzw. obere Grenzkonzentrationen, die noch quantitativ erfasst werden kdnnen und sch sgni-
fikant vom Nullwert bzw. Uberschusswert unterscheiden (Ebel und Kamm, 1983). Interessan
ter fUr die Charakteriserung eines EIA ist aber der 80% B/Bo-Wert, da dieser der gringsten
K onzentration entspricht, die gemessen werden kann.

Zur Berechung der Bestimmungsgrenzen gibt es dlerdings noch andere mathematische Ver-
fahren: So ig es auch moglich die Nachweisgrenzen zu ermitteln, indem die durchschnittliche
Sandardabweichung dler Messwerte mit dre multipliziet und von der maximaden Absorpti-
on abgezogen wird. Diese Berechnungsart wird as 3s-Definition bezeichnet (Niessner, 1994;
Bruun et al., 2000).

Die Konzentrationshestimmung unbekannter Muschelproben efolgte mittels der sgmoiden
Auggleichskurve und mit der B/Bo-Kurve. Durch Verdinnung bzw. Aufstockung der Proben
wurde versucht, Werte mdglichst nahe des Testmittel punktes zu erhalten.

2.2.7 Begtimmung von Kreuzregktivitéten

Unter Kreuzresktivitdt (KR) verseht man die Fahigkeit eines Antikorpers, mit anderen, dem
Hapten srukturdl dhnlichen Molekilen zu reegieren. Je dhnlicher die kreuzreagierende Sub-
danz dem Andyten ist, desto besser wird se von dem Antikérper gebunden. Die KR wurde
fur anti-DO pAk und dem mAK 4D1D besimmt. Hierfir wurden Standardreihen (0-10.000
pgl) mit Domoin-, Kanin-, Asparagin-, Glutamin-, Geranyl- und 2-Methyl-3-butensiure
angesetzt und im ELISA (Kap. 2.2.5) getestet (Abb. 8).
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Abbildung 8: Strukturen der zum Kreuzreaktivitétstest eingesetzten Verbindungen

Anschliel?end wurden die Tesmittelpunkte (50 % B/By) der Standardreihen ermittelt und fol-

gendermal3en in Beziehung gesetzt:

% KR=L11« 100
[K]

wobei  [H] = Konzentration des Anayten bei 50 % B/Bg
[K] = Konzentration des kreuzreagierenden Andyten bel 50 % B/Bg

Die Resktion der Antikdrper mit DO wurde mit 100 % festgelegt. Alle genannten Verbindun+
gen wurden dazu in Reation gesatzt. Der reziproke Wert der oben aufgefihrten Gleichung
wurde von Johnston und Eisen (1976) as Sdektivitét eines Ak eingefihrt.
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Es ig efordelich, die Querempfindlichkeit eines AK zu kennen, da kreuzreagierende Sub-
ganzen zu Verfalschungen im Testergebnis fihren konnen.

2.2.8 Probenmessung

Zur Probenmessung wurden exponierte und nicht exponierte Miesmuschen (Mytilus edulis)
und Teichmuschen (Anadonta cygnea) herangezogen. Die Muscheln wurde freundlicherwe-
se von Prof. P.-D. Hansen und Dr. H. Dizer, TU Berlin, kultiviert. Zur Expodtion wurden die
Muschen mit 1 pg DO/g Muschenasskorpergewicht (inklusve Schale) dreimd in Intervallen
von 12 h injiziert. Nach jeder Injektion wurden die Muscheln zuerst 20 min be 15 °C in der
Luftatmosphére gelassen, um die Diffuson der injizieten Lésung in das Gewebe zu optimie-
ren. Nach dremadiger Injektion von DO wurden die Gewebearten Kiemen, Hepatopankreas,
Mantd, Gonaden und hinterer Schliefdmuskd getrennt prépariert, gewogen in flissgen Stick-
dtoff schockgefroren und zur Analyse im EIA verschickt.

Um ausreichend Muschelgewebe zu bedtzen, wurden lebende Miesmuschen (Mytilus edulis)
von der Biologischen Angtalt Helgoland bezogen.

Desweiteren wurden drei bereits homogenisiete Miesmuschelproben aus der Nordsee von

Prof. Lukas aus Jena bezogen und im ELISA gemessen.

2.2.8.1 Probenaufbereitung

Die aus Helgoland bezogenen Muscheln wurden aus dem Wasser entnommen und fir ca 20
min an der Luft getrocknet. Anschlief?end wurde das Muschelgewebe prépariert. Die Extrak-
tion von DO aus dem Muschegewebe efolgte andog der Methode nach Quilliam et al..
(1998). Hierfur wurden 1 g des Muschelgewebes mit 4 ml eines Gemisches aus Metha
nol/Wasser (50 %/50 %) fur 10 min mit enem Sonikator auf Eis homogenisert.

Das Homogenat wurde bei 5000 x g fur 10 min bel 3°C zentrifugiert und der Uberstand mit
einer 045 pum Filtereinheit filtriet. Der Uberstand wurde in Reaktionsgefale Uberfihrt, ent-
weder bei 80 °C gelagert oder fir eine Messung im ELISA welter behanddt. Die Muschel-
proben aus Jena wurden analog der oben beschriebenen Methode extrahiert. Die Extraktion
der aus Berlin bezogenen Muschelgewebeproben efolgte in dhnlicher Weise, aber unabhan-
0ig vom Gewebegewicht mit 1,5 ml Methanol/Wasser (50%/50%).
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2.2.8.2 Methanol-Kompatibilitat des mAk 4D1D

Zur Probenmessung mit ELISA wurde der monoklonae Antikorper 4D1D verwendet. Da DO
mit Methanol aus dem Muschdgewebe extrahiet wurde, musste die Methanoltoleranz des
mAK 4D1D festgestellt werden. Um die niedrigste Extraktverdiinnung, be der keine Matrix-
effekte mehr auftraten, herauszufinden, wurde ein ELISA mit unterschiedlichen Extraktver-
dinnungen durchgefihrt. Hierfir wurden Standardrethen von DO in PBS, in 50 % Methe-
nol/Wasser, in 25 % Methanol/Wasser und in 125 % Methanol/Wasser erstdlt und wie unter
Punkt 2.2.5 beschrieben im ELISA appliziert.

2.2.8.3 Wiederfindungsraten von DO im ELISA

Um die Wiedeafindunggraten von Domoinsaure zu bestimmen, wurde 1g Muschegewebe mit
20 pg DO (Grenzwert WHO) und 10 pg DO (haber Grenzwert WHO) dotiert. Anschlief3end
efolgte die oben beschriebene Extraktion. Um Matrixeffekte zu detektieren, wurde ds Ko
trolle eine Probe ohne DO pardld extrahiert. Die Extrakte wurden 1:100 und 1:200 mit PBS
verdinnt. Die Messung der Proben efolgte in Triplikaten mit dem entwicketen kompetitiven
ABC-ELISA.

2.2.8.4 Probenaufstockung

Real-Proben bzw. Gewebeproben von exponierten Muscheln wurden bel Bedarf mit 40 pg
DO pro g Muschelgewebe aufgestockt. Nach der Extraktion wurden die Proben 1:4 mit PBS
verdinnt und neben den nicht aufgestockten Proben in Triplikaten im ABC-ELISA gemessen
(dehe Punkt 2.2.5). Die Gegenmessung der Redproben efolgte an der Universté Jena mit-
telsHPLC.
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2.2.9 Mesungim BlAcore

2.29.1 Grundlagen

81 Jahre nach der Entdeckung des Effektes der Oberfléchenplasmonenresonanz (Surface
Plasmon Resonance, SPR) durch Wood (1902) wurde 1983 ersmalig von Liedberg et al.
(1983) vorgeschlagen, das Phdnomen zu verwenden, um ene sensorisch aktive Oberflache zu
erzeugen. Der SPR-Aufbau gedtattete die Analyse von Gasen, die mit der Oberflache wech
sdwirkten. Pharmacia (Uppsala, Schweden) vertreibt ads Marktfihrer und erster Anbieter sait
1990 das BlAcore-Gerédt (Lofés und Johnnson, 1990), das zur Untersuchung und Charakteri-
derung von Affinitédsresktionen wetverbreitete Anwendung fand (Mamaquis, 1993; Man et
al., 1994).

Grundprinzip dler SPR-Sensoren ist das Phénomen der optischen Schwingungsanregung von
Elektronen in @nem dinnen Medlfilm (Kretzschmann und Reether, 1968). Die durch Wech
sewirkung mit Photonen entstandenen Schwingungen, sog. Polaritone oder Plasmone, breten
gch Uber einige Mikrometer wellenformig in der Metdlschicht aus (Lawrence et al., 1992).
Vergleichbar den durch Totdreflexion gefihrten Wellen bel Gitterkopplern sind die Schwin-
gungen verbunden mit eénem evaneszenten Feld, das Uber die Phasengrenze in die Umgebung
hineinreicht. Wechsdwirkungen von Molekilen mit dem evaneszenten Feld kodnnen hochsen
Stiv detektiert werden.

Der SPR-Effekt tritt bei Verwendung von ca. 50 nm dinnen Metdlschichten auf (z. B. Ag,
Au, Al, PY), wobe haufig Goldschichten wegem gute Kopplungsaigenschaften zum Einsatz
kommen. Uber ein Prisma, das von der Riicksdite des Chips gegen ein Glassubstrat driickt,
wird monochromatisches Licht engestrahlt und das Winkdspektrum des reflektierten Lichts
Uber eine CCD-Zele (charge coupled device) ausgeesen (Abb. 9). Da Licht einer bestimmten
Wedlenldnge und eines besimmten Eingrahlwinkes zur Anregung des SPR-Effektes absor-
biert wird, erscheint in der Reflexion en Intengté&sminimum. Kommt es nun auf der Gold-
oberflache zu geringen Anderungen der Massebeladung, z. B. durch Anlagerung von Prote-
nen, s0 wechsdwirken diese Molekile mit dem eektromagnetischen evaneszierenden Feld.
Ergebnis diessr Wechsdwirkung ist eine detektierbare Veranderung des Intensitéisminimums

im Reflexionswinke spektrum, die mit der Massezunahme korreliert.



Materia und Methoden 56

Eingestrahltes,
polarisiertes Licht

Optische Detektionseinheit

Glasoberfliche

Goldfilm
Polvdextranmatrix

FlieBrichtung

4 OVA-DO Konjugat 4 Freie Domoinsiure

T Monoklonaler Antikorper 4D1D

Abbildung 9: Schematischer Aufbau eines SPR-Systems

Das BlAcore gibt das Sensorsgnd in Resonance Units (RU) an, wobel 1000 RU ener Anla-
gerung von 1 ng/mny? Protein entspricht (Stenberg et al., 1991; Fagerstam et al., 1992). 1000
RU entsprechen ebenfdls ener Ablenkung des Reflexionswinkels (s Abb. 9: weil3er Pfel)
von 0.1°. Dargestelt werden die Daen in einem Diagramm mit Ordinate [RU] und Abszisse
[z&t].

2.2.9.2 Messablauf

Fur die Versuche wurden CM5-Sensorchips benutzt, welche mit vier Hiedzdlen ausgedtattet
snd. Jene besitzen auf der Goldoberflache (Dicke ca. 50 nm) eine Dextranmeatrix (Hydroge),
die carboxymethyliert ist. Das Uber Thiolgruppen an das Gold gekoppelte Hydrogd bestand
aus linearen, hydrophilen Dextranmolekiilen, die eine Schichtdicke von ca 100 nm ausmach
ten. Carboxylgruppen, deren pK,-Wert be 4 liegt, waren bel neutralem pH der verwendeten
Laufpuffer vollsandig ionidert, so dass die AbstolRungskréfte der Matrixmoleklle stark wa-
ren.

Die Software BlAcore-Control ermiglichte eine gezidte Steuerung der Temperaur in der
Hielizdle (20 °C) und der Hief¥ate, die in der Rege zwischen 1-10 pl/ min variierte. Nach
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dem Einbau des Sensorchips wurde das Hielssystem fir ca. 7 min mit entgastem HBS-Puffer
gesplilt. Ein anschlief¥ender Messzyklus erfolgte nach dem folgenden Schema:

5 min Spllen der Oberflache mit HBS-Puffer zum Erhdt ener Grundlinie.

Aktivierung der Oberflache mit EDC/NHS (35 pl, 50 % Mischung, 5 pl/min).

Spilen der Oberfléiche und des Schlauchsystems mit HBS-Puffer zur Entfernung un-
spezifisch gebundener Bestandttelle fir 2—10 min.

Injektion von Coatingkonjugat OVA-DO (150 pg/ml, 35 pl, 5 pli/min), ds Referenz
wurde eine FHielizelle mit OVA vorgecoatet.

Blockierung der Sensoroberfliche mit 1 M Ethanolamin-Losung, pH 8,5, um nicht e
agierte, aktive Egter abzusdttigen (35 pl, 5 pl/min).

Injektion von 150 pul mAK 4D1D (10 nM, 10 pl/min). Im Fdle eines kompetitiven
Assays wurde DO in Konzentrationen von 5000 pg/l, 50 pg/l, 5 pgl, 25 pgl, 1 pgl,
05 pg/l, 001 pgl hinzugeflgt. Fir Kreuzresktivitéisstudien wurde zusétzlich zu Do-
moinsdure noch Glutamin-, Asparagin- und Kaninsdure in Konzentrationen von 5000
Mg/l verwendet.

Regenerierung der Sensoroberflache durch 3 min Spiilen mit SDS 0.2 % HCl 10 mM

Spilen der Oberflache und des Schlauchsystems mit HBS-Puffer fir 2-10 min, um
den Sensorchip fir eine erneute Probenaufnahme bereitzustellen.

