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Einleitung

| EINLEITUNG

1 DDT-Geschichte
DDT [1,1,1-trichloro-2,2-bis (4-chlorophenyl) ethane], eines der bekanntesten Pestizide,

wurde erstmalig im Jahre 1874 vom Osterreichischen Chemiker Othmar Zeidler synthe-
tisiert. Die insektizide Wirkung endeckte allerdings erst 1939 der Schweizer Paul Her-
mann Muller, der hierfiir 1948 den Nobelpreisin Medizin erhielt (Muller, 1948).

Seit der Entdeckung der insektiziden Wirkung der chlorierten Substanz wurden welt-
weit mehr als 1 Million Tonnen dieses Pestizids eingesetzt, um die Ausbreitung von
Insekten in der Land- und Forstwirtschaft zu kontrollieren, aber auch um Malaria und
Typhus zu bekdmpfen (Buser & Miiller, 1995; Guardino et a., 1996; Kennish & Rup-
pel, 1996).

Die industrielle Produktion begann um 1940. DDT wurde zuerst zur Mal ariabekamp-
fung eingesetzt und spéter benutzte man es gegen alle Arten von Insekten. Militérisch
war die Entdeckung von Uberragender Bedeutung, denn in der Vergangenheit hatte M a-
laria schon viele Armeen geschlagen, ohne dass ein Schuss gefallen war (Pollmer,
2000). Rekruten des zweiten Weltkrieges wurden zum Schutz vor Typhus, Malaria und
anderen durch Insekten Gbertragbare Krankheiten mit DDT eingepudert und erhielten
aulRerdem DDT-impréagnierte Hemden. Nach 1945 wurde DDT Uberall als
Pflanzenschutzmittel in der Landwirtschaft und dem Obst- und Gemiisebau angewendet
(ATSDR, 2002).

Weltweit erkranken jedes Jahr zwischen 1,5 und 2,7 Millionen Menschen neu an Maa-
riaund sterben in den unterentwickelten Landern jahrlich fast eine Million Menschen,
vor allem Kinder. Jahrtausendelang war die Menschheit der Malaria beinahe hilflos
ausgeliefert (Tab. 1).
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Tab. 1: Zahl der Malaria-Erkrankungen in einigen Staaten vor und nach den
Bekampfungsaktionen mit I nsektiziden
(aus dem offiziellen Bericht der Weltgesundheitsorganisation, No 190, 1971).
http://www.chemievorlesung.unikiel.de/1992-umweltbelastung/pesti2.htm

Land Jahr Erkrankungsfalle
Italien 1945 411.602
1968 37
Rumanien 1948 338.198
1968 4
Bulgarien 1946 144.631
1969 15
Tirkei 1950 1.188.969
1969 2.173
Venezuela 1943 817.115
1958 800
Taiwan 1945 1.000.000
1969 9

Die Erkrankungszahlen steigen seit Jahren auch in Deutschland, z.B. durch Mobilitét
des Menschen (Reisen), erschreckend an. 1996 wurden erstmals Giber 1.000 Malaria-
Erkrankungen in Deutschland gemeldet (genau 1.027). Jedes Jahr sterben allein in der
BRD etwa 10 bis 20 Menschen an Malaria. Ohne eine konsequente Behandlung kann
diese Krankheit immer wieder ausbrechen. Wegen des in Schilben auftretenden Fiebers
erklart sich auch der deutsche Name “Ruckfallfieber.

http://member s.aol.com/r eisemed/krank/malaria.htm

Im Jahre 1963 verdffentlichte die amerikanische Biologin Rachel Carson Si-
lent Spring“, in dem sie sich mit der Wirkung des Pestizids beschéftigte (Attaran et al.,
2000). Es dauerte acht Jahre, bis das amerikanische Umweltministerium schlief3lich eine
Anhdrung Uber DDT abhielt. Die Anwendung von DDT ist heute in den wichtigsten
Industriestaaten verboten. Seit 1971 in der Schweiz, seit 1972 in den USA (US EPA,
1972; DDT-Gesetz, 1972). 1972 erliefd die Bundesrepublik Deutschland ein Verbot der
Ausbringung von DDT und 1978 ein Produktionsverbot. In der ehemaligen DDR und
anderen osteuropaischen Landern wurde DDT noch bis Ende der 80er Jahre eingesetzt
(Schéfer et al., 1995).
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Durch die Stockholmer Konvention (POPs-Konvention), Umweltprogramm der Verein-
ten Nationen, 17. Mai 2004, wurden die Herstellung und der Gebrauch von neuen Pesti-
ziden (Aldrin, Chlordan, DDT, Dieldrin, Endrin, Heptachlor, Hexachlorbenzol, Mirex,
Toxaphen) und einer Gruppe von Industriechemikalien (polychlorierte Biphenyle, Di-
benzofurane, Dibenzodioxine) eingeschrankt bzw. verboten.

http://www.pops.int/documents/convtext/convtext en.pdf

Kurzlich kamen die Debatten Uber die Verwendung von DDT wieder auf. Obwohl es
einerseitsin der Umwelt aulerst bestandig ist, kann es andererseits zu einem annehmba-
ren Preis Millionen von Menschenleben schiitzen (Attaran et al., 2000; Roberts et al.,
2000; Wendo, 2004; Rinaldi, 2004; Walter & Chen, 2005).

Der Einsatz von DDT, as wirksamstes Gift gegen die Malaria-Mcke, ist in vielen
Landern verboten. In Ostasien und in einigen tropischen Landern wird DDT jedoch in
vorsichtigem Einsatz in den Hausern verwendet, um krankheitsiibertragende Insekten
wie z.B. Moskitos unter Kontrolle zu halten (Kulke, 2005).