Die Aktivierung der Obefléche efolgte fir 7 min ba RT mit einer Mischung aus 50 mM
NHS und 200 mM EDC. Nach ener Spulung mit HBS-Puffer erfolgte die Kopplung des Li-
ganden Uber dessen Aminofunktionen in 10 mM Natrium-Acetatpuffer (pH 4.5) durch de-
benminitige Inkubation und anschlief?endem wiederholtem Spillen. Um nicht reagierte, aktive
Egter abzusittigen, wurde die Sensoroberfléche fir 7 min mit einer 1 M Ethanolamin-Lésung,
pH 8.5, inkubiert.
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Die Berechnung der Assoziations- und Dissoziationskongtanten erfolgte mit der BioEvauati-
on software. Um ungpezifische Bindungen zu diminieren, wurde das Referenzsensogramm

jewells von den anderen 3 Sensogrammen subtrahiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Konjugatsynthese und Charakteriserung

Be der Gewinnung monoklonder Antikdrper zum Nachwels von Domoinsiure deht an erster
Sdle die Synthese von Immun- bzw. Beschichtungskonjugaten, d.h. die kovalente Kopplung
von DO an en immunogenes Trégerprotein. Die Kopplung an ein Trégerprotein ist von im-
mensr Bedeutung, da Subgtanzen mit einem Molekulargewicht kleiner 1000 Da wie DO
(311,3 Da) nicht immunogen wirken. Weiterhin hat free Domoinsiure eine LDsp von ca 3
mg/kg Korpergewicht und kénnte bereits aufgrund ihrer Toxizitdt nicht ohne Kopplung appli-
Ziet werden. Zur Synthese von DO- Immunkonjugaten wurde das Hapten an Hamocyanin
(KLH) gekoppet. Dabe handdt es sich um ein Napfschneckenprotein, das aufgrund seiner
Grole von 3,9%10°-1,3*10" Da und seiner Verschiedenheit von Saugerproteinen sehr immu
nogen wirkt. Fir die Synthese von Beschichtungskonjugaten wurde DO an OVA gekoppelt.
In beiden Falen wurde mit Carbodiimid gekoppdt. Die genauen Syntheseschritte sind unter
Kap. 2.2.1. beschrieben. Da es sich bei DO um ene Tricarbonsdure handdt, kann davon aus-
gegangen werden, dass dle drel Carboxylgruppen durch Carbodiimide zu aktiven Estern um-
gestzt werden. Be den Immun- und Beschichtungskonjugaten handdt es sch folglich um
»Mischkonjugate* unterschiedlicher Kopplungsvarianten.

Die Protenkonzentration der Immun- und Coatkonjugate wurde mittels eines BCA-Testes
besimmt. Die Kenntnis des Proteingehdtes ist fir den Einsaiz des Beschichtungskonjugates
im ELISA bzw. des Immunkonjugates zur Immuniserung wichtig. Tab. 5 zeigt die Protein

konzentration der einzelnen Konjugate:

Tabdle 5: Konzentration der Immun- und Beschichtungskonjugate

Konjugat Konzentration [mg/m]
(Kopplungsrate)

KLH-DO 0,6
OVA-DO (1:18) 1

OVA-DO (1.3) 2,6
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Zur Charakteriserung der Konjugate in Bezug auf die kovadente Anbindung von DO an die
Trégerproteine und zur Besimmung des Konjugaionsverhdtnissses dienten MALDI-TOF-
Messungen. Da nur Proteine bis zu einer MolekllgroRe von ca. 1000 kDa mit MALDI-TOF
gemessen werden konnen, konnte nur der Kopplungserfolg des OVA-Konjugates Uberpriift
werden.

Anfangs wurde mit einem 72 molaren DO-Uberschuss an OVA gekoppelt. Der OVA-Peak
mit einem Molekulargewicht von 44629 Da vergrof¥arte sch bem OVA-DO Konjugat auf
50232 Da, was bedeutet, dass pro mol OVA ca. 18 mol DO Molekille kovaent gebunden te-
ben. Somit konnte von enem maximaen Kopplungsverhdtnis an OVA ausgegangen werden,
da OVA nur ca. 18-20 frele und damit koppelbare Lysinreste enthdt. Da die Konjugation mit
KLH andog efolgte, konnte auch hier von enem Kopplungsarfolg ausgegangen werden. Die
Kopplungsrate sollte aber aufgrund der GrofRe des Molekils wesentlich grof3er sein. Durch
schnittliche Haptendichten zwischen 700 und 1000 (Rittenberg und Amkraut, 1966) snd be
KLH-Konjugaten zu verzeichnen.

FUr den Einsatz der Beschichtungskonjugate im ELISA wurden Beschichtungskonjugate mit
geringerem Kopplungsverhdtnis hergestelt. Es wurde eine erneute Synthese mit ener 24fach
geringeren DO-Menge durchgefiihrt. Abbildung 10 zeigt die mit MALDI-TOF ermittelten
Massenspektren von OVA und OVA-DO. Fir OVA konnte eine Masse von 44912 Da ermit-
telt werden, wahrendessen fir das OVA-DO-Konjugat eine Masse von 45844 Da detektiert
werden konnte. Somit koppelten 3 mol DO-Molekile pro mol OVA.
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3.2 Polyklonale Antikorper

3.21 Immuniserung und Serumgewinnung

Ein Kaninchen wurde mit KLH-DO immunisert. Die Blutdbnehme efolgte 7 und 14 Tage
nach jeder Boogsterimmuniserung. Gewonnen wurden pro Blutabnahme ca 20-30 ml Blut,
was ca. 10-15 ml Antiserum entgprach. Das erste Serum konnte nach ca. 6 Wochen gewonnen
werden. Ein erstes Screeningverfahren zur Suche nach Antikorpern war die zweidimensionde
Titerbestimmung. Damit konnte die klensge Konzentration an Beschichtungskonjugat und
hochste Verdinnung an Antissrum festgestellt werden, bei der die Absorption bel 450 nm
ungefar 1 ergibt. Wie in Abbildung 11 zu erkennen is, war dies der Fdl be 5 pg/ml OVA-
DO und 1:120.000 Antiserumverdinnung. Im néchsten Schritt wurde das Serum mittels eines
kompetitiven ELISA (Kapitd 2.2.4) auf spezifische Ak getetet. Hierzu wurden je 100 pl DO-
Standards und 100 pl Antiserum in mit OVA-DO vorgecoateten Plaiten inkubiert. Die DO-
Sandardreihe reichte von 0-100 pg/ml DO, das Antissum wurde, wie in der 2-
dimensonden Titerbestimmung festgestdlt, in ener Verdinnung, von 1:120.000 eingesetzt.
Abb. 12 zeigt enen kompetitiven ELISA mit dem Antissum KDO 1/1. Mit zunehmender
DO-Konzentration konnte zwar eine Verdrangung von Antikorpern verzeichnet werden, die
Nachweisgrenze mit ca. 1,18 pg/ml war jedoch noch sehr hoch. Somit wurde die Immunisie-
rung fortgefihrt. Jedes weitere gewonnene Serum wurde wie oben beschrieben mit ener
zweidimensonden Titerbestimmung und mit einem kompetitiven ELISA getedtet.
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Abhildung 11: Checkerboardtitration des polyklonden Antikdrpers KDO 1/1
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Abbildung 12: Kompetitiver ELISA des polyklonalen Antikorpers KDO 1/1
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3.2.2 DO-Enzymimmunoassay mit polyklonalen Antikdrpern

3.2.2.1 Entwicklung eines Sandard-ELISA

14 Wochen nach der 1. Immuniserung konnte bel dem Kaninchen ein hoher AntikOrpertiter
festgestellt werden. Es wurden in 2 Blutabnahmen (5. und 6. Blutabnahme) jewells etwa 15
ml Antissum gewonnen. Die Antikorper der Seren erwiesen sch als recht senstiv. Das Se-
rum wurde im ELISA 1:1.500 verdinnt und mit DO—Standards (0100 pg/ml) inkubiert. Der
Assay wurde wie unter Kaptitel 2.2.4 beschrieben durchgefiihrt. Es wurden verschiedene Blo-
ckierungamittel untersucht, von dem sch 3 % Magermilchpulver ds das Beste erwies. Die
Nachweggrenze flr den nicht optimierten Test lag bel ca 5 pg/l, der Testmittelpunkt bel ca
100 pg/l. Es wurden sehr geringe Standardabweichungen erreicht, welche im Durchschnitt
avischen 1 und 6 % der Absorptionswerte lagen. Die Abbildung 13 zeigt eine DO-
Standardkurve mit dem Serum KDO 1/5.
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Abbildung 13: Kompetitiver ELISA des polyklonden Antikérpers KDO 1/5
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3.2.2.2 DO-Enzymimmunoassay mit Amplifizerungssystem

Eine Verbesserung der Sengtivitét des DO-ELISA eardchte man mit eénem Amplifizierungs-
sydem, dem sogenannten ABC-Sysem. Hierbe wird en biotinylierter Sekundarantikorper
verwendet, der an die polyklonaen KaninchenAk binden kann. Anschliellend efolgte die
Zugabe enes Streptavidin-POD-Komplexes. Somit  konnten im  Verglech zum POD-
markierten Sekundéarantikorper mehr POD Molekile immobilisert werden. Leider gab es bel
Vewendung des Amplifizierungsystems gets ein hohes Hintergrundrauschen. Dieses Prob-
lem konnte durch Inkubation des biotinylierten Sekundérantikdrpers und des Streptavidin-
POD-Komplexes in 1% BSA-PBS-L6sung behoben werden. Durch den Einsatiz des ABC-
Ampilfizierungssysems konnte die Nachweisgrenze von 5 pg/l auf 08 pg/l verbessert wer-
den (Abb. 14). Der Testmittelpunkt lag bel diesem System bel ca. 15 ug/l.
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Abbildung 14: ABC-ELISA mit polyklonden Antikérpers KDO 1/5
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3.2.3 Bedimmung von Kreuzresktivitéten

Die Sdektivitdt eines Antissrums gibt Auskunft Uber die Bindung anderer Anayten neben
DO. Gewunscht i eine hohe sdektive Erkennung von DO. Deshdb wurde mit dem opti-
mierten Assay ein Kreuzresktivitétstest durchgefihrt. Standards (0-10.000 pg/l) von struktu-
rel der Domoinsture dhnlichen Subgstanzen wie Kainin-, Glutamin, Asparagin-, Geranyl- und
2-Methyl-3-Butensdure, wurden hierfir hergestelt und mit dem Antissum KDO 1/5 im
ELISA inkubiert. Die weiteren ELISA-Schritte snd unter Kapitd 225 beschrieben. Es
konnte festgestellt werden, dass keine der oben aufgefiihrten Substanzen im  untersuchten
Konzentrationsbereich die pAk verdrangen konnte (Abb. 15). Es standen somit hoch sengti-
ve Ak zur Verfligung.
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Abbildung 15: Kreuzresktivitdten des polyklonaen Antikdrpers KDO 1/5
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Red probenmessungen wurden mit den pAk nicht durchgefiihrt, da das Zid die Entwicklung
monoklonder Antikorper und deren Einsatz zur Redprobenmessung war. Polyklonde Anti-
korper wurden entwickelt, um die mit Biosensoren arbeitenden Projektpartner wéahrend der
Entwicklung von monoklonden Antikdrpern bereits mit ausreichenden Mengen an Antikér-
pern versorgen zu koénnen. Ferner eigneten Sch diese aufgrund der grofen Volumina an At
tiserum hervorragend dazu, Screeningverfahren fir mAKk zu entwicken.

3.3 Entwicklung von monoklonalen Antikdr pern gegen Domoinsiure

3.3.1 Immuniserung von Méausen mit KLH-DO

Insgesamt wurden 12 Mause mit KLH-DO immunisert. Es wurden immer eine Gruppe von
3-4 Tieren mit dem glechen Konjugat immuniset, da sdbst innerhdb ener genetisch ho-
mogenen Versuchdiergruppe die Immunantwort auf en injizietes Konjugat recht unter-
schiedlich asfdlen kann. Der Erfolg der Immuniserung wurde @ der 2. Immuniserung in
den Maussren mit einem zwedimensonden Titetes und anschlieffendem  kompetitiven
ELISA Uberprift (Kap. 2.2.4). Zuerst wurde mit der zweidimensonden Titerbestimmung die
kleinste Konzentration an Coakonjugat und hochste Verdinnung an Antiserum festgestellt,
be der noch ausreichende Absorptionen zu erreichen waren. Abbildung 16 zeigt beispidhaft
die zwedimendonden Titebetimmung enes polyklonden Serums ener  immuniderten
Maus. Fir einen anschlieRenden ELISA wurden die Platen folglich mit 1 pg/ml OVA-DO
vorgecoatet. Das Serum wurde 1:30.000 verdinnt und zusammen mit DO-Standards auf der
Matte inkubiert. Zur Detektion der belegten Bindungsstdllen wurde ein POD-markierter
Zg<ms>lgG Sekundérantikorper in ener Verdinnung von 1:20000 eingesetzt (Abb. 17). Die
angegebenen Werte beziehen dch auf Seren, denen die letzte Blutabnahme vor der Fusion
zugrunde liegt.
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Abbildung 16: Checkerboardtitration des polyklonaen Mausantiserums M9
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Abbildung 17: Kompstitiver ELISA mit polyklonalen Mausantiseren
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Alle mit KLH-DO immuniserten Mause wiesen spezifische Antikorper in ihren Serum auf.
Wie in Abbildung 17 zu erkennen ig, unterlagen die Seren innerhdb ener Tiergruppe oft
groflien Schwankungen in der Immunantwort. So konnte z.B. mit den Seren der Méuse 9 und
10 ene Nachweisggrenze von ca 90 pg/l mit eénem Tesmittelpunkt von ungefédhr 200 g/l
ereicht werden. Das Serum der Maus 11 zeigte dagegen keine Immunantwort (Abb. 17). Bel
manchen Tieren waren deutliche Resktionen im Serum ed nach der 5 Immuniserung zu
verzeichnen. In Abbildung 18 ist der Andieg des Antikorpertiters wéhrend enes Immunise-
rungsverlaufs innerhdb einer Mausecharge schematisch dargestellt. Dabel wurden  Seren
aénes enzdnen Tiees warend der Immuniserung mit einem nicht kompetitiven ELISA
miteinander verglichen. Die Seren wurden 1:30000 verdinnt und auf den mit OVA-DO vor-
gecoateten Platten inkubiert. Es snd deutlich die unterschiedlichen Resktionen der Immun-
antworten der einzelnen Mause auf KLH-DO zu erkennen. Dies spiegdt sch in unterschied-
lichen Antikorpertitern wider. Zur Fusionierung kamen nur Tiere in Frage, die sowohl einen

hohen Antikorpertiter d's auch eine gute Verdrangung von DO aufwiesen.
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Abbildung 18: Titerangtieg von Mausantiseren wahrend einer Immunisierungsphase
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3.3.2 Zdlfuson

IgG produzierende Lymphozyten aus der Mausemilz snd in der Zdlkultur nicht Gberlebens-
féhig. Deshdb werden se mit Permanentlinien von Maus-Mydomen fusoniet. Es wurden
insgesamt 7 Fusonen durchgefiihrt. Um die Anzahl spezifischer B-Zdlen und damit die Fu-
sonsausheute zu erhdhen, erfolgte vier Tage vor der Fuson taglich eine Boosterung mit 400
pg Konjugat. Als Fusonsmittd wurde PEG 1500 eingeseizt, welches auf eine hohe Fusorns-
effizienz getestet (Boehringer Mannheim, Herstellerangabe) wurde. Nach der Fuson wurden
ca 50 % auf 96er Zdlkulturplatten ausgesit, wahrend die restliche Fuson fir eine spéere
Verwendung eingefroren wurde. Mit PEG 1500 waren im Durchschnitt ca. 80 % dler Kavi-
tdten mit Hybridomzdlen bewachsen. Der ersde Mediumswechsd wurde mit Beginn der
HAZ-Sdektion durchgefiihrt. Eine Bestimmung wachsender Klone entfid, da diese vor dem
ersen Mediumswechsd efolgen misste, um Scher zu gehen, dass keine Klone durchwirbelt
werden. Eine Unterscheidung von Mydom und Hybridomzellen it aul3erdem vor der HAZ-
Sdektion nur schwer moglich. Somit ware die Anzahl von wachsenden Klone zu hoch ange-
stzt, was zu fdschen Fusongaten fuhrt. Vid interessanter erscheint die Bestimmung der
Anzahl von Klonen, die eine Affinitdt zum Hapten aufweisen (s. Kap. 3.3.3).

3.3.3 Screening der Zd lkulturibersténde

Das Screening der Zdlkulturiberstande auf das Vorhandensain spezifischer Antikorper er-
folgte nach der HAZ-Sdlektion (ca 14 Tage nach der Aussaat). Somit konnte ausgeschlossen
werden, dass nicht fusionierte B-Lymphozyten noch am Leben waren. Diese sind ebenso in
der Lage, spezifische Ak zu produzieren und somit ein pogtives Sgnd im EIA zu erzeugen.
Als Sreeningassay wurde der unter Kapitel 2.2.3 beschriebene EIA durchgefuhrt. Um bei der
begrenzten Menge an ZKU (ca. 200 pl/Kavité) vid Information aus dem Test zu gewinnen,
wird neben der Bindung des Antikorpers an das Antigen OVA-DO (PBS-Puffer-Kontrolle)
auch die Verdrangung der Ak mit freier Domoinsdure (10000 pg/l DO) untersucht. Mit dem
Assay konnten nach jeder Fuson postive Kavitéen auf den Platen identifiziet werden. Die
Kavitéten 21/6 4D, 21/6 7D, 21/3 9B zeigten im Screening eine Verdrangung von freier Do-
moinséure von 40 - 90 % (Abb.19).
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Abbildung 19: Screening verschiedener Zd lkulturiiberstdnde

Die Anzahl der Klone mit stabiler Antikorperproduktion nahm aber kontinuierlich wéhrend
des Screenings &b. Oftmas ddlen Hyridomlinien die Ak-Produktion nach eniger Zeit en
bzw. sehr schwach wachsende Linien sterben ab. Im Fdle, dass die Antikorperproduktion
ener Hybridomlinie Uber Wochen anhdt, kann von ener dtabilen Hybridomlinie gesprochen
werden. Das Screeningverfahren wurde 6-8 ma wiederholt. Postive Kavitéten wurden durch
Einzdzdlablage und mittdds der ,Limiting Dilution Method“ kloniert. Deren Kavitdten wur-
den wiederum mit dem Screeningassay mindestens 4 ma Uberprift. Pogtive Einzelklone
wurden weitervermehrt, indem de sowohl rekloniert ds auch in grofere Zdlkulturgefde
umgesetzt wurden. Wenn maglich, wurden immer enige Aliquots kryokonsarviert. Im Fol-
genden wird eine Fusion néher besprochen.

Hier zeigten acht Kavitdten von 576 Zdlkulturibersténden eine positive Bindung an das
Coatkonjugat (1,3%). Deutliche Verdrangung von DO zeigten davon 4 Kavitéen (0,7%).
Insgesamt konnten von Sieben durchgefiihrten Fusionen drei stabile Klone isoliert werden.
Diese anscheinend geringe Anzahl von Klonen igt durch folgende Faktoren bedingt. Neben
der haufig vorkommenden Eingdlung der Antikorperproduktion von Hybridomlinien kom-
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ten oft Hybridomlinien mit einer unzureichenden Affinitét gegenliber Domoinsiure festge-
gelt werden. Die Ak jener Linien konnten sehr gut an das Coatkonjugat OVA-DO binden,
lieffen sich aber nicht oder nur sehr schlecht durch freile DO verdrangen. Solche Antikorper
snd gegen antigene Determinanten gerichtet, die nur das Coatkonjugat aufwelst und sind
somit fur die Entwicklung eines anti-DO ELISA ungesignet.

Nach zweimdiger Klonierung mittds Einzdzdlablage und der ,Limiting Dilution Method"
konnten drel Hybridomklone isoliert werden, welche die monoklonaden Antikorper 4D1D,
7D6C und 9B10D produzierten. Die Einzelzelablage war der ,Limiting Dilution Method"
vorzuziehen, da man mit diesr mehr EinzdzdlenWKavitét eziden konnte. Die Klone wur-
den auf groRere Zdlkulturplatten Ubertragen, so dass groRere Mengen an ZKU gewonnen
werden konnten.

3.4 Entwicklung enes Enzymimmunoassays zum Nachweis von Domoinsiure

Mit den Zdlkulturibersténden von den Klonen 7D6C, 9B10D und 4D1D wurden daraufhin
indirekte kompetitive ELISA durchgefiihrt, um die Sengtivité gegeniber den Andyten zu
ermitteln. Nach jeder Zdlkulturiberstandsernte musste die fir den EIA optimde ZKU-
Vedinnung mittedls ener zwedimensonden Titerbestimmung ermneut ermittdt werden. Zur
Duchfiihrung enes indirekt kompstitiven ELISAs wurden 100 pl DO-Standards (0-10.000
pg/l) und 100 pl mit PBS verdinnter Zelkulturtiberstand (1:10.000-1:25.000) auf der Platte
inkubiert. Dabel ergaben sich Nachweisgrenzen von 45 pg/l fur mAk 7D6C, 25 pg/l fur mAKk
9B10D und 20 pg/l fur mAk 4D1D (Abbildungen 20-22).
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Abbildung 20: Kompetitiver ELISA mit ZKU 7D6C
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Abbildung 21: Kompetitiver ELISA mit ZKU 9B10D
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Abbildung 22: Kompetitiver ELISA mit ZKU 4D1D

3.4.1 Begimmung der Immunglobulinsubklasse

Die Bestimmung der Immunglobulinsubklesse der dra iOlieten spezifischen Zdllinien er-
folgte mit enem Sandwich-ELISA mit subklassenspezifischen Sekundérantikorpern. Es wur-
de zusdizlich zur Subklasse die Art der Lechtkette (k oder |) bestimmt. Die drei Klone

7D6C, 9B10D und 4D1D gehérten zur 1gG; - Subklasse mit k- L eichtketten.

3.4.2 Massenproduktion monoklonaer Antikorper

Zur Massenproduktion wurde nur der Klon 4D1D herangezogen, da dieser das beste Wachs-
tum und die grol¥e Sengtivitét gegenlber Domoinsaure zeigte und somit fir eine Proben
messung am gedignetden schien. Die Kultur von Hybridomen erfolgte Ublicheweise im se-
rumhdtigen Medium, um en optimades Wachdum auch in kritischen Phasen wie z.B. nach
der Fuson zu gewdhleigen. Vor der Massenvermehrung von mAK wurden die Hybridoma:
linien jedoch auf srumfreies Kulturmedium umgedtdlt. Dadurch konnten die mAKk leichter
aufgereinigt werden, da schwer entfernbare Kontaminationen mit Rinder-1gG, welche in se-
rumhaltigen Medium vorkommen, verhindet wurden. Die Umddlung auf serumfrées Me-



Ergebnise 75

dium efolgte durch schrittweise Reduktion des serumhdtigen Normamediums. Aufgrund
des geringen Proteingehdtes des SFM zeigten die Zdlen en veringetes adhérentes Wachs
tum und blieben in Suspenson. Nach jeden Mediumswvechsd musste somit ein Zentrifugeti-
onsschritt erfolgen. Die Umgedlung war fir den Klon 4D1D unproblematisch. Die Massen
produktion erfolgte im Biofermenter Miniperm (Vivascience) und im Biofermenter CL 350
(Integra). Dafir wurde das Produktionsmodul der beiden Fermentersysteme wie unter Kapi-
te 2.2.3.7 beschrieben mit 1-4*10° Zdlewml beimpft, die Versorgungsmodule mit der ent-
sprechenden Menge an SFM-Medium aufgeflillt und im Brutschrank inkubiert. Mediums-
wechsd efolgte je nach Wachstum der Zelen dle 2-6 Tage. Dabel wurden die Zdlzahl und
die 1gG-Menge bestimmt. Die Abbildungen 23 und 24 zeigen die Zdlzahlen und das akku
mulierte 1gG, die in den unterschiedlichen Sydemen gewonnen wurden. Im  Biofermenter
CL350 konnten wahrend 35-tagiger Kulturzeit insgesamt 24 mg 1gG geerntet werden. Eine
durchschnittliche Zellzahl von 10° Zdlevml mit @ner maximaden Zellzahl von 32¢10° wur-
de bel diesen Sysem ereicht (Abb. 23). Im Biofermenter Miniperm wurden hingegen nach
ener Kulturzeit von 20 Tagen 60 mg 1gG geerntet. Dabel betrug die durchschnittliche Ieben
de Zdlzahl 7%10° Zelewml. Die maimde Zdlzehl bdief sich auf 10” Zelle/ml (Abb. 24).
Tab. 6 zegt enen Verglech der unterschiedlichen Kulturdeten der beiden Biofermenter-
syseme. Die Zdlkulturlbersténde wurden gesammet, ba —20 °C gdagert und anschliel}end

zusammen aufgereinigt.

Tabdle 6: Vergleich der Kulturdaten von MiniPerm und CL 350

MiniPerm Integra CL 350
Kulturzet 20 Tage 35 Tage
dur schnittliche Iebende Zéllan- 7*10° 10°
zahl [ml]
dur chschnittliche mAKk - 0,68 0,16
Konzentration [mg/ ml]
Gesamtzd lkultur Gber stand [ml] 89 150
Gesamt-1gG [mg] 60 24
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Abbildung 23: Massenproduktion des mAk 4D1D im Biofermenter CL 350
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Abbildung 24: Massenproduktion des mAk 4D1D im Biofermenter MiniPerm
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3.4.3 Renigung und Konzentrierung von Antikérpern

Zur Standardiserung der ELISA-Bedingungen war es notwendig, die gewonnenen Uberstan
de aufzureinigen. Dies geschah mittds enes affinitdtschromatographischen Vefaren unter
Nutzung von Proten A. Dieses Protein bestzt ene hohe Affinitde zum Fe-Tal von I1gG-
Molekilen. Eine Aufreinigung der serumhdtigen Uberstande Uber Protein A erfolgte nicht,
da enthatenes Rinder-IgG mit dem Maus IgG um die Bindungsstdlen des Affinitétdiganden
konkurriert. Oft werden dabel mehr ds 50% der Bindungskapazitét fur die Fremd-1gG-
Bindung genutzt. Da weiterhin ale gewonnenen Antikorper der Subklasse 1gG; angehdrten,
konnte das Rinder-1gG nicht sauber abgetrennt werden, da sch Rinder 1gG wie 1gG; berets
be pH 8 duieren lasst. Reine mAK sind hier nur aus serumfreéen ZKU zu gewinnen. Bei A
tikorpern der Subklassen 1gGza, 19Go, oder 1gGs lésst sich die Abtrennung hingegen durch
flhren, da diese st im pH-Bereich zwischen 3 und 6 duieren (Peters und Baumgarten,
1990).

Aufgrund der besseren Sengtivitdt wurde nur der mAk 4D1D in ssrumfreem Medium kulti-
viert. Die Aufreinigung efolgte mit Prossp A oder Protein A-Agarose wie unter Kapite
2239 Dbexhrieben. Abbildung 25 zeigt ene Elutionskurve der  dfinitéts
chromatogrgphischen Aufreinigung des mAk 4D1D in serumfrdem Medium. Nach Durch
lauf des Zdlkulturiberstandes war ein breiter Pesk aufgrund von nicht gebundenen Proteinen
festzugdlen. Nach einem Waschschritt erfolgte die Elution von den an Protein A gebunde-
nen mAk, welche an dem enzdnen scharfen Pesk zu erkennen id. Zur Reinigung der Saule
wurde die Saule abschlief¥end mit HCl, pH 1,5 gewaschen.

Die Reinheit des mAk 4D1D wurde nach der Umpufferung mittds SDS-PAGE bedimmt.
Abbildung 26 zeigt die eektrophoretische Auftrennung des mAk 4D1D. Die Auftrennung
efolgte unter nicht reduzierenden Bedingungen und zeigte, dass die Aufreinigung des mAKk
4D1D Uber Protein A-Affinitétschromatographie erfolgreich und ohne verunreinigende Pro-
teine abgeschlossen werden konnte. ES ist zu erkennen, dass die 4D1D-Bande bei ca. 155
kDa liegt. Neben der Bande wurde ein Marker aufgetragen.