2 Problemdar stellung

Die Verwendung von Pestiziden ist weltweit so stark verbreitet, dass man sich kaum
noch vorstellen kann, dass es irgendein Lebewesen gibt, welches nicht in Kontakt mit
diesen Substanzen kommt. Vor allem die Verbindungen, die heutzutage zu den POPs
(persistent organic pollutants) gezahlt werden, kommen weltweit vor. Hier ist ein typi-
scher Vertreter das DDT (Dichlordiphenyltrichloroethan), dasin Tieren (Eisbéaren,
Robben, Wale, Walrosse, Fische) aus der Antarktis gefunden wurde, einer Gegend, die
weit entfernt liegt von den Einsatzgebieten (Villaet a., 2006 a); Villaet a., 2006 b);
Gamberg et al., 2005).

Pflanzenfressende Insekten wurden mit solchen chlorierten Kohlenwasserstoffen be-
kémpft. DDT galt urspringlich als ideales Insektenvertilgungsmittel, weil es bereitsin
geringen, fur Saugetiere und Menschen ungefahrlichen Dosen die kleinen Tiere todlich
schédigt. Man wusste damals nicht, dass sich DDT in der Nahrungskette anreichert,
dass also auf jeder Stufe der Nahrungskette die in organischen Korpern tblicherweise
vorkommenden Substanzen abgebaut werden, nicht aber das DDT (Kister, 2005).
Exemplarisch ist in Abb. 1 ein Schema zur Verbreitung und Anreicherung von DDT

gezeigt. Persistente Verbindungen wie DDT werden von Lebewesen aufgenommen,
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dabei wird die Menge im Verlauf der Nahrungskette angereichert, d.h. die Konzentrati-

on nimmt zu.
Ausbringung I gllobale
X 1 /
._h“;”_‘,._,:‘_"_, } I I Verteilung,/// /
¥ L \fsrdamplung
P
LTI ."""‘:I’
| |
ey .‘5 .'...
" 4 :“‘ " -
) ¥ Nutztiere .G Morwch
(LN gl Muscheln A
Plankton Krebse Fische Seevogel
Gesamtmasse O @ o]
Konzentration (mg/kg) 0,0 0,25 1,5 15

Der Vorgang der Anreicherung ist durch Zunahme der Konzentration bei
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Abb. 1.  Verbreitungvon DDT
Schematische Darstellung der Verbreitung von DDT in der Umwelt durch grof3fl&
chige Anwendung in der Landwirtschaft und Einschleusung in Nahrungsketten. In
Anlehnung an: Vorlesung Pharmakologie und Toxikologie, Prof. Dr. W. Dekant,
Ingtitut fir Toxikologie, Universitét Wirzburg
http://132.187.168.3/lehr e/V -Pestizide.pdf

DDT kommt zunéchst im Boden vor, gelangt dann in die Nahrungskette und schlief3lich
in so grof3er Konzentration auch ins Fettgewebe von Mensch und Tier
(Bioakkumulation), dass es auch fur sie zum toédlichen Gift werden kann oder schwere
gesundheitliche Schaden hervorrufen kann. DDT hat eine lange Abbauzeit
(Halbwertszeit 2-15 Jahre) (Graham & Campbell, 2001). Aufgrund der Langlebigkeit
von DDT ist heute immer noch eine globale Hintergrundbel astung gegeben (Stroh,
2005).

Die Belastung mit DDT kann in Matrizes wie Lebensmitteln, Muttermilch, Gewebe,
Blut, Haare, Hausstaub, Raumluft, Baumaterialien und auch tberall in der Biosphére
gefunden werden (Thomas et al., 2006; Luzardo et al., 2006; Bouwman et a., 2006;
Beard et a., 2006; Kumar et al., 2006; Li et a., 2006; Sudaryanto et al., 2006; Marco &
Kishimba, 2005; Ostrea et al., 2006; Dirtu et al., 2006; Jaraczewska et al., 2006; Oka et
al., 2006).
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Zahlreiche neue Forschungen zeigen, dass DDT und seine Metaboliten noch immer in
vielen Grundsubstanzen in der Umwelt vorhanden sind einschlief3lich Béden, Sedimen-
ten, apinen Gletschern, Stadtluft, Biota, Wasser etc. (Howard, 1996; Martens et al.,
2000; Kishimbaet a., 2004; Hong et a., 2005; Scheyer et a., 2005; Villaet a., 2005).
Der Grenzwert flr ein einzelnes Pestizid nach der Richtlinie der Europdischen Kommis-
s EC, 2000/60/EC) ist auf 0,1 pg/L festgesetzt
und der Grenzwert von 0,5 pg/L fur die Summenkonzentration. Entscheidend fir die
Beurtellung der gesundheitlichen Gefahrdung ist der von der Weltgesundheitsorgani sa-
tion (WHO) festgelegte ADI-Wert (acceptable daily intake). Dieser ADI-Wert betragt
fur DDT 20 pg/kg Korpergewicht pro Tag DDT in Lebensmitteln und anderen Stoffen.
http://www.stmugv.bayer n.de/de/lebensmittel/index.htm

Deshalb ist die Uberwachung von Pflanzenschutzmittel riickstanden eine wichtige Auf-
gabe der Wasserversorgungsunternehmen. Die einzelnen Quellen fur Trinkwasser mis-
sen regelméldig tberwacht werden, damit eine sichere Versorgung mit Trinkwasser ge-
wahrleistet wird (80/778/EC). Fir die Gesundheit des Menschen und den Schutz der
Umwelt ist es wichtig, bessere Mdglichkeiten zur Detektion und Uberwachung dieser
Substanz (Grenzwert) in unterschiedlichen Wassermatrices zu besitzen. Zur Analyse
von DDT, seinen Isomeren und Metaboliten werden verschiedene M ethoden angewen-
det. DDT wird in der Regel mit dem Gaschromatograph/M assenspektrometer (GC/MS)
bzw. Gaschromatograph/Elektroneneinfangdetektor (GC/ECD) detektiert (z.B. EPA-
Methode 8081; Saeed et al., 2001; Burke et al., 2003). In einer Arbeit von Columéet al.,
2001, wurde fur diesen Zweck DDT mit HPLC und M S untersucht. Abhéngig vom Pro-
benmaterial (Extraktion und Clean-up) bendtigt man eine aufwéndige Probenvorberei -
tung mit dem Einsatz von umweltschadigenden Ldsungsmitteln (z.B. Hexan, Aceton).
Diese Methoden sind ausreichend empfindlich und genau, jedoch komplex, teuer, zeit-
intensiv und sie benétigen grof3e Mengen organischer Ldsungen. Fur ein Monitoring

oder Screening ist ihr Einsatz zu aufwéandig und fur viele Lander nicht finanzierbar.