Die aufgerenigten Antikorper wurden anschlief3end lyophilisert und bel -20 °C gelagert. Bel
Bedarf wurden sein PBS-Puffer resuspendiert.
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Abbildung 25: Photometrische Bestimmung des Proteingehdtes wéhrend der Aufreinigung
von ZKU aus serumfreiem Medium
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Abbildung 26: SDS-Gel des mAk 4D1D

3.5 Sandardiserung und Optimierung eines Enzymimmunoassay zum Nachwels von

Domoinsaur e mit monoklonalen Antikor pern

De mAk 4D1D zegte, wie berats ewdhnt, von dlen erhdtenen Zdllinien die beste Sengti-
vitd gegeniber Domoinsture. Somit wurde diessr AntikOrper benutzt, um en Testsystem
zum quditativen und quantitativen Nachwels von Domoinsiure zu entwicken. Tegtoptimie-
rung bedeutet in der Praxis u.a die Ermittlung der optimaen mAKk- und Sekundarantikorper-
konzentrationen, des optimaen Blockierungamittels und der besten Coatkonjugatkonzentrati-
on. Fir die Testoptimierung wurde deshalb nur aufgereinigter mAk verwendet, da sich ZKU
aufgrund des unterschiedlichen 1gG-Gehdtes nicht zur Tedtoptimierung egnen. Zur Vermei-
dung unspezifischer Bindungen wurden verschiedene Blockierungsmittel wie OVA, Geatine,
BSA und Magermilchpulver in unterschiedlichen Konzentrationen getestet. Zusétzlich wurde
der Test auch ohne Einsaiz enes Blockierungsmittels durchgefihrt. Um festzustellen, ob der
mAk nicht an das Blockierungsmittd bindet, wurden nicht vorgecoatete Reihen ebenfdls blo-
ckiet. Der Antikorper 4D1D interferierte mit keinem der Blockierungsmitte. Als optimaes
Blockierungsmittel, mit dem das niedrigde Hintergrundrauschen erzidt wurde, erwies sch 3
% Magermilchpulver. Nach ener folgenden 2-dimensonden Titerbetimmung gdlte sch
eine Beschichtungskojugetkonzentretion von 5 pg/ml, eine mAK-Verdinnung von 1:20.000
und eine Zg<ms>POD Verdinnung von 1:20.000 ds optima heraus. Abweichungen von die-
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sen angegebenen Werten flhrten zu  Sengtivitétsverlusen bzw. hoherem  Hintergrundrau-
schen. Die Nachweisgrenze konnte aber im Vergleich zu mit nicht aufgereinigten ZKU
durchgefihrten Versuchen nicht sgnifikant verbessert werden. Fir den Standard-EIA konnte
en Tedmittelpunkt von 100 pgl und ene Nachweisgrenze von 19 g/l ermittedt werden
(Abb. 27). Zur Steigerung der Sengtivitéd entschied man sch deshdb fir en EIA-
Amplifizierungssysem.

3.5.1 DO-ELISA mit Amplifizierungssysem

Zur Verbesserung der Senstivitét des Standard-ELISAs wurde ein ABC-System verwendet.
Dafir wird en bictinylieter Zg <ms> Sekundérantikorper eingesetzt, der an den spezifi-
schen mAk 4D1D binden kann. Anschlief3end wurde ein Streptavidin-Biotin-Komplex zuge-
geben. Auf diese Weise konnte im Vergleich zur Vewendung eines POD-markierten Sekun-
dérantikOrpers mehr Peroxidase an den Primé&rantikOrper gebunden werden. Dadurch konnte
folglich mehr Substrat durch POD umgesetzt werden. Abbildung 27 zeigt die Kdibrierkur-
ven des Standard-ELISA und des ABC-ELISAs. Durch den Einsatz des ABC-Systems ko
te die Nachweisgrenze von 19 pg/l auf 3,9 pg/l und der Testmittelpunkt von 100 pg/l auf 10
Mg/l verbessert werden. Zur Vermeidung von hohem Hintergrundrauschen musste der bioti-
nylierte Sekundérantikbrper und der Streptavidin-BiotinnKomplex in 1% BSA-PBS Loésung

inkubiert werden.
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Abbildung 27: Optimierter ABC- und Standard-ELISA mit mAk 4D1D

3.5.2 Bedimmung der Kreuzreaktivitédten des mAk 4D1D

Ein weteres Merkmd eines Antikorpers ist sein Kreuzresktionsmuster. Dabel wird die Bin-
dung des mAk mit dem Zidandyten und mit Andyten drukturdl dnlicher Substanzen am
Tegmittelpunkt (50 % B/Bo) verglichen. Hierfir wurde der mAk 4D1D mit Standards von
Domoin-, Kanin-, Glutamin, Aspaagin-, Geranyl- und 2-Methyl-3-Butensdure wie unter
Kapitd 2.2.7 beschrieben inkubiert. Abbildung 28 zeigt die Interaktion des mAk 4D1D mit
den eingesetzten Subgtanzen. Hierbel ist zu erkennen, dass dle Substanzen im untersuchten
Konzentrationsbereich keine Kreuzresktion mit dem mAk 4D1D zegten. Der entwickete
Antikorper 4D1D ist somit hochsdektiv fir Domoinsdure.
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Abbildung 28: Kreuzreaktivitéten desmAk 4D1D

3.6 Probenmessung

3.6.1 Methanol-Kompatibilitdt des mAk 4D1D

Da Domoinsture unter Verwendung eines 50 % Methanol-Wasser-Gemisches aus Muscheln
extrahiet wird, war es ndtig, die Methanolvertréglichkeit des mAk 4D1D zu Uberprifen.
Hierfir wurden Standardreihen von DO in PBS, in 50 % Methanol/Wasser, in 25 % Metha
nol/Wasser und in 125 % Methanol/Wasser ergtelt und, wie unter Punkt 2.2.8.2 beschrieben,
im ELISA gopliziet. Wie aus Abbildung 29 erschtlich i, trat bel einer Konzentration von
50 % Methanol/Wasser eine Verschlechterung der Nachweisgrenze von 4 pg/l auf 12 g/l
auf. Der Tesgmittedpunkt fid von 10 pgl audf 80 pgl. Ab ene Konzentration von 25 %
Methanol/Wasser konnten keine Matrixeffekte mehr festigestdlt werden und die mit PBS
eddlte Standardkurve glich nahezu der mit 25% Methanol/Wasser erdelten Standardkurve.
Somit war es fir eine Probenmessung notwendig, die extrahierten Proben mindestens 1:2 mit

PBS zu verdiinnen, um Matrixeffekte zu verme den.
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Abhbildung 29: Methanolkompeatibilitét des mAk 4D1D

3.6.2 Ermittlung von Wiederfindungsraten

Um die Wiedeafindungsaten von Domoinséure im EIA zu bestimmen, wurde 1g Muschel-
gewebe mit 20 ug DO und 10 pg DO dotiert. Anschlief3end erfolgte die oben beschriebene
Extraktion. Die Extrekte wurden 1:100 und 1:200 mit PBS verdinnt. Alle Proben wurden
melrmas in dreiffacher  Wiederholung gemessen. Die durchschnittliche  Wiederfindungsrate
von DO betrug im EIA 885 % + 4,9 %. Fur die mit 20 ug/g dotierten Proben konnten dabel
Wiederfindungsraten von 81,0 % + 3,3 %, fur die mit 10 pg/g dotierten Proben 96,0 % + 6,4
% ermittelt werden (Abb. 30). Damit liegt fir den ELISA eine leichte Unterbestimmung vor.
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Abbildung 30: Wiederfindungsraten von DO

3.6.3 Begimmung der DO-Konzentration von exponierten Muscheln

Miesmuschen und Anadonta sp. wurden mit DO exponiert, die Gewebearten Kiemen, Hepa-
topankress, Mantd, Gonaden und Hinterer Schliefdmuske getrennt prgpariert und extrahiert.
Da die enzdnen Gewebearten oft nur geringe Mengen an DO benhdteten, wurden Gewe-
behomogenate mit 40 pg/g aufgestockt und pardld zu nicht aufgestockten Proben im EIA
gemessen, um eventud!l auftretende Matrixeffekte feststellen zu kdnnen. Alle Proben wurden
1:4 mit PBS verdunnt, direkt im ELISA appliziert und in dreifacher Wiederholung gemessen.
Nach Bereinigung der Messergebnisse um die aufgestockte DO-Menge ergeb sich folgende
Vertalung von DO im Frischgewicht der untersuchten Muschelarten. Bei Anadonta sp. &-
kumuliete DO im Hepatopancreas mit 0,73 pg/g FG, gefolgt vom Gonadengewebe mit 0,23
Hg/g FG, Mantelgewebe mit 0,12 pg/g FG und Kiemengewebe mit 0,05 pg/g FG (Abb. 31).
In Miesmuscheln konnte im Hepatopancreas 0,41 pg/g FG, im Kiemengewebe 0,15 pg/g FG
und im Gonadengewebe 0,12 pg/g FG detektiert werden (Abb. 32). Im Mantelgewebe konnte
keine DO detektiert werden.
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Abbildung 31: Vetelung von DO in den unterschiedlichen Gewebearten exponierter Mu

scheln (Anadonta sp.)
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Abbildung 32: Vertelung von DO in den unterschiedlichen Gewebearten exponierter Mu

scheln (Mytilus edulis)
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3.6.4 Redprobenmessung

Drel Redproben von Miesmuscheln aus der Nordsee wurden mittels des entwicketen ELISA
bestimmt. Die dre Proben wurden im Zuge enes in Jena durchgefiihrten Ringtests mittels
HPLC gemessen. Prof. Lukas ddlte freundlicherweise Aliquote homogenisierter Proben fir
die EIA-Messung zur Verfugung. Die Extraktion erfolgte wie oben beschrieben. Die Proben
wurden unterschiedlich verdiinnt (1:4-1:50) und im EIA gemessen. Diesdlben Proben wurden
mittels HPLC in Jena gegen gemessen. Die mit den beiden Methoden ermittelten Werte zeigt
Tabelle 7. Dabel konnte eine zufriedengtellende Ubereingimmung der ermittelten Werte fest-
gestdlt werden. Alle Messwerte liegen unter der von der WHO angegebenen Grenze von 20

HY/g.

Tabelle 7: Vergleich der mit dem EIA und HPLC ermittelten Werte

Probe ELISA HPLC
ASP-1 7,66 + 0,16 ug/g 13,9 + 0,7 pg/g
ASP-2 3,83 0,35 ug/g 5,5+ 0,7 ug/g
ASP-3 Nicht nachwel sbar Nicht nachweisbar

3.7 BIlAcore-Messungen
3.7.1 Bedimmung der Affinitdtskonstanten mit dem BlAcore 3000°

Ergénzend zu den ELISA-Messungen wurde das BlAcore 3000° ds optisches Sensorsystem
zur Charakteriserung des mAk 4D1D eingesetzt. Die Versuche wurden am Cranfidd Bio-
technology Centre in Silsoe, England, durchgefiihrt. Es wurden CM5-Chips verwendet, die
eine carboxymethylierte Dextranmatrix besalRen. Uber EDC/NHS voraktivierte Carboxyl-
funktionen der Dextrane reegierten mit zuganglichen Aminogruppen des Proteins unter Aus
bildung ener Amidbindung. Es wurden 3 Hief&zellen mit dem Coatkonjugat OVA-DO (150
pg/ml) und eine Hielzdle zur Kontrolle mit OVA (150 pg/ml) beladen. Das Sensorsystem
emdglichte die Echtzeitandyse der Bindung des Proteins auf dlen 4 Hieizelen. Abbildung
33 zeigt ein Sensogramm der Immobiliserung von OVA-DO auf den Sensorchip.
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Abhbildung 33: Sensogramm der Immobiliserung von OVA-DO auf dem Sensorchip

Anschlief?end wurde der mAKk 4D1D in ener Verdinnung von 1/150 in dle vier Kandle inji-
ziet. Die Bindung zeichnete dch durch ene hohe Spezifitd be geringen Hintergrundsignd
aus. In Abbildung 34 ig en Sensogramm dargestdlt, welches fur die Berechnung der Affini-
tétsdaten verwendet wurde. Um von unspezifischen Bindungen hervorgerufene Effekte zu
diminieren, wurde das Sensogramm der mit OVA beadenen Hielzdle jewels von den mit
OVA-DO beadenen Sensogrammen abgezogen. Abbildung 35 und 36 zeigen bespidhaft
Kurven, die zur Berechnung der Assoziations- und Dissoziationsrate verwendet wurden. Die
Konstante der Assoziationrate (ka) wurde mit 3*10° [M~*s?], die Dissoziationsrate (kd) mit
510 [s'] errechnet. Insgesamt ergibt sich fir die Dissoziationskonstante (Kd= kd/ka) en
Wert von 1,6 *10[M].
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Abbildung 36: Fitting der Dissoziationsrate

3.7.2 Kompstitiver BIAcore-Immunoassay

Der Versuchsaufbau mit immobiliseten OVA-DO erlaubt neben der Ermittlung von Affini-
tétsdaten auch den Aufbau eines kompetitiven Assays. Hierflr wurden steigende Konzentrati-
onen an DO (0-5000 pg/l) mit dem mAk 4D1D gemischt und in die Hiel&zdlen injiziert. Die
daraus resultierenden Bindungskurven wurden mit der Bl Aevauation Software ausgewertet.

Abbildung 37 zeigt, dass mit seigender DO-Konzentration die Antikdrperbindung an OVA-
DO abnimmt. Ba Auftragen der Injektionsendpunkte gegen die DO-Konzentration zeigt sch
ene sgmoidde Kurve (Abb. 38). Eine Nachweisgrenze von 1,2 pg/ll mit einem Testmittel-

punkt von 9 pg/l konnte mit diesem Biosensor erreicht werden.
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Abhbildung 38: Kdlibrationskurve des kompetitiven Immunoassay im Biosensorformat
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3.7.3 Kreuzresktivitatsstudien mit dem BlAcore 3000° und Chi pregenerration

Aufgrund der erhthten Sengtivitét der BIAcore-Messungen im Verglech zum ELISA, wur-
den mit diesem auch Kreuzreaktivitéisstudien durchgefihrt. Hierfir wurden Standards von
Domoinsdure, Glutaminsdure, Kaninsure und Asparagindure mit mAk 4D1D gemischt und
in die Kandle injiziert. Dabae wurde festgestdlt, dass sch 4D1D nicht von den genannten
Komponenten verdrdngen lield. Abbildung 39 zeigt schematisch die ,,Resonance Units' der
Null- und Uberschusswerte der eingesetzten Komponenten. Der Sensorchip konnte durch In-
jektion von 100 pl einer 0,2 % SDS 10 mM HCFLosung vollstandig regeneriert werden (Abb.

40), s0 dass bis zu 20 Messzyklen mit einem Chip moglich waren.

I Domoinsaure [0 Kaininsaure
I Glutaminsaure ] Asparaginsdure

600 -

500 - —

400

300 -
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200 -
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0o 10 0

Abhbildung 39: Kreuzregktivitéten des mAk 4D1D ermittelt mit dem BlAcore
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4 Diskussion

Immunchemische Nachweismethoden etablieren sch zunehmend in der Umwedtanalytik. Sie
zeichnen dch durch hohe Sengtivitét, Sdektivitéd und geringen Kostent und Zeitaufwand aus
und erméglichen somit eine Untersuchung ener groRen Anzahl von Proben innerhab enes
rdaiv kurzen Zetraumes. Diesen Vefawren i der Bedaf an AntikOrpern gemensam. Im-
munchemische Nachweismethoden finden in der Umwdtandytik ua zum Nachwes von
Pflanzenschutzmitteln, Mykotoxinen, Vitdlogenin  und  Algentoxinen ihre  Anwendung (van
Emon und LopezAvilla, 1992; Sherry, 1992; Hock, 1993; Carmichagl und An, 1999; Marx et
al., 2000). Zur Detektion von Domoinsdure, dem Auddser von Amnesic Shdlfish Poisoning
(ASP), kommen vor dlem der Bioassay (verson et al., 1989) und andytische Methoden wie
Massenspektrometrie oder HPLC zum Gebrauch (Quilliam et al., 1989 Quillian et al.,
1989b; Thibault et al., 1989; Pleasance et al., 1990; Pocklington et al., 1990; Lawrence and
Meénard, 1991). Konventionelle Methoden sind aber recht zetaufwendig und kogtenintengiv.
In neuerer Zeit wurden deshab vermehrt ELISA, baderend auf polyklonde Antikorper zum
Nachweis von DO herangezogen Quilliam et al., 1998; Smith und Kitts,, 1995; Garthwaite et
al., 1998; Branaa et al., 1999). Der Einsatz von monoklonden Antikorpern gegen DO wurde
bel Branaaet al. (2000) und bel Kaniaund Hock (2002) erwahnt.

In der vorliegenden Arbeit wurden polyklonae und monoklonde Antikorper gegen Domoint
saure entwicket. Die monoklonaen Antikorper wurden fir einen quantitetiven Nachwels von
DO in Muschdgewebe verwendet. Weiterhin wurden in Kooperation mit einem EU-
Projektpartner Biacore-Studien mit dem mAk 4D1D durchgefiihrt. Im Rahmen enes EU-
Projektes wurden die pAk und die mAK fir Immunsensoren eingesetzt.

4.1 Konjugatsyntheseund -charakteriserung

Fir die Gewinnung quditativ hochwertiger Antikorper ist die Wahl des Immunogens, das
engextzte Adjuvans, die zu immuniserende Tierat und das Dosierungsschema von ert-
scheidender Bedeutung (Hurn und Chantler, 1980). Da Molekile unter 1000 Da in der Regd
keine Immunantwort auddsen, muste DO an en immunogenes Tragermolekil gekoppelt
werden. Goodman et al. (1982) berichten dlerdings von Molekilen von weniger als 1000 Da,
die immunogen wirkten und umgekehrt von Makromolekilen, die nicht immunogen wirkten.

Als Carier wurde Hamocyanin, en Protein einer Napfschnecke (Megathura crenulata), ein
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gesatzt, welches stark immunogen wirkt (Rittenberg und Amkraut, 1966). Dieses lésst sch
zum einen auf das hohe Molekulargewicht von ca 8+10° Da zum anderen auf die geringe
Ahnlichkeit mit den korpereigenen Proteinen von Vertebraten zurtickfihren (Goding, 1996).
Da Antikorper in der Regel gegen den Tell des Peptids gerichtet Sind, der am weitesten vom
Carrier entfernt ist, hat es sch fir die Herstdlung von Ak gegen Haptene bewdhrt, Abstands-
halter (=Spacer) einzubauen (Schagper et al., 1989). Befindet sich das Hapten zu nah am Tr&
gerprotein, kann es von dessen Strukturen umwdlbt sein und es entstehen Antikorper, die oft-
mas gegen den Hapten Carrier-Komplex gerichtet sind (Peters und Baumgarten, 1990). Eine
Spacerlange von mindestens vier C-Atomen it anzustreben (Campell, 1991). Die Anfligung
eines Spacers verandert jedoch die chemische und raumliche Struktur des Haptens. Da Do-
moinsdure berets enen ,natlrlichen” C4- und C5-Spacer enthdlt, konnte auf enen Einbau
eines Spacers verzichtet werden. Somit wurde DO unveréndert analog Smith und Kitts (1994)
direkt an das Carrierprotein gekoppelt.

Fir die Hergdlung von Immunkonjugaten wurde KLH ads Carier eingesetzt. Die fur das
Screening  notwendigen Coatkonjugate wurden mit OVA hergestelt. Die Kopplung erfolgte
mit der Carbodiimid-Methode, welche oft zur Immunogensynthese verwendet wird (Erlanger,
1973; Bauminger und Wilchek, 1980). Hierfir werden die Carboxylgruppen von DO unter
Bildung enes &ktiven Eders mit EDC aktiviert. Da dle dre Carboxylgruppen aufgrund der
raumlichen Struktur gleichermal3en aktiviert werden, koppdt DO in verschiedenen Arten an
das Trégerprotein an (Schmiedeberg, 2000). Dabel geht der aktiviete Ester mit den Lysin+
resten von KLH bzw. OVA unter Wasserabspatung eine Peptidbindung ein.

Die exakte Bedimmung der Haptendichten efolgte mit MALDI-TOF-MS. Wengatz et al.
(1992) ermittelten mit diesem Vefdren zuverldssg die Haptendichten von Atrazin-BSA-
Konjugaten. Aufgrund der hohen Molekularmasse von KLH war es nicht mdglich, die Im-
munkonjugate mit MALDI-TOF-MS zu messen. Es wurde eine hohe Haptendichte fir das
Immunkonjugat angestrebt. Dennoch gibt es unterschiedliche Menungen Uber die optimde
Haptendichte. Wahrend Rittenberg und Amkraut (1966) mit Epitopdichten zwischen 800
1000 sehr gute Erfolge erzidten, konnte Marx (1997) schon mit einer Haptendichte von 443
ene gute Immunantwort erziden. Sdbst Haptendichten von 1:1 fihrten bei Weller (1989) zu
guten Immunantworten. Zu hohe Haptendichten (Uber 5000) konnen dagegen auch die immu-
nogene Wirksamkeit der Konjugate verringern, da diese zu einer Verdnderung der Tertiar-
sruktur fihren, die den Abbau des Proteins flr die Antigenprésentation erschweren. Weiter-
hin kénnten immunogene Determinanten des Proteins durch die Ankopplung zu vider Hapte-
ne blockiert sain (Rittenberg und Amkraut, 1966). Aufgrund der grof¥en Unterschiede in der
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Immunantwort bel identischer Immuniserung zwischen den einzdnen Tieren, lassen dch nur
schlecht quantitiative Beziehungen zwischen der Haptendichte und dem Antikorpertiter, Affi-
nitdt und Spezifitéd erkennen. Es ig anzunehmen, dass sch beziiglich der Haptendichte kein
Optimum fedsetzen lésst. Be der Hergdlung von OVA-Konjugaten, die fur das Screening
notwendig waren, konnte der Kopplungserfolg mit MALDI-TOF-MS ermittelt werden. Bel
der OVA-Kopplung stehen 20 free Lysnreste zur Verflgung (Hermanson, 1996). Die im
MALDI-TOF ermittelte Haptendichte betrug 18 mol DO pro mol OVA. Die Haptendichte
wurde zur Steigerung der Sengtivitdt spdter auf 31 reduziet. Der Kopplungserfolg wurde
auch hier mit MALDI-TOF-MS bestétigt.

4.2 Immuniserung von Kaninchen und Mausen

Aduvanzien dienen zur Vedakung der Immunantwort. Vide Adjuvanzien snd obefla
chenaktive Agenzien, die sowohl hydrophile ds auch lipophile Anteile wie Sgponine, Lipo-
somen, Glycolipide etc. enthdten. Die Wirkung von Adjuvanzien kann vide Ursachen haben
wie die Aktivierung der Makrophagen, die Aktivierung der CD4'-T-Zdlen (Janeway und
Travers, 1995), das Anlocken der Lymphozyten zum Antigen, die verbesserte Antigenprasen
tation und eine Depotbildung (Peters und Baumgarten, 1990). Fir die Immuniserungen wur-
de das 1937 von Freund et al. (1937) entwickdte Adjuvans eingesetzt. Die Immunisierung
efolgte nach enem bestimmten Schema mit dem Immunkonjugat, welches in Freunds Adju-
vans emulgiet war. Be Kaninchen wurde ausschliedich mit komplettem Freunds Adjuvans
immuniset. Ba Mausen wurden Erdimmunigerungen mit komplettem Freunds Adjuvans,
dle folgenden mit inkomplettem Freunds Adjuvans durchgefiihrt. Diese Vorgehensweise hat
dch ds besonders effizient eewiesen (Hu et al., 1989). Inkomplettes Freunds Adjuvans be-
geht aus Minerddl und Detergenzien. Sind diesem noch getrocknete, hitzeinaktivierte Myco-
bakterium tuberculosis-Organismen beigesetzt, spricht man von komplettem Freunds Adju-
vans. Die Bakterien bewirken in erder Linie eine Aktivierung von Makrophagen und T-
Heferzdlen. Zur Immuniserung wurde das Antigen mit dem Adjuvans zu ene ,Wasser-in-
Ol“-Emulsion vermischt. Bennett et al. (1992) erzielten mit Freunds Adjuvans bei Méusen im
Verglech zu anderen Adjuvanzien wie z. B. Aluminiumhydroxid die hochste und langste
antigenspezifische Immunantwort. Kelner et al. (1992) und Giersch (1993b) bestétigen eben+
0 die bessere Wirkung des Freunds Adjuvans. Dennoch induziert inkomplettes und komplet-
tes Freunds Adjuvans ortliche Resktionen, Entziindungen und Feber (Claasen et al., 1992,
Broderson, 1989). Arnon et al. (1983) sdlten Granulombildung bel der Verwendung von
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komplettem Freunds Adjuvans fest. Die gesundheitliche Beantréchtigung it dlerdings be
enmdiger Applikation von komplettem Freunds Adjuvans und anschlielienden Folgammu-
niserungen mit inkomplettem Freunds Adjuvans relativ gering, was durch Toth et al. (1989)
und egene Beobachtungen bedtédtigt wird. Die Tendenz geht aber zu nebenwirkungsfreien
Adjuvanzien. Die Forschung tendiert zu isolierten oder synthetischen Bakterienkomponenten
wie Derivate von Muramyldipeptid in einem verstoffwechsdbaren Ol, welche ds Adjuvan
zien eingesetzt werden.

Neben den Immunkonjugaten und den eingesetzten Adjuvanzien ha die Dauer der Immuni-
serung Einfluss auf die Affinitdt der gebildeten Antikorper. Nach Rathjen et al. (1986) kon
nen 5 Phasen der Immunantwort unterschieden werden, namlich die Phase vor der Priméran-
wort, der Gipfd der Primarantwort, der Abfal nach der Primérantwort, der Gipfe der Sekun
dérantwort und der Abfdl der Sekundérantwort. Immuniserungen sollen immer bam Abfdl
des Antikorpertiters dattfinden. In Phasen hoher Antikorpertiter kann das Antigen ndmlich
bereits von Serum-Ak neutrdiset werden und somit kann die Anzahl spezifischer B-
Lymphozyten wieder snken (Peters und Baumgarten, 1990). Deshdb ist es wdahrend ener
Immunigerung  notwendig, den Verlauf und die Immunantwort der immuniserten Tiere zu
vafolgen. Am Anfang der Immuniserung werden vor dlem B-Lymphozyten angeregt, die
IgM, den typischen Antikdrper der Priméaantwort, sezernieren. Deshdb sollte eine Immuni-
serunggphase mit  vierwochigen Immunserungsabstdnden mindestens Uber 3 Monae erfol-
gen, um AntikOrper der Sekundéantwort, namlich 1gG zu erhaten. Diese I1gG haben ene
wesentlich hthere Affinitéd zum Antigen ds die IgM. Anfangs is die Affinité dieser 1gG oft
nicht ausreichend, um mit diesen einen hochsengtiven ELISA zu entwicken. Erst durch wie-
derholten Kontakt mit dem Antigen kommt es bei den zur Proliferation angeregten B-
Lymphozyten zu somatischen Mutationen der Gensegmente, die fir die variablen Regionen
kodieren. Hierbei entstehen Antikorpervarianten mit neuer Spezifitdt und Affinité (Allen et
al.,, 1987; Weinand, 1990). Be langeren Immunisierungen werden vor dlem digenigen Zel-
len durch erneuten Kontakt mit dem Antigen zur Tellung angeregt, welche eine hohe Affinitét
zum Antigen bestzen. Dieses Zusammenwirken von somaischen Mutationen und Sdektion
bezeichnet man ds Affinitésreifung (Manser, 1990; Goding, 1996).

Die Immuniserungen von Kaninchen efolgten subkuten, dle Boosterimmuniserungen in
tramuskuldr. Auf intravendse Immuniserungen wurde verzichtet, um die Tiere keinen zu gro-
fen Beladungen auszusetzen. Intraventse Impfungen snd zum einen schwerer durchfihrbar,
zum anderen kann es - gerade be Benutzung von Freunds Adjuvans - zu angphylaktischen
Schockreaktionen kommen (Harlow und Lane, 1988). Die Blutentnahme efolgte Uber die
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Ohrvene. Bereits das 1. gewonnene Antissrum zeigte eine spezifische Resktion gegen Do-
moinsaure.