3 Metabolismusund Wirkungen desDDT

Generell liegt die 6strogene Wirksamkeit von Umweltchemikalien um das 1.000-
10.000fache niedriger als die der natiirlichen Hormone. Ihre Bedeutung erlangten diese
Substanzen aufgrund ihrer schiechten Abbaubarkeit und ihrer z.T. hohen Akkumulation

im Organismus. Insbesondere als mogliche Ursache fur Fortpflanzungsstérungen bei
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Tier und Mensch geraten Umweltchemikalien immer wieder in die Diskussion (Stroh,
2005).

DDT gehért zu den chlorierten Kohlenwasserstoffen. Diesen werden als Substanzklasse
gemeinhin Eigenschaften wie geringe Wasserl6slichkeit und Anreicherung in Leber,
Nervensystem und Fettgewebe zugeschrieben.

Technisch betrachtet ist DDT eine Mixtur aus bis zu vierzehn chemischen Komponen-
ten, von denen die aktive Komponente p,p’-DDT (Abb. 2, links) nur ca. 65-80% aus-
macht. Zu den tbrigen Komponenten gehort o,p’-DDT (ca. 15-21%), welches eine
Ostrogene Wirkung besitzt (Abb. 2, rechts) und fur die negativen Wirkungen verant-
wortlichist, und bis zu 4% p,p’-DDD. Im Gegensatz zu p,p’-DDT ist 0,p’-DDT nur
schwach insektizid (Metcalf, 1995; ATSDR, 2002).
http://www.buetzer.infol/fileadmin/pb/pdf-Dateien/DDT .pdf

I‘-i H
|

CCl, Cl CcCl,

p,p'-DDT o,p'-DDT

Abb. 2: Struktur der beiden |someredesDDT
[1,1,1-Trichlor-2,2-bis-(4-chlorphenyl)ethan], C14HoCls; MG 354,5
[1,1,1-Trichlor-2-(o-chlorphenyl)-2-(p-chlorphenyl)ethan], C14HoCls; MG 354,5

Das wichtigste Abbauprodukt von DDT in der Umwelt ist DDE (1,1-Dichlor-2,2-bis(p-
chlorphenyl)ethylen), welches aus DDT unter anderem durch den Einfluss von Licht
gebildet werden kann (Abb. 3, links) und eine androgene Wirkung hat. Es zeigt sich,
dass DDT und dessen Metaboliten in einem direkten Zusammenhang zu Reproduktions-
storungen stehen. Daneben entsteht auch das DDD (1,1-Dichlor-2,2-bis(p-
chlorphenyl)ethan), das in Insekten und Warmbl Gitern nachgewiesen wurde (Abb. 3,
Mitte). Endstufe der Metabolisierung in Warmbltern ist das DDA, das mit dem Urin
ausgeschieden wird (Rémpp Chemie Lexikon, 1995; Abb. 3, rechts).
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DDT und seine priméren Metaboliten DDE und DDD sind sehr besténdig und werden
von Sedimenten und vom Erdreich stark absorbiert, die beide als Speicher und als
Langzeitquellen fir die Freisetzung wirken konnen (WHO, 1989).

In Tierversuchen an Mé&usen ist beobachtet worden, dass DDT eine cancerogene (krebs-
erzeugende) Wirkung besitzt (Greenlee et al., 2005; Hardell et al., 2004; Sapozhnikova
et a., 2005). Die cancerogene Wirkung ist moglicherweise auf die hormonelle Wirk-

samkeit zuriickzufUhren.
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Abb.3:  Metaboliten des DDT (DDE, DDD, DDA)

4 Antikorper

Antikorper (Immunoglobuline) sind [6gliche Glycoproteine mit Quartarstruktur, die
innerhalb der humoralen Immunabwehr bei Vertebraten von B-Lymphozyten als Reak-
tion auf eine fremde Substanz (Immunogen, Antigen) gebildet werden. Die Stelle des
Antikorpers, an welcher das Antigen gebunden wird, heif3t Paratop und ist komplemen-
tér zur Antigen Determinanten (Epitop). Jedes einzelne Antikorpermolekil verbindet
sich hochspezifisch mit nur einem Antigentyp, der auf seiner Oberfléche eine oder meh-
rere Epitope besitzt, die das Schltissel-Schloss-Prinzip” der Antikdrper-Antigen-
Wechselwirkung darstellen (Kennedy et al., 1986; Roitt et a., 1995).

Als Antigene werden vom Immunsystem nur Makromolekille wie Proteine, Polysaccha-
ride, Nukleinsduren oder auch synthetische Polymere erkannt. Antikorper kénnen nur
gegen Stoffe mit einer Mindestgréfie (Molmasse >5.000 Da) hergestellt werden (Tijs-
sen, 1985). Deswegen sind die meisten Umweltchemikalien (Molmasse <1.000 Da) fir
die Stimulation einer Immunantwort nicht geeignet. Sie werden a's Haptene bezei chnet.
Durch Kopplung zwischen gewiinschten Analyten und z.B. einem Protein stellt man
Hapten-Protein-Konjugate her und so kdnnen Antikorper auch gegen kleine Molekiile
hergestellt werden.
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Immunoglobuline (Ig) werden in 5 Klassen unterteilt: 1gG, IgM, IgA, IgD, IgE. Sie un-
terscheiden sich durch Molekilgrofie und Aminosauresequenz, und die meisten Typen
zirkulieren in bestimmten Bereichen des Kérpers oder sind an Lymphozyten gebunden.
Die Immunoglobuline gleichen sich in einem relativ langen Abschnitt, der sogenannten
konstanten Region (Fc, crystallizing), unterscheiden sich aber in der sogenannten vari-
ablen Region (Fag, fragment antigen binding). Die Fag-Fragmente bestehen aus einer
vollstandigen leichten Kette und dem aminoterminalen Abschnitt einer schweren Kette.
Das Fc-Fragment wird aus den carboxylterminalen Bereichen der beiden schweren Ket-
ten gebildet (Abb. 4).