Mausen wurde das Antigen intrgperitoned agppliziert. Immuniserungen in die Pfoten sind
ebenfdls maglich, fuhren aber oft zu qudenden Entzindungen und Schwelungen (Peters und
Baumgarten, 1990). Spitz et al. (1984) ereichten mit einer intrasplenischen Gabe von Anti-
gen bessere Ergebnisse ds mit herkdmmlichen Methoden. Raymond und Suh (1986) injizier-
ten das Antigen in die abdominden Lymphknoten. Be beiden letzteren Methoden konnten die
bendtigte Antigenmengen erheblich reduziert werden. Aufgrund einer geniigenden Menge an
Antigen, der leichten Durchftihrbarkeit und vor dlem der gréfden Tiervertréglichkeit wurde
dlerdings nur intraperitoned immuniset. Die Blutentnahme efolgte be Méusen Uber die
Schwanzvene. Auf ene Entnahme von Blut durch Augenpunktion wurde verzichtet, um den
Tieren keine unndtigen Beasugen und Verlezungen zuzufigen. Es wurde aus der
Schwanzvene augreichend Blut fur Titertests und weitere ELISA gewonnen. Alle Mausantise-
ren zeigten nach ener ungefdhren Immunserungsdauer von dreée Monaten ene pezifische
Resktion.

4.3 Polyklonale Antikorper

Ein Kaninchen wurde wiederholt mit KLH-DO immunisert und Blut in entsprechenden Zeit-
raumen abgenommen. Fir den Einsaiz von polyklonden Antikorpern im ELISA ig kein Rei-
nigungsschritt erforderlich, und die Seren wurden somit direkt eingesetzt. Erwédgt man jedoch
die Kopplung von Enzymen oder Fluorochromen an die Antikorper, missen die Antikorper
zB. mit Ammoniumsulfaifdlung angereichert werden (Dankwardt, 1994). Fir den Einsatz im
ELISA wurde das Serum der 5. Blutentnahme ausgewdhlt. Mit diesem wurden in enem kom:
petitiven Enzymimmunoassay die Sengtivitét und Spezifitd des Serums gegeniber DO be-
gimmt.

4.4 Monoklonale Antikor per

441 ZdIfusonund Zdlkultur

Vier Tage vor der Fuson erhidten die ausgewahlten Méause Boosterimmuniserungen. Die B-

Lymphozyten der Maus werden dadurch zur erneuten Tellung angeregt. S&hli et al. (1980)
und French et al. (1986) erzidten mit diessm Schema ene hthere Anzahl aktivierter B-



Diskussion 98

Blagen und somit spezifischer Hybridomklone. Als Fusonspartner wurde die Mydomlinie
PAI-Bs Ag8l verwendet, welche en Abkdommling der Mydomzellinie P3X63Ag8.653 id.
Diese zeichnet sch durch hohe Fusonsraten und gutes Wachstum aus (Giersch, 1993b). Un-
ter optimaen Bedingungen enthdt eine Milz ca 051*10° B-Lymphozyten (Peters und
Baumgarten, 1990). Auf ene genaue Zdlzahlbestimmung der B-Lymphozyten wurde dler-
dings verzichtet, da dle Zdlen fir die Fuson zur Verfigung stehen sollten. Es wurde bel den
Berechnungen von 10° Zdlen ausgegangen. Die Anzahl der Myelomzelen wurde mit der
Trypanblaumethode bestimmt. Zur Fusion wurden 5*10° Myelomzellen verwendet. Die frii
her zur Zdlfuson ensetzten Viren werden heute u.a durch Polyethylenglycol (PEG) ersetzt.
PEG gibt es in unterschiedlichen Molekulargewichten, wobei PEG zwischen 1500 und 6000
als besonders efolgreich gilt (Fazekas de St. Groth und Scheidegger, 1980; Gani et al., 1998).
Zur Fuson wurde PEG 1500 genommen. Es wurden 50 % der Fuson auf Mikrotiterplatten
augesit. Die redliche Fuson wurde kryokonserviert. Auf die Bestimmung der Fusonsrate
bzw. der Anzahl wachsender Klone wurde verzichtet. ES war zum enen schwierig, vor der
HAZ-Sdektion Mydom von Hybridomzdlen zu unterschieden, zum anderen war die genaue
Anzahl von B-Lymphozyten nicht bekannt. Dies kann leicht zu einer Uberbestimmung der
Fusonsrate filhren. Durchschnitlich werden Fusionsfrequenzen von  1-3¢*10*  erreicht.
Giersch und Hock (1990) erreichten Fusionsraten von 6 * 10, Wichtiger ds die reine Fusi-
ondfrequenz erscheint die Anzahl der Hybridomzelen, die den gesuchten Antikorper produ-
Zieren. Ba der Fuson M22 zegten acht Kavitéten von 576 Zdlkulturibersténden eine positi-
ve Bindung an das Coatkonjugat (1,3%). Deutliche Verdréngung von DO zeigten davon vier
Kavitéten (0,7%), von denen drel stabile Klone (0,5%) isoliert werden konnten.

Usagawa et al. (1989), die monoklonae Antikérper gegen Okadaséure entwickelten, etablier-
ten dre pogtive Klone von 888 Zdlkuturiberstanden (0,34%) aus einer Fusion. Karu et al.
(1991) erhielten 2 % posgtive Klone. Pullen und Hock (1995) konnten aus zwel Fusonen drel
Klone isolieren. Die durchschnittliche Rate an postiven Klonen, die aus einer Zdlfuson ge-
wonnen werden kann, liegt im Bereich von 0,16-0,5 % (Peters und Baumgarten, 1990). Somit
liegt die Ausbeute an positiven Klonen der Fuson M22 im durchschnittlichen Bereich.

Anschlieffend wurden die in den podtiven Kavitdten befindlichen Hybridomazellen mit der
Einzdzdlablage und mit der ,Limiting Dilution Method* kloniert. Pogtive Hybridomlinien,
die von ener enzigen abgdegten Zelle ausgingen, wurden welter Kkultiviert und rekloniert.
Nach Peters und Baumgarten (1990) wird eine Zdllinie ds stabil und monoklona angesehen,
wenn ge en bis zwaeima efolgreich kloniert worden is. Von insgesamt dre isolierten Klo-
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nen zegte der mAk 4D1D das beste Wachstum, verbunden mit der hochsten Sendtivitét. Er

wurde deshdb fir die Entwicklung eines EIA zur Detektion von Domoinsdure verwendet.
4.4.2 Massenproduktion und Aufreinigung

Die Hybridomlinie 4D1D wurde anfangs im NM kultiviet. Fir erste Charakteriserungen von
Ak konnen serumhdtige Zelkulturibersténde eingesetzt werden. Fur Standardiserungspro-
zese und flr Anwendungen im Biosensorbereich bedarf es dlerdings groRerer Mengen an
aufgereinigten Ak. Da die Abtrennung der im NM enthdtenen, kontaminierenden, bovinen
IgG aufgrund der Subklasse des mAk 4D1D (IgG;) nicht mdglich war, wurde der Klon 4D1D
in sarumfreem Medium kultiviet. Dabe wurde 4D1D lagsam an das sarumfree Medium
adaptiert.

Zur Massenproduktion wurden die Biofermenter CL 350 und MiniPerm verwendet. Beide
Systeme snd durch eine semipermesble Membran mit einer Ausschlussgrolie von 45 kDa in
ein Produktions- und Versorgungsmodul untertellt. Be dem CL 350 handdt es sch um en
stationdres System, b MiniPerm um ene Rollkultur. Wéhrend einer Kulturzeit von 35 Tagen
wurden im CL 350 24 mg mAk 4D1D geerntet. Im MiniPerm-Fermenter konnten dagegen
innerhab einer 20-tagigen Kulturzeit 60 mg mAk 4D1D geerntet werden. Nagel et al. (1999)
kultivierten ene Zdllinie im CL 350. Diese konnten im CL 350 wéahrend einer 15-t&gigen
Kulturzeit 104 mg mAk ernten. Trebak et al. (1999) kultivierten 3 verschiedene Hybridomli-
nien in diesem Fermenter. Eine Linie konnte sogar Uber 2 Monate lang kultiviert werden. Die
durchschnittliche Kultivierungsdauer lag aber ba 20 Tagen. Se erechten durchschnittliche
Zdlzahlen von 10" — 10® Zdleml und mAk-Konzentrationen von 0,7 —2,5 mg/ml. Wahrend
ener 20-t&gigen Kultur konnte ca 60 mg mAk gewonnen werden. Jackson et al. (1999) ernte-
ten maximd 1,5 mg/ml mAk aus dem Fermenter CL 350. Im MiniPerm-Reaktor konnten Fal-
kenberg et al. (1995) mit unterschiedlichen Hybridonzellen Zdldichten von 5 * 10° bis zu 35
* 10° Zdlen/ml erziden. Innerhdb von 1-4 Wochen konnten 9159 mg 1gG geerntet werden.
Giersch und Schépermeier (1998) erzidten mit drei im MiniPermsystem kultivierten Hybri-
domzdllinien maximae Antikorperkonzentrationen zwischen 1 und 2 mg/ml  Erntevolumen
und eine maximae Zdldichte von 8-12 x 10° Zelen/ ml. Wahrend einer 20-tagigen Kulturzeit
wurden bis zu 120 mg mAk gewonnen. Marx et al. (2000) ernteten mit dem MiniPermsystem
dagegen maxima 0,2 mg/ml eines mAK.

Die aufgefihrten Beispide machen deutlich, dass grofie Schwankungen innerhdb eines Sys
tems in der Zdldichte und der mAk-Konzentration auftreten. Einzelne Hybridomlinien rea
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gieren in den Sysemen unterschiedlich. Nagd et al. (1999) kultiviete 3 unterschiedliche
Hybridomlinien im , Tecnomouse bioreactor sysem*. Er delte Unterschiede in der 1gG-Ernte
von bis zu 340 % fedt. Es schent gingig, ene Hybridomlinie in unterschiedlichen Fermenter-
sysdem zu kultivieren. Fir den Klon 4D1D erwies dch das MiniPermSysem aufgrund der
hoheren 1gG-Ausbeute verbunden mit weniger Mediumeinsaiz ds die bessere Alternative,
Neben den in vitro-Sysemen wird in viden Landern noch die Ascitesvermehrung durchge-
fuhrt. Dabe werden einer Maus Hybridomzellen in die Bauchhothle gppliziert. Die Vortele
diesss Sydems liegen in der optimaen Néahrgoffversorgung der Zdlen, dem garantierten
Vermeden von mikrobidlen Infektionen, dem Entfernen von Zdltrimmern durch Makropha-
gen und der kogtengingtigen und einfachen Handhabung (Nagel et al., 1999). Neben den
schwerwiegenden Grinden des Tierschutzes spricht aber v.a die Kontamination des Produk-
tes mit Maus 1gG gegen dieses System. Erst sait den frihen 90er Jahren wird die Ascitesver-
mehrung durch Aufkommen von einfach zu handhabenden Bioresktoren (Wiesmann , 1994;
Fakenberg et al., 1995) langsam abgel 6st.

Eine Aufreinigung von NM wa aufgrund der Subklasse des mAk nicht moglich. Rinder-1gG
eluert wie 1gG; be @nem pH-Wert von 8 (Peters und Baumgarten, 1990). Die Aufreinigung
der serumfréien ZKU efolgte mit ener Affinitdtschromatographie. Hierbei wird die Affinitét
von Immunglobulinen zu pezifischen Liganden ausgenutzt. Als Ligand wurde das oft in der
Literatur beschriebene Protein A eingesetzt (Miller und Stone, 1978; Trebak et al., 1999). Der
Antikorper 4D1D gehdrt zur Subklasse 1gG;. Obwohl Protein G bessere Bindungse genschaf-
ten fUr Antikorper der Klasse IgG; besitzt (Peters und Baumgarten, 1990), konnte der Zelku-
turlberdand mit gutem Erfolg mit Protein A aufgereinigt werden. Man |6ste dieses Problem
durch Einsatz von Puffersystemen mit hoherem pH (Juarez-Salinas und Ott, 1985). Die ZKU
wurden nach der Ernte ba -20 °C engefroren, um mikrobielle Kontaminationen und Protea-
sesktivitst zu vermeiden. Durch das Einfrieren wurde kein Aktivitéisverlust beobachtet. War
geniigend ZKU vorhanden, wurde dieser aufgetaut und aufgereinigt. Der Erfolg der Aufreini-
gung wurde mit einer SDS-PAGE bestimmt. Dabel zeigte sich eine Bande ba etwa 155 kDa
Das Molekulargewicht von Immunglobulinen der Klasse G kann zwischen 150 kDa und 194
kDa variieren (Roitt et al., 1995). Nach der Aufrenigung wurde die I1gG-Konzentration des
Eluas zum enen photometrisch, zum anderen mittdds eines Sandwich-ELSIA besimmt. Als
Methode zur Quantifizierung geringer Antikdrpermengen i dlerdings der ELISA vorzuzie-
hen. Wichtig bel der Bestimmung der IgG—Konzentration ist dlerdings die Wahl des mAk-
Standards. Es muss ads Standard ein aufgerenigter identischer mAk eingesetzt werden, da
Unterschiede im Bindungsverhaten an den Fangantikbrper oder an den Sekundérantikorper
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zwischen unterschiedlichen mAKk auftreten konnen. Versuche, die von Fakerberg et al.
(1991) und Giesch et al. (1993b) durchgefihrt wurden, bestétigen dies. Die IgG-
Konzentration wurde somit photometrisch oder mit dem BCA-Test ermittelt, der die Gesamt-
Proteinkonzentration einer Probe bestimmt. Die Methode wurde von Smith et al. (1985) erst-
madlig beschrieben.