2 |eichte Ketten
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Abb. 4:  Struktur eines Antikor pers
http://www.hal-alergie.de

Die Bindung zwischen Antigen und Antikoérper kommt nur dann zustande, wenn das
Antigen (bzw. das Epitop des Fremdmolekils) und das Paratop komplementér
zueinander passen. Die Bindung des Antigens an den Antikorper beruht auf der Bildung
vieler schwacher, nicht-kovalenter Bindungen, wie:

e Wasserstoffbindungen (zwischen -OH, -NH;, und -COOH),

e ¢elektrostatische Kréfte (zwischen den Amino- und Carboxylgruppen der Proteine),
e Van der Waals-Kréfte und

e hydrophobe Wechselwirkungen.

Diese Bindungen zwischen Antigen und Antikorper sind umso stérker, je geringer der
Abstand zwischen Antigen und Antikorper ist, die Bindungsstabilitét wird durch pH-
Wert und Temperatur beeinflusst (Phillips, 1989).
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Monoklonale Antikor per

Monoklonale Antikorper (mAks) sind Antikorper, die von einer Popul ation identischer
Plasmazellen (einem Klon) synthetisiert werden. Sie sind vollsténdig homogene Anti-
korper und erkennen alle dasselbe Epitop eines Antigens (Galfre & Milstein, 1981,
Stryer, 1996). Solche Antikorper gegen eine beliebige Substanz kénnen heute in grof3en
Mengen gewonnen werden. Die Antikérper werden in permanent wachsenden Hybri-
domzellen produziert, die durch Fusion von Milzzellen eines immunisierten Spenders
(Maus oder Ratte) mit einer Krebszelllinie erhalten werden (Baron, 1995). Dies ermog-
licht den vielfaltigen Einsatz von monoklonalen Antikérpern in Forschung und Medizin.
Fir die Entwicklung der Methode zur Herstellung monoklonaler Antikérper wurden G.
Kohler und C. Milstein 1984 mit dem Nobelpreis fir Medizin ausgezeichnet.

Man kann die monoklonalen Antikorper wie folgt kennzeichnen:

e Mengeist unbegrenzt (Vorrat),

e Affinité konstant (einheitlich),

e Madoglichkeit zur Beeinflussung der Selektivitdt beim Screening und

e Kreuzreaktionen sind einheitlich.

Grundlage der Hybridtechnik von Milstein und Kohler ist die Zellfusion immunglobu-
linproduzierender Lymphozyten (B-Zellen) aus einem Spender (z.B. Ratte) mit Blut-
krebszellen (Myelom-Zellen), die die Fahigkeit zur uneingeschrénkten Vermehrung in
vitro besitzen (Kohler & Milstein, 1975).

Polyklonale Antikor per

In einer normalen Abwehrreaktion werden immer mehrere B-Zellen zur Produktion von
Antikorpern angeregt. Weil aber jede B-Zelle sich genetisch ein ganz klein wenig von
der anderen unterscheidet, sind auch die produzierten Antikorper verschieden. Deshalb
spricht man von polyklonalen Antikorpern (pAks) (Friemel, 1980).

Dieses breite Bindungsspektrum auszunutzen ist sinnvoll, weil die Antikorper auch
dann wirken, wenn sich die Oberflache geringflgig verandert. Andererseits ist aber das
breite Bindungsspektrum polyklonaler Antikorper ein Nachteil, weil es auch die Bin-
dung an Antigene @nlicher Oberflachen erlaubt. So sind Kreuzreaktionen moglich, die
nicht beabsichtigt sind (van Emon & Lopez-Avila, 1992).
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Man kann die polyklonalen Antikdrper wie folgt kennzeichnen:

e Ein polyklonales Serum (z.B. von Kaninchen, Schaf, Ziege) ist je nach Tier unter-
schiedlich und nur begrenzt verfugbar,

e pAkssind nicht so selektiv wie die monoklonalen,

e Herstellung ist einfacher, schneller, kostenglnstiger a's die der monoklonaen.

Rekombinante Antikor per

Im Verlauf der letzten Jahre ist die Herstellung von rekombinanten Antikdrpern durch
die Fortschritte im Bereich der Gentechnol ogie moglich geworden. Bei diesem Verfah-
ren beschrankt man sich meist auf die Herstellung von Antikorperfragmenten, welche
die Bindungsstelle erhalten. Spezifische Antikorper werden aus der Bibliothek selektio-
niert ohne Notwendigkeit zur Immunisierung und kdnnen kostengtinstig produziert
werden (Breitling & Dubel, 1997).

5 Immunoassays

Immunoassays sind die am weitesten verbreitete Anwendung der immunochemischen
Analytik. Ein Immunoassay ist eine Technik, bei der mittels einer immunol ogischen
Reaktion der qualitative und/oder quantitative Nachweis einer Substanz gefihrt wird. Es
findet eine Antigen-Antikorper-Reaktion statt. Immuntests basieren auf dem Prinzip der
Antigen-Antikorper-Reaktion, d.h. auf der Fahigkeit der Antikorper, spezifische Anti-

gene zu erkennen und mit ihnen eine Bindung einzugehen.
ANTIGEN + ANTIKORPER <> ANTIGEN-ANTIKORPER-KOMPLEX

Der konventionelle EL1SA (Enzyme Linked | mmunoSorbent Assay — Enzym-
gekoppelter Immunnachweis) wurde in dieser Arbeit als Screening-Test fur die quanti-
tative Detektion von DDT und Metaboliten und die Charakterisierung mAksfiur DDT
eingesetzt.

Die Technik des ELISA wurde 1971 durch Engvall und Perlman entwickelt. Alle Reak-
tionen des ELISA finden mit einem immobilisierten Partner statt, was die Trennung von
gebundenen und nicht gebundenen Reagenzien erheblich erleichtert. Das Antigen wird
an einer Plastikoberflache unter bestimmten Bedingungen zwar nicht kovalent, aber mit

erstaunlicher Festigkeit gebunden.
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Die Empfindlichkeit des ELISA ist von verschiedenen Faktoren abhangig:

e Affinitét des Antikorpers,

e Eigenschaften und Molekulargewicht der zu bestimmenden Komponenten,

e Reinheit der enzymmarkierten Immunreaktanten und des Markierungsgrades,
» Nachweisbarkeit der verwendeten Enzymmarkierung,

e Testbedingungen, z.B. Testprinzip, Inkubationsbedingungen, Trennverfahren.

Immunoassays lassen sich in kompetitive, nicht-kompetitive, homogene und heterogene
einteilen. In kompetitiven Tests werden Antikorper eingesetzt, um deren Bindungsstelle
der Analyt mit einem Enzym Tracer oder Coating Antigen konkurriert. Dieses Prinzip
kann in zwei Testformaten angewendet werden: dir ekt (Enzym Tracer-Format) EL 1 SA
oder indir ekt (Coating Antigen-Format) EL | SA. Beide Formate wurden in dieser Ar-
beit eingesetzt. Nicht-kompetitive Tests arbeiten mit einem Uberschuss an Antikorpern.,
Es werden die vom Analyt besetzten Antikorperbindungsstellen mit Hilfe eines zweiten
Antikorpers detektiert. Sie sind meist sensitiver als kompetitive Tests. Bei den meisten
nicht-kompetitiven Tests (Sandwich-lmmunoassays) wird das Antigen von zwei Anti-
korpern gebunden, die beide im Uberschuss vorhanden sind. Das Testverfahren ist fiir
Haptene nicht einsetzbar, da die Analyte mindestens zwei Bindungsstellen fir Antikor-
per tragen (Hock, 1993).

Weiterhin kdnnen Immunoassays sogenannte homogene und heter ogene Tests sein. Im
heterogenen Test ist der Antigen-Antikorper-Komplex getrennt von den freien Antikor-
pern bzw. freien Antigenen. Im homogenen Test ist keine solche Trennung zwischen
dem Antigen-Antikérper-Komplex und dem freien Antigen bzw. Antikdrper notwendig,
und die Enzymmarkierung éndert sich direkt proportional zur Antigen-Antikorper-
Wechselwirkung.

In dieser Arbeit wurde ein kompetitiver direkt und indirekt EL1SA angewandt.

In Abb. 5 wird der schematische Ablauf eines dir ekt (Enzym Tracer-Format) und indi-
rekt (Coating Antigen-Format) kompetitiven EL I SAs gezeigt.

Allgemein sind Immunoassays noch relativ aufwéndig in der Durchfihrung. Viele Pi-

pettier- und Waschschritte sind wahrend des Assays notwendig.
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Direkter kompetitiver ELISA Indirekter kompetitiver ELISA
Ein Tréagermaterial (z.B.Polystyrol) Ein Tragermaterial (z.B.Polystyrol)
ist mit Anti-Analyt-Antikérpern (Ak) ist mit einem Coating-Antigen
beschichtet. beschichtet.

Analyt (Umweltchemikalie) und Analyt- ) ) ]
Enzym-Konjugat werden zugegeben und Freier Analyt und Coating-Antigen
konkurrieren um die limitierten Bindungs- konkurrieren um die limitierten
stellen der Anti-Analyt-Ak. Bindungsstellen der Anti-Analyt-Ak.

YRy 222209

Nach Trennung von gebundenen Nach Trennung von gebundenen

und ungebundenen Molekilen und ungebundenen Molekulen (Wasch-
(Waschschritte) und Zugabe von schritt) wird ein Anti-Antikérper
Substrat fir die Enzymreaktion (mit Enzym markiert) hinzugefugt.

erhélt man ein zur Analytkonzen-
tration umgekehrt proportionales
Ergebnis.

“ﬁ°‘~’”°’ o iilii
Nach einem weiteren Waschschritt
und nach Zugabe von Substrat fiir das
Enzym erhdlt man ein zur Analytkon-

zentration umgekehrt proportionales
© Substrat O Produkt 0 Analyt Ergebnis.

% Analyt-Enzym-Konjugat

: Coating Antigen
Y Anti-Analyt-Antikdrper

i Anti-Antikdrper mit Enzym markiert

Abb.5:  Vergleich von direkt (links) und indirekt (rechts) kompetitivem EL1SA
(Kramer, 2002)
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Der erste kompetitive Immunoassay wurde von Yaow & Betson, 1959 zur Bestimmung
von Insulin durchgefihrt, sein grof3er Vorteil war die hohe Empfindlichkeit.

In den 80er Jahren war man weiter auf der Suche nach alternativen und kostengiinstige-
ren Methoden, und die immunochemischen Analysenmethoden wurden a's ein sehr gu-
tes Potential als Screening Methode entdeckt (Hammock & Mumma, 1980; Hammock
et a., 1990; Meulenberg et a., 1995; Hammock et al., 1987; Rogers, 1995; Marty et al.,
1995; Kréamer, 1996; van Emon & Gerlach, 1998; Selby, 1999; van Emon, 2001; Mallat
et a., 2001; Kramer et al., 2005).

Aufbauend auf diese Methoden wurden mAks gegen DDT von Abad et al., 1997 entwi-
ckelt und in verschiedenen immunochemischen Techniken angewendet, wie chemilu-
minescent flow immunoassay (Botchkareva et al., 2002) und chemiluminescent ELISAs
(Botchkareva et al., 2003).

In der Zwischenzeit wurden sie fur fast alle gangigen Pestizide, aber auch fir Umwelt-
chemikalien entwickelt. Viele sind auch als kommerzielle Produkte (Firma Coring) in
Form von Test-Kits verfigbar (Meulenberg et al., 1995; Dankwardt, 2000).

Mehrere kommerzielle EL1SA-Kits von US-Firmen fur den Nachweis von DDT-
Rickstanden in Wasser, Boden, Sediment und Fischplasma stehen zur Verfiigung (z.B.
EnviroLogix Inc.: DDT Test-Kit fir Boden und andere Matrizes, Strategic Diagnostics
Inc.: EnviroGard DDT in Boden, Abraxis DDE/DDT Assay Kit 96T in Wasser). Die
EPA (Environmental Protection Agency, USA) hat bereits den EnviroGard™ DDT
Test-Kit fur Boden mit einer Methodennummer registriert (Method 4042, EPA 1996).
Als additionale Techniken kénnen gaschromatographische (Method 8081, EPA 1996)
oder chromatographi e/massenspektrometrische (Method 8270, EPA 1996) Methoden
eingesetzt werden.

Fir alle diese Test-Kits werden polyklonale Antikdrper verwendet.

Fir DDT wurden bereits mehrere Immunoassays von verschiedenen Forschergruppen
und auch von Firmen entwickelt (Banerjee, 1987; Banerjee et al., 1996; Beadly et dl.,
1998; Burgisser et al., 1990; Abad et al., 1997; Giraudi et a., 1998; Hochel & Musil,
2002; Anfossi et al., 2004; Centeno et a., 1970; Valentini et a., 2003; Hong et dl.,
2003). Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) sind bereits als schnelles
Screening und/oder sensible quantitative Mittel zur Pestizidanalyse bekannt (Kramer et
al., 2004; 2005), sie sind jedoch anfallig fur Pipettenfehler und ungeeignet fir Umwelt-
analysen vor Ort (Skark et al., 1998; Thurman & Cromwell, 2000).

13
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Man muss deshal b neue Wege beschreiten bei der Entwicklung immunochemischer
Techniken fur schnelle, empfindliche, kostenglinstige, einfache, automatische oder

hal bautomatische Anordnungen, die ohne grof3e Probenvorbereitungen und Proben-
transfers in einem analytischen Labor ausgefihrt werden kénnen (van Emon & L opez-
Avila, 1992; Franek & Hruska, 2005).

6 Il mmunosensoren

Die Immunosensoren sind eine Weiterentwicklung von Immunoassays, die a's bioche-
mische Erkennungseinheit Antikorper, Enzyme oder auch ganze Zellen fir die Erken-
nung von Analyten nutzen (Turner et al., 1987; Bossi et al., 2000), Abb. 6.

Immobilisierte Biomolekiile,

Bioaktive Oberfliche

A

Analyt

Immobilisierung / Integration

Abb. 6:  Schematischer Aufbau eines Biosensors, hier: |mmunosensor
Aus. Kramer, 1996, 2003.
Dadie Darstellung der Bindungsreaktion zwischen Antikorper und Analyt nicht di-
rekt gemessen werden kann, bedient man sich eines Labels oder Markers. Hier
wurde ein Enzym as Label zum Einsatz gebracht.
A: z.B. Enzym,
B: z.B. Zdlle,
C: Antikorper
Antikorper-basierte Biosensoren (Immunosensoren), in denen sich der Antikorper oder
das Antigen auf einem Signalwandler (Transducer, der das aus der biochemischen Re-
aktion entstehende Signal in ein messbares Signal umwandelt) findet, wurden auf ver-
schiedene Arten gebaut.
Die Immunosensoren fallen jedoch generell unter eine von drei Grundkonfigurationen.
Zu diesen Formaten gehdren nicht-kompetitive Assays (direkt oder indirekt) und kom-

petitive Assays oder Sandwich-Typen von Assay-Formaten (Rogers, 2000).
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In den vergangenen 20-30 Jahren sind einige optische Methoden etabliert worden. Man
unterscheidet zwischen Methoden, die markierungsfreie Techniken (z.B. surface plas-
mon resonance, SPR) oder markierte Komponenten (z.B. total internal reflection fluo-
rescence, TIRF) benétigen. In Kombination mit immunol ogischen Erkennungsreaktio-
nen werden sie zu attraktiven, einfachen analytischen Sensortechniken (Marty et dl.,
1998).

Nach den Vorgaben der IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
muss zwischen Biosensoren und Immunoassays unterschieden werden (Krdmer, 1996).
Wéhrend sich elektrochemische Biosensorsysteme zur Messung von niedermolekularen
Stoffwechsel substanzen bereitsin groferer Zahl al's sogena Point-of-Care-Testing*
(POC)-Systeme im klinischen Labor etabliert haben, wurden Immunosensoren, zumin-
dest theoretisch, ebenfalls as wichtige Weiterentwicklung auf dem Gebiet der Immuno-
assay-Technol ogie angesehen. Obwohl viele wissenschaftliche Artikel auf diesem Ge-
biet vertffentlicht wurden, sind nur wenige klinisch und kommerziell erfolgreiche Ap-
plikationen der Immunosensortechnik bekannt. Die Grunde hierfir liegen in verschie-
denen Bereichen wie der Immobilisation der Biokomponente, der Orientierung und der
spezifischen Eigenschaften der Antikorper bzw. antikdrpervergleichbaren Komponenten

auf der jeweiligen Transduceroberfl&che (Luppa, 2001).

Nach dieser Methode werden in der Lebensmittelanalytik und in der Umweltanalytik
Immunosensoren zur quantitativen und qualitativen Bestimmung von Pestiziden (Ham-
mock & Mumma, 1980; Nelson et al., 1995; Meusel et a., 1998; Bier et a., 1992; Shri-
ver-Lake et al., 1995; van Emon & Gerlach, 1995; Hale et a., 1996; Gauglitz, 2005;
Brecht & Gauglitz, 1997) sowie nanomechanische Biosensoren mit direkter Messung
der Antikorper-DDT-Bindung (Alvarez et al., 2003) und optische Immunosensoren fir
DDT-Bestimmungen (Mauriz et al., 2006 a), Mauriz et al., 2006 b)) eingesetzt.