4.5 Entwicklung eéines DO-Enzymimmunoassays

Fur die Entwicklung enes indirekten kompetitiven Enzymimmunoassays wurde das polyklo-
nde Serum der 5. Blutabnahme und der mAk 4D1D eingesstzt. Um unspezifische Bindungen
von den Antikdrpern an die Mikrotiterplatte zu eiminieren, wurde die Platte nach dem Vor-
coaten blockiert. Als gingigstes Blockierungamitte fir den DO-ELISA hat sich — sowohl fir
mAKk as auch pAk - Magermilchpulver in einer Konzentration von 3 % (w/v) ewiesen. Mit
diesem konnte ein niedrigeres Hintergrundrauschen, verbunden mit einer verbesserten Nach
wegrenze ds zB. mit 1% OVA, ezidt weden. Zur Detektion belegter Bindungsstellen
wurde ein mit Meerrettichperoxidase (POD) gekoppelter anti-Kaninchent bzw. anti-Maus-
1gG- Sekundérantikorper verwendet. POD hat mit 4500 U/mg im Vergleich zu den anderen
gebréuchlichen Markierungen wie akalische Phosphatase mit 1000 U/mg und (3-Galacto-
Sdase mit 600 U/mg die hochste spezifische Aktivité (Porgmann und Kiessg, 1992). Im
Standard- ELISA wurde so mit dem polyklonden Serum eine Nachweisgrenze von 5 pg/l mit
enem Tesmittelpunkt von 100 pg/l erreicht. Die Nachweisgrenze fir den mAk 4D1D lag be
20 pg/l mit enem Testmittdpunkt von 100 pg/l. Die Aufrenigung des mAk 4D1D brachte
keine Senstivitdsteigerung. Marx (1997) ereichte mit der Aufreinigung von Antikorpern
gegen Queckslber eine Verbesserung der Nachweisgrenze von 5 pg/l auf 2,8 pgl. Da die
ZKU der gewonnenen mAK in hoher Verdiinnung eingesetzt wurden, filhrte das im NM ent-
hdtene Rinder-IgG zu keinen Storeffekten im ELISA. Zur Steigerung der Sengtivitdt eines
ELISAs gibt es unterschiedliche Mdoglichkdten wie den Einsstiz von Markern mit hoherer
Sengtivitét, die Steigerung der relativen Menge von detektierbaren Labeln oder Anderungen
im Testformat und in den Testbedingungen z.B. Inkubationszeit und —temperatur (Feldkamp
et al., 1987; Bates et al., 1987; Avrameas, 1992; Kricka et al. 1994). Konkrete Beispiele hier-
fir waen der Einsstiz von DNA-Labd, Enzymkaskaden Uber Alkoholdehydrogena
se/Digphorase, CARD oder ABC-Amplifizierungssysem. Die Sengtivitde der DO-ELISAs
wurde dadurch erhoht, indem die Antikorperkonzentration im Assay reduziet wurde. Mit
niedrigen Antikorperkonzentrationen werden dlerdings niedrige  Signde infolge  geringerer
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Subdtratumsetzung erreicht. Zur Steigerung der Substratumsetzung wurde ein Streptavidin
Biatinr Amplifizierungssysem (ABC-System) verwendet (Avramess, 1992). Ba diesem Sys
tem konnen mehr POD-Molekile pro gebundenem Ak umgesetzt werden, ds bel dem Einsatz
von enem enfach mit POD-markierten Sekundérantikdrper. Mit diesem Assay komte die
Nachweisgrenze im Fdle der polyklonden Antikorper von 5 pg/l auf 0,8 pg/l verbessart wer-
den. Der Testmittelpunkt lag bel 15 pg/l. Im Fale des mAk 4D1D konnte die Sengtivitét von
20 pg/l auf 4 pg/l verbessart werden. Der Testmittelpunkt befand sich hier bel 10 pg/l. Damit
konnte in beiden Fdlen die Sengtivité ungeféhr um den Faktor 5 verbessert werden. Marx et
al. (2000) erreichten mit dem ABC-System eine Verbesserung der Sengtivitdt um den Faktor
10. Es wird auch von einer Steigerung bis um das 100fache berichtet (Shamzuddin und Har-
ris, 1983; Diamandis und Christopoulos, 1991).

Mehrere polyklonde Antikérper gegen Domoinsdure wurden bereits entwickdt. Smith und
Kitts (1994) detektierten Domoinsaure in Korperflissgkeiten. Se erhidten Nachwe sgrenzen
zwischen 0,2 pg/ml und 10 pg/ml. Garthwaite et al. (1998) konnten Domoinsiure in enem
Bereich von 0,15 bis 15 pg/l bestimmen. Brannaa et d. (1999) erreichten Nachwe sgrenzen
mit pAk von 3 pg/l. Monoklonade Antikorper gegen DO snd wurden von Brannaa et al.
(2000) erwahnt. Sie ereichten einen Messhereich von 30 bis 300 pg/l. Dennoch ist zur Zeit
noch kein kommezidler ELISA zur Bedimmung von DO verflgbar. Verglecht man die
entwickdten pAk und mAk mitenander, wird eine hohere Sendtivitdt mit den pAk erreicht.
Dies daf aber nicht zu der Behauptung fiihren, dass man mit polyklonden Antikorpern gegen
Haptene durchweg hohere Sengtivitéten erreicht. Deschamps et al. (1991) entwickelten pAk
und mAKk gegen Ficloram. Hier zeigte Sch der mAKk in Bezug auf Nachwesgrenze und Préa-
son Uberlegen. Auch konnte Giersch (19933 mit einem mAKk gegen Atrazin die Nachwes
empfindlichkelt enes von Wugt und Hock (1992) entwickelten polyklonalen Antikérpers aus
Schafen erreichen.

Bevor Ak zur Quantifiziierung in immunchemischen Methoden eingesetzt werden, ist die
Kenntnis der Kreuzresktivitdien wichtig. Die Kreuzresktivitét definiet sch as der Grad der
kompstitiven Bindung srukturdl dem Andyten dhnlicher Molekile. Se gehdrt zu den inh&
renten Eigenschaften eines Antikorpers und tritt sowohl be polyklonden as auch be mo-
noklonaden Antikorpern auf (Wilson, 1988). Eine haufige Methode fir diese Bedimmung ist
der Veglech der Bindung verschiedener Molekile am Testmittelpunkt (Abraham et al.,
1969). Die Vorraussstzung dafir ist die Paradlditét der Eichkurven der untersuchten Substant
zen. Diee Kriterium wird bel den untersuchten mAk durch die enhetliche Antikorperpopu
lation erflllt (Giersch, 1993b). Be polyklonden Seren kodnnen durch inhomogene Zusam:
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mensatzung der Antikorper Abweichungen in der Pardldité der Standardkurven, die bel un
terschiedlichen Andytkonzentrationen zu abweichenden  Kreuzregktivitéten fihren, festge-
gdlt werden (Ulrich et al., 1991). Bestimmungen bel verschiedenen Konzentrationen liefern
hier ein genaueres Bild. Ferner and die Kreuzresktivitdteen nur unter den Bedingungen gliltig,
unter denen de ermittelt wurden. Grof3ere Veranderungen von Parametern wie Resktionszel-
ten, pH-Wert oder unterschiedliche Verdinnungen von Resktionspartnern konnen zu veran
derten Kreuzresktivitdten fiihren (Giersch, 1993Db).

Kreuzresktivitétstests wurden sowohl mit den pAk ds auch mit dem mAk 4D1D durchge-
fuhrt. Kaninsdure, Aspatinsdure, Glutaminsaure, Geranylsdure und 2-Methyl-3-butensiure
wurden fir Kreuzreaktivitdtsstudien ausgewahlt, da diese strukturel der Domoinsaure &hnlich
snd. Insbesonders die Kenntnis der Kreuzresktivitédt gegentber Kaninsdure scheint beson
ders wichtig. Sato et al. (1996) fand dieses von der Rotage Digenea simplex produzierte Al-
gentoxin in Algenbliten. Oftmas kommen diese Algen zusammen mit den domoinsaurepro-
duzierenden Spezies von Pseudonitzschia vor. Aufgrund der weitaus geringeren Toxizitét der
Kaninsaure konnte ein Messergebnis im ELISA im Falle hoher Kreuzresktivitét der Ak ®mit
verféscht werden.

Weder die pAk noch der mAKk 4D1D kreuzreagierten mit den oben aufgeflihrten Substanzen.
Es konnten somit pAk und mAk mit hoher Sdektivitét gegenlber Domoinsdure entwickelt
werden. Garthwaite et al. (1998) entwickelten pAk gegen DO. Se konnten gegentiber Gluta-
minsture keine Kreuzresktivitét, gegeniber Kaninsure ene geringe Kreuzresktivitét von
0,005% festgelen. Smith und Kitts (1994) konnten keine Kreuzresktivid gegen Glutamin-,
Agpatin- und Kaninsdure feststdlen. Bel der Betrachtung der Kreuzresktivitdsmuder ist es
schwierig, Aussagen Uber Zusammenhange zwischen den Haptenstrukturen und den Antikor-
perspezifitdten abzuleiten. In diessm Fdl konnten die Ak gegen Taldrukturen des Ringes
inklusve des Cg-Carboxylrestes gerichtet sein, was die negative Kreuzreaktivitét gegeniber
Kaininsaure erkléren wirde.

Polyklonde Antikdrper wurden trotz ihrer hoheren Sengtivitét und hohen Spezifité nicht zur
Entwicklung eines Testsystemes zur Quantifizierung von DO im Muschdgewebe herangezo-
gen. Die Etablierung eines Tedsystems auf Bags polyklonder Antikorper ist aufgrund der
begrenzten Menge an pAk schwierig, da die Immunantworten der immuniserten Tiere und
damit die Quditéd der Ak sdbst bea Injektion dessdben Immunkonjugates recht unterschied-
lich asfdlen konnen. Die entwickdten pAk dienten vor dlem zur Bdigferung von EU-
Projektpartnern wahrend der langwierigen Produktion von monoklonden Antikorpern.
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4.6 Probenmessung

Im Rahmen diesr Arbeit solite ein ELISA auf der Bass von mAKk zur Quantifizierung von
Domoinsaure im Muschelgewebe entwickdt werden. Fir die Untersuchung von Umwdtpro-
ben muss schergestdlt sain, dass die im Test ermittelten Messergebnisse korrekt und zuver-
léssg snd. Anhdtspunkt fir die Qudité der Tests ist die Bestimmung der Toleranz gegen
Uber Matrixeffekten. Die Extraktion von Domoinsiure aus Muschelgewebe erfolgte nach
Quilliam et al. (1995). Hierbei wird DO mit einem Methanol/Wasser-Gemisch (50 % / 50 %)
extrahiert. Erfahrungen aus dem eigenen Labor zeigten, dass Antikorper oft mit einem erhdh
ten Sendtivitésverlus auf organische Losungamitte resgieren. Deshdb musste zuerst die
Methanolvertrédichkeit des mAk 4D1D untersucht werden. Be Lausterer (2002) war eine
ELISA-Messung von Trichloranisol ab einem Ethanolgehdt von 10 % in der Probe nicht
mehr moglich. Schon a 5 % Ethanolgehdt in der Probe zeigte dieser mAk erhebliche Sensi-
tivitétsverluste. Zeck (2001) stdlte eine Methanolkompatibiltét von 30 % eines mAk gegen
Microcysin fet. Um die Methanolkompatibilitdt zu messen, wurden DO-Standards mit Mu-
schelextrakten erstdlt. Der mAk 4D1D zeigte bei 25 % Methanol in der Probe keine Matrix-
effekte mehr. Die mit 25 % Methanol ergdlte Standardkurve war identisch zu der mit PBS
ersdlten Standardkurve. Bel 50 % Methanol in der Probe verschlechterte sich die Nachweis-
grenze von 4 ug/l auf 12 pg/l. Der Tesmittelpunkt betrug in diesem Fdl 80 pg/l. Ene Mes
ung von Rohextrakten wére folglich dennoch mdglich.

Die Methanolvertréglichkeit des mAk 4D1D scheint sehr sdten zu sein. Garthwaite et al.
(1998) mussten die extrahierten Muschelextrakte mindestens 1:50 mit PBS verdinnen, um
Matrixeffekte bel einem ELISA mit pAk zu vermeiden. Be Branaa et al. (1999) war zuvor
en Renigungschritt der Extrakte Uber ene AnionAugauscher-Saule eforderlich. Die Ex-
trakte wurden anschlief?end noch 1:10 verdinnt und Uber Nacht mit pAk préinkubiert, bevor
diee in enem ELISA appliziet werden konnten. Jedes zusitzliche Aufreinigunsverfahren
koget dlerdings Zeit. Kommerziele Teskits sollen dagegen leicht und schnell  durchftinrbar
sn. BEventudl ig hier en Grund darin zu sehen, warum sch diese hochsengtiven polyklona
len Antikorper fir einen kommerzidlen Teskit nicht eignen und Sch somit gegendber den
klassschen Verfahren wie Bioassay (Iverson et al., 1989) oder HPLC (Quilliam et al., 1998)
nicht durchsetzen konnten. Der mAk 4D1D wirde trotz seiner etwas geringeren Sengtivitét
diesen Anforderungen geniigen, da er ohne Aufreinigungsschritte direkt mit Rohextrakten

eingesetzt werden kann.
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Um die Wiederfindungsrate zu bestimmen, wurde jewells 1g Muschelgewebe mit 20 pug Do-
moinsdure (Grenzwert WHO) bzw. mit 10 pg Domoinsdure aufgestockt und extrahiert. Die
Extrakte wurden 1:100 und 1:200 mit PBS verdinnt und direkt im ELISA gemessen. Dabel
betrug die durchschnittliche Wiederfindungsrate mit dem DO-ELISA 885 %+4,9 %. Damit
zeigte der EIA ene leichte Unterbestimmung. Garthwaite et al. (1998) erreichten Wiederfin-
dungsraten von 103 %+3,3 %. Betrachtet man dlerdings die Wiedefindungsraten der einzel-
nen aufgestockten Proben, so erhdt man Wiederfindungsraten von 96,0 %a6,4 % fur mit 10
pg dotierten Proben und 81,0 %+3,3 % fir mit 20 pg dotierte Proben. Dabel ist die Wieder-
findungsrate fir mit 10 pg/g dotierte Proben relevanter, da diessr Wert sch nahe am Testmit-
telpunkt des ELISAs befindet. Der Testmittelpunkt liegt im Stellgen Bereich der sgmoiden
Kurve. In diessm Bereich ig der Variationskoeffizient klein und relativ konstant, wahrend er
in dem asymptotischen Bereichen schnell sehr grold wird. Die Wiedafindunggate |&sst sch
folglich am besten nahe des Testmitte punktes bestimmen.