Die Verwendung von Biosensoren hangt von der gewiinschten Qualitét der analytischen
Ergebnisse (Empfindlichkeit, Reproduzierbarkeit, Stabilitét) und auch von der Akzep-
tanz der Anwender (Preis, Service, Handhabung) ab. Biosensoren haben den Vortell,
dass sie einfacher und komfortabler in der Handhabung sind, tber ein variables Proben-
volumen und eine grof3e Auswahl an funktionellen Sensor-Chipoberflachen verfligen

sowie kleiner und reversibel im Signal sind und z.T. automatisiert werden kénnen.
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Sie brauchen keine aufwandige Probenvorbereitung, sind sehr spezifisch und liefern
schnell Ergebnisse (Gonzalez-Martinez et a., 1999).

Diese Technologien sind in Zukunft als eine kostengiinstige, schnelle, umweltfreundli-
che und einfache Screeningmethode in der Umweltanalytik zu sehen. Hier kdnnen die
Immunosensoren qualitativ und quantitativ verwendet werden. Sie bieten eine gute
Maoglichkeit, Umweltproben einfacher, billiger, schneller und vor Ort zu messen, um ein
Field-Screening zu erméglichen (Roger & Mascini, 1998). Die Field-Screening-
Methoden sind kostengtinstige Alternativen, die auch als Exportartikel fir Lander im
Osten Europas oder fir die Dritte Welt zunehmend interessant werden (Weber et al.,
2005).

Das optische AQUA-OPTOSENSOR-System wurde urspriinglich fur die medizinische
Diagnostik entwickelt (Schult et al., 1999), parallel dazu erfolgte die Anwendung auf
dem Gebiet der Umweltanalytik fir Monitoring von 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D) (Meusel et al., 1998).

Das AQUA-OPTOSENSOR-System besteht aus einem Grundgerét und Einweg-Chip
und wurde zur quantitativ-diskontinuierlichen Messung von Einzel proben automatisiert.
Diese Sensor-Chipoberflache erméglicht die Immobilisierung von nichtkovalenten Bin-
dungen mittels einer Affinitétsreaktion. Weitere Tests sollen zum Einsatz des Systems
beim Nachwei's unterschiedlicher Substanzen (Multianal yt-lmmunosensor) fihren
(Rauber & Kramer, 2006).

Die Kriterien fur die Unterscheidung von Immunoassays bzw. Immunosensor (AQUA -
OPTOSENSOR) sind in Tab. 2 dargestellt.

16



Einleitung

Tab. 2: Kriterien fur die Unter scheidung von |mmunoassays bzw. | mmunosen-
sor (AQUA-OPTOSENSOR)

ELISA AQUA-OPTOSENSOR
Biochemische spezifische Analyterkennung, Biochemische spezifische Analyterkennung,
Biochemische Reaktion und Detektion erfolgenin zwel | Das Gemisch (Oyster markierter Antikorper/Analyt) wird Uber
getrennten Schritten. die Oberfléche des Einweg-Sensors zugegeben, auf der sich

das Coating-Antigen befindet. Die Fluoreszenz des mit Oyster
markierten Antikorpersist Uber eine Anregung mit Laserlicht
im evaneszenten Feld detektiert.

Mikrotiterplatte, Einweg-Sensoren,

Photometrische Detektion (als Marker werden Enzyme | Fluoreszenzbasiertes System (als Marker wird Farbstoff ver-
verwendet), wendet),

Ein Test dauert ca. 4 Stunden. Liefert sehr schnell Ergebnisse, Proben lassen sich innerhalb

von ca. 35 min. bestimmen.
Automatisierte Messabléufe und Datenauswertungen,

Der Kostenfaktor fir die Untersuchung der Proben im Empfindlich, vereinfachte Handhabung, ermdglicht schnelles
Labor ist hoch; und es kénnen Pipettierungsfehler auf- Screening, Pipettierungsfehler kdnnen vermieden werden.
tauchen.

Volumenprobe/Kavitét: 100 pL-150 pL. V olumenprobe/ Sensor-Chip/Messung: 100 puL-150 plL .

7 Aufgabenstellung

Im ersten Schritt dieser Promotionsarbeit soll die Palette der gegen DDT gerichteten
monoklonalen Antikorper erweitert werden. Die Verdffentlichung der Gruppe von Prof.
Montoya (Polytechnische Universitét, Valencia, Spanien) bildete fur die geplanten Ar-
beiten die Grundlage (Abad et a., 1997).

Es sollten mAks zum Nachweis von DDT hergestellt und ELISAs mit diesen anti-DDT
mAKks entwickelt werden. Die Optimierung, Charakterisierung, Bestimmung von Kreuz-
reaktionen und Losungsmittel vertréglichkeit stehen durch konventionelle ELISA der
neu entwickelten anti-DDT mAksin verschiedenen Formaten (Coating Antigen-Format

und Enzym Tracer-Format) an.

Im zweiten Schritt dieser Promotionsarbeit wird die Anpassung und Optimierung des
entwickelten Immunoassays an das Format des |mmunosensors AQUA-OPTOSENSOR
fur DDT-Bestimmung behandelt. Im optischen AQUA-OPTOSEN SOR-System wurden
die fluoreszenzmarkierten anti-DDT mAKks zur Analyterkennung angewendet.

Fiir diesen Aufbau sollten anti-DDT mAks mit einem Fluoreszenzfarbstoff Oyster®-645
konjugiert werden. Durch Totalreflexion eines Lichtstrahls wird ein evaneszentes Feld er-

zeugt und die Molekiile werden an der Transduceroberflédche angeregt.

Im dritten Schritt dieser Promotionsarbeit sollen Messungen von Wasserproben mit un-
terschiedlichen Methoden (konventioneller ELISA und AQUA-OPTOSENSOR)
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verglichen werden. Nairobi-Wasserproben sollten auch vor Ort in direkter Zusammen-
arbeit mit der University of Nairobi gemessen werden. Die mit dem AQUA-
OPTOSENSOR-System erzielten Resultate werden mit denen des konventionellen
ELISA verglichen.

Der letzte Aufgabenbereich ist die Entwicklung einer Schnellextraktion fir Nairobi-
Sedimente und Anpassung an Immunoassays, |mmunosensor und Referenzanal ytik.

8 Zusammenar beit mit anderen Stellen

Diese Arbeit wurde im Rahmen des EU-Projektes Pollution Monitoring in the Nairobi
River: Application of New and Robust Biosensor Technologies Adapted to Locally A-
vailable Resources* (AQUA-SCREEN; Projektlaufzeit: Dezember 2002 bis Mai 2006)
ermoglicht.

Das Projekt wurde in Kooperation mit folgenden Wissenschaftlern durchgefthrt:

Dr. Francis Mulaa, University of Nairobi, Kenia,

Prof. Dr. Paul Shiundu, University of Nairobi, Kenia,

Dr. Thomas Egwang, Med Biotech Laboratories, Kampala, Uganda,

Dr. Markus Meusel, ICB-GmbH, Munster,

Dr. Peter Rauch, CANDOR Bioscience GmbH, Minster,

Dr. Wolfgang Kleibhmer, ICB-GmbH, Mnster und

Prof. Dr. Calum McNeil, University of Newcastle upon Tyne, England.

Die Entwicklung der monoklonalen Antikorper gegen DDT, Immunisierung von Ratten
und Subklonierung erfolgte durch Frau Dr. E. Kremmer, Institut fur Molekulare Immu-

nologie, GSF.

Im Rahmen dieses Projekts wurde der optische Biosensor AQUA-OPTOSENSOR fir
die Uberwachung von Pestiziden im Nairobi-Fluss eingesetzt. Als Ansprechpartner und
fur die weitere Zusammenarbeit mit AQUA-OPTOSENSOR stellten sich die Siemens
AG, Minchen, Deutschland, und Diagnosesysteme GmbH, Leipzig, Deutschland, zur

Verfligung, die auch bei Problemen mit dem Immunosensor helfen konnten.
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Il MATERIAL UND METHODEN

1 lmmunoassays

1.1 Allgemeine Materialien

Mikrotiterplatten (Nunc F-96 MaxiSorp™), Nunc, Wiesbaden, Deutschland.
Dialyse Kassetten 0,5-3 mL, Pierce Dialyse Cassette Slide-A-Lyzer™ 10.000,
Pierce, Rockford, USA.

Extra-Strength, Nadeln Sterican 0,60 x 25 mm, 1,20 x 40 mm und Spritzen Omnifix
(1,5, 10, 20 mL), B. Braun Melsungen, Deutschland.

Filtereinheit / Filter unit, Spartean 13/0,2 RC, Schleicher & Schuell, Dassel,
Deutschland.

Pipettenspitzen, Protein LoBind Reaktionsgefélie und Polypropylen mit Verschluss,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland.

Bechergléaser, Erlenmeyerkolben (50, 100, 250 mL), Glaszylinder (25, 50, 100, 250,
1.000 mL), Duran, Mainz, Deutschland.

50 mL Reagent Reservoir, Corning Incorporated, Costar, Cambridge, USA.

Offene Plastik-Rohrchen, Acryl-Plasikstéander, Testgldschen mit Schraubverschluss
fr die Probenverdiinnungen, Schnappdeckel gléschen mit Deckel, Pasteurpipetten
mit Silikonhttchen, Neolab, Heidel berg.

1.2 Allgemeine Arbeitsger ate

Pipette einstellbar fur 1-10 ul, 10-100 pul, 20-200 pl, 200-1.000 pl, 1.000-10.000
pl, Multipipetten® plus einstellbar, Eppendorf Response Mehrkanal (8-Kanal- und
12-Kanal-Pipetten), einstellbar fur 20-200 ul, 20-300 ul, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland.

Fir die Durchmischung von Losungen wurde ein Minishaker, Vortex, Lab Safety
Supply, Inc, Janesville, WI, USA, mit variabler Motorstéarke benutzt.

Inkubator 1.000, MR 1.000 Magnetruhrer, Heidolph Instruments GmbH & Co, KG,
Schwal bach, Deutschland.

VARIOMAG Magnetrihrer, POLY 15, H+P Labortechnik AG, Oberschlei3heim,

Deutschland.
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Das Waschen der Mikrotiterplatten geschah mit einer semi-Automat Nunc Immu-
nowash, Roskilde, Danemark, oder mit Automat Mikrotiterplatten washer
ELX405R, Bio-Tek Instruments, Bad Friedrichshall, Deutschland.

Die Testauswertung der Mikrotiterplatten wurde mit ThermoMax Reader, Molecu-
lar Devices, Palo Alto, USA, unter der Verwendung der Software SOFTmax® Pro,
3.0, Molecular Devices, Palo Alto, USA, bei 450 nm (Referenzwellenlange von 650
nm) vorgenommen. Zur Darstellung von Inhibitionskurven wurde die 4-Parameter
Logistik Formel (SOFFmax® Pro, 3.0, Molecular Devices, Palo Alto, USA) ver-
wendet.

pH-Einstellungen wurden mit einem pH-Meter der Firma Wissenschaftlich-
Technische Werkstétten GmbH & co KG, Weilheim, Deutschland, durchgefihrt.
Das Abwiegen der Reagenzien wurde auf einer Prézisionswaage und Analysen-
waage, Sartorius analytic, Utting, Deutschland, vorgenommen.

Zentrifuge, Heraeus Biofuge 15; Kendro Laboratory Products, Asheville, NC, USA.
Trockenschrank