Mit Domoinsiure exponierte Mytilus- und Anadonta-Proben wurden von Prof. Dr. Hansen
und Dr. Dizer, TU Belin, beretgestdlt. Es wurden die Gewebearten Kiemen, Hepato-
pankress, Mantel, Gonaden und hinterer Schliedmuskel getrennt prépariert, extrahiert und im
EIA gemessen. Be Mytilus konnten im Hepatopancreas 0,41 pg/g, im Gonadengewebe 0,12
pg/g und 0,15 pg/g im Kiemengewebe detektiert werden. Bel Anadonta sp. akkumulierte DO
im Hepatopancreas mit 0,73 ug/g, gefolgt vom Gonadengewebe mit 0,23 pg/g, Mantelgewebe
mit 0,12 pug/g und Kiemengewebe mit 0,05 pg/g. Die Versuche von Whyte (2001) bestétigten
ebenso, dass sch DO vor adlem im Hepatopancreas akkumuliert. Jene kultivierten die Mu-
schelaten Mizuhopecten yessoensis, Chlamys hastata und Chlamys rubida zusammen mit
Pseudonitzschia multiseries in ener Konzentration von 8,7-19,6*10% Zdlen/ml. Jede Algen
zdle benhdtete 3,2-5,0 pg Domoinsiure. Nach ener hdben Stunde Inkubation konnten im
Hepatopancreas 75%, 63% bzw. 92% der eingesetzten DO detektiert werden. Im Verlauf von
4 Stunden kann alerdings beobachtet werden, dass der Gehdt an DO im Hepatopancreas
langsam abnimmt, warend e im Kiemen- und Mantelgewebe zu nimmt. Douglas et al.
(1997) gdlten ebenfdls fedt, dass die hochsten Konzentrationen von Domoinséure im Hepa
topancrees zu finden and. Die niedrigden Konzentrationen befinden dch im  hinteren
Schliefimuske, was auch die eigenen Messungen bestétigen.

Drel Redproben von Mytilus edulis wurden von Prof. Lukas, Universtét Jena, zur Verfligung
gestelt. Die Proben wurden dort mit HPLC gemessen. Dabe wurden die Konzentrationen im
EIA niedriger bewertet as in der HPLC. Dies konnte daran liegen, dass die Muschelhomoge-
nate ungekihlt versendet worden snd. Domoinséure i bei Raumtemperatur nur wenige Tage
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dabil. Gekihlte Stammlésungen sind dagegen bis zu 15 Wochen hdtbar (Herstellerangabe,
BTS).

4.7 Untersuchung der Antikor per-Antigent nteraktionen

Prinzipidl kann die Untersuchung von Interaktionen mit dem BlAcore zum enen mit der
Immobiliserung des Antikdrpers (Karlsson und Stahlberg, 1995), zum anderen durch Bin
dung enes Ligand-Protein-Konjugats (Nieba et al., 1996) auf der Sensorchipoberfléche erfol-
gen. Ergere ermoglicht die Messung von Antikorper- AntigenInteraktionen unter  homogenen
Verhdtnissen. Nachtelle dieses Verfahrens snd dlerdings, dass bel der Messung von Anay-
ten kleiner MolekulgroRe wie DO kein bzw. nur en sehr schwaches Sgnd erzeugt werden
kann. Welterhin bereitet die Regeneration des Chips grof3e Schwierigkeiten, was oftmas zum
Velug der Affinitd fuhrt. Ba Versuchen, die mit dem mAk 4D1D durchgefihrt wurden,
konnten die oben genannten Beobachtungen bestétigt werden.

Eine andere Mdoglichkeit, konkrete Affinitdtsdaten fUr die Interaktion des mAk 4D1D mit dem
Coatkonjugat zu messen, ddlt die Immohbiliserung des Liganden dar. Hock et al. (2002)
nutzten diesen Ansatz, um Affinitdtsdaten eines Oestradiol-Rezeptors und eines rekombinan
ten Antikorpers gegen s Triazine zu emitteln. Weiterhin wurden damit kompetitive Assays
zur Messung von 17b-Oedtradiol und s Trazinen entwicket. Stocklein et al. (2000) immobili-
gerten ein Kregtinderivat an der Sensoroberfléche und entwickelten damit enen kompetitiven
Assy. Oda und Azuma (2001) ermitteten mit immobiligerten Antigenen die Affinitét unter-
schiedlicher  Antikorper. Von Sydemen mit immobiliSerten Atrazinderivanten zur  Ermittlung
von Affinitétsdaten von rekombinanten Antikorpern berichtet auch Strachan et al. (1998).
Durch die Messung der Interektion von immobiliserten Coatkonjugat OVA-DO mit dem
mAK 4D1D konnte die Affinitdt des mAk 4D1D zum Beschichtungskonjuget ermittelt wer-
den. Es konnte eine Dissoziationskonstante von 1,6*10°1° [M] errechnet werden. Branaa et al.
(1999) konnten mit pAk einen EIA gegen DO mit einer Nachweisgrenze von 3 ug/l und e
nem Tesmittdpunkt von 20 pg/l entwicken. Mit Hilfe dieses EIA wurde ene Dissoziati-
onskongtante enes gegen Domoinsiure gerichteten polyklonden Antikorpers von 5%107 [M]
emittdt. Nach diessm Vefahren héngt die Affinitdtskongtante direkt von der Konzentration
des Anayten am niedrigden erreichbaren Tesmittelpunkt ab. Dieser kann durch den Einsaiz
sehr geringer Antikdrper- und Enzymtracerkonzentrationen ermittelt werden. Da mit dem
mAk 4D1D be einer Dissoziationskonstante von 1,610%° [M] ein Tesmittelpunkt im EIA
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von 10 g/l ereicht wurde, ist es wahrscheinlich, dass dieser durch weitere Optimierungsar-
beiten (Konjugat- und Tracersynthesen) noch gesenkt werden kénnte.

Weiterhin konnte auf diese Weise ein kompetitiver Immunoassay zur Ermittiung der Konzen
tration von freer Domoinsdure entwickdt werden. Der Tesmittdpunkt lag fir Domoinsiure
be 96 ug/l, die Nachwesgrenze bel 1,8 pg/l. Der kompetitive Immunoassay diente welterhin
zur Ermittlung von Kreuzregktivitdten gegen Glutaminsiure, Aspatinsdure und Kaninsaure.
Es konnten keine Veranderungen der ,,Resonance Units' festgestellt werden, was belegt, dass
der mAk 4D1D mit keiner der oben aufgeflihrten Substanzen kreuzreagiert. Diese Ergebnisse
wurden durch Versuche im ELISA begtéigt. Eine Einzdmessung konnte innerhalb von 10
Minuten durchgefihrt werden, was zu erheblicher Zeteingoparung im Vergleich zum ELISA
fuhrt. Durch geeignete Regenerationsbedingungen ( 0,2% SDS, 10 mM HCI) konnte die Sen+
soroberflache wieder vollstandig hergestellt werden. Es waren bis z7u 20 Messzyklen mit e-
nem Chip moglich. Snd die Testpaamenter erst optimiert, sellt das Biacore die schnellere
Alternative zum ELISA dar.

4.8 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden polyklonae und monoklonde Antikorper gegen Domoint
saure entwicket. Bisher effolgt die Anadyse von DO vor dlem durch Bioassays (Iverson et al.
1989), HPLC und Dunnschichtchromatogrgphie (Quilliam et al., 1998). Immunologische
Nachweisverfahren ds schnelles Screeningverfanren sind die idedle Erganzung konventionel-
ler chromatogrephischer Verfahren (Hammock et al., 1990). Der im Rahmen dieser Arbat
entwickdte mAk 4D1D egnet sch zur Quantifiziierung von Domoinsdure im pug/l-Bereich.
Ausgehend von der von der WHO gesetzten Grenze von 20 pg DO/g Muschelgewebe wére
eine 5000fache Probenverdinnung noch maglich, um den Andyten detektieren zu konnen.
Neben den vewendeten ELISA im Mikrotiterplattenformat snd auch andere Tedtprinzipien
wie Dipstick-Assays denkbar. Diese konnten von ungeschulten Personen eingesetzt werden.
So wéare berdts ene Erfassung kontaminierter Muscheln schon vor Ort mdglich. Die poly-
und monoklonden AntikOrper wurden bereits efolgreich in der Biosensorandytik wie im
BlAcore und der Piezo-Sensortechnik eingesetzt. Im BlAcore edffnet sch weterhin die
Maoglichkeit zur Etablierung eines Verdrangungsassays. Dabel bindet der Antikorper an das
Beschichtungskonjuget, worauf sch ene Disoziaionsate eindelt. Is in ener Probe der
Andyt vorhanden, wird der Ak vom Beschichtungskonjugat verdréngt, wodurch sich die Dis-
soziationgate erhoht (Safert, 1999). Diesr Asssy ware zum ,online-Monitoring® von ko



Diskussion 108

taminierten Muschelproben geeignet. Fir BlAcore-Messungen sind jedoch geschultes Perso-
nd und erhebliche finanzidle Mittel notwendig.

Antikorper und die darauf baserenden immunchemischen Methoden haben durch ihr breites
Anwendungsspektrum Einzug in die Medizin, Biologie und Umwetandytik gehdten. We-
terentwicklungen vor dlem in der Gentechnologie erweitern das Spektrum von nachwe sha
ren Substanzen fortwéahrend.
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5 Zusammenfassung

Domoinsaure ist ein von der marinen Kiesddge Pseudonitzschia sp. produziertes Neurotoxin,
welches sch in Muschen und anderen Weichtieren anreichern kann. Beim Verzehr solcher
kontaminieter Muscheln kommt es zum Ausbruch enes ds ,Amnedc Shelfish Poisoning®
bekannten Syndroms. Als Symptome konnen Kopfschmerzen, Orientierungsverlus und St6-
rungen des Kurzzeitgeddchtnisses auftreten. Auch Todesfdle snd bekannt. Die etablierten
Techniken zur Detektion von Domoinsure (DO) snd der Maus-Bioassay und andytische
Vefahren wie HPLC und Dunnschichtchromatographie Der Einsatz von immunchemischen
Vefahren gdlt eine mogliche Alternative dar, welche dch durch hohe Sensvité und Selek-
tivitdt auszeichnet. Zid der vorliegenden Arbeit war es, polyklonde und monoklonde Anti-
korper gegen DO zu entwickeln.

DO wurde mit der Carbodiimid-Methode an die Tagerproteine OVA und KLH gekoppdt, um
ene Immunantwort auddsen zu konnen. Kaninchen und Méuse wurden mit KLH-DO-
Konjugaten nach einem vorgegebenen Immuniserungsschema immunisert. Nach 5 Blutab-
nahmen zeigte das polyklonde Kaninchenantissrum eine hohe Sengtivitd zum Andyten. Die
Nachweisgrenze dieses Serums in einem heterogenen kompetitiven ELISA lag bel 5 pg/l mit
enem Tegmittdpunkt von 100 pg/l. Die pAk zeigten keine Kreuzresktivitét gegentber Ka-
ninsure, Glutaminsaure, Aspartinsiure, Geranylsdure und 2-Methyl-3-Butensdure. Zur Ver-
besserung der Sendtivitét des ELISA wurde ein ABC-Amplifizierungssysem verwendet. In
diessem System wurde andelle enes enzymmarkierten Sekundédr-Ak en bictinylierter Ak en
gesatzt, an dem en Streptavidin-POD-Komplex binden konnte. Durch die Erhéhung der An
zahl von immobiliserten POD-Molekilen konnte somit die Nachweisgrenze auf 0,8 pg/l mit
enem Tesmittelpunkt von 15 pg/l verbessart werden. Somit konnten hochspezifische und
hochsenstive pAk entwickelt werden.

Monoklonde Ak wurden mit der Hybridomtechnologie erhdten. Nach der Immuniserung
wurden die Milzzdlen entnommen und durch PEG mit Mydonmedlen fudoniert. Nach der
HAZ-Sdektion wurden die Hybridomzelen mit einem Screening-Verfahren daraufhin  Gber-
prift, ob se spezifische Anti-DO-Ak sezernieren. Es konnten 3 Hybridomainien isoliert wer-
den. Die Hybridomdinien wurden zweima kloniet, um die Monoklondité zu gewahrlesten.
Die Zdllinie mAk 4D1D wurde adfgrund des guten Wachstums und der hohen Sengtivitét
zur Massenproduktion ausgewdhlt. Die Aufrenigung der serumfréen Kulturlbersténde er-
folgte Uber Protein-A-Affinitéschromatographie. Mit dem aufgereinigten mAk 4D1D konnte
ene Nachweggrenze von 19 pg/l be enem Tesmittedpunkt von 100 pg/l erecht werden.
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De mAk 4D1D zeigte keine Kreuzreaktivitét gegeniber den oben aufgeflihrten Substanzen.
Mit enem ABC-Amplifizierungssysem konnte die Nachweisgrenze auf 39 pg/l mit e@nem
Testmittel punkt von 10 pg/l deutlich verbessert werden.

De mAk 4D1D wurde zur Quantifizierung von DO im Muschelgewebe eingesetzt. Zur Ex-
traktion von DO aus Muschelgewebe wurde ein Methanol-Wassergemisch (50%/50%) ver-
wendet. Der mAk 4D1D zeigte erstaunlich hohe Methanolvertraglichkeit, so dass die Extrakte
ohne festgelbare Matrixeffekte in einer 1:2 Verdinnung direkt im ELISA appliziert werden
konnten. Die Wiedefindungsrate von DO in dotierten Muschelextrakten betrug 88,5+4,9 %.
Mit dem Standard-ELISA wurden rede Muschelproben gemessen. Zum Vergleich wurden die
Proben mit HPLC gegengemessen. Dabel zeigte sich eine gute Ubereingtimmung der beiden
Methoden. Somit eignet sch der mAk 4D1D zur quantitativen Besimmung von DO im Mu-
schelgewebe. Welterhin wurden Ak-Andyt-Interaktionen mit dem BlAcore untersucht. Hier-
bei konnte eine Dissoziationskonstante von 1,6*10°%° [M] ermittelt werden. AuRerdem wurde
en kompetitiver Immunoassay im BlAcore entwickdt. Mit diesem System wurde eine Nach
weisgrenze von 1,2 pg/l mit einem Testmittel punkt von 9,6 pg/l erreicht.
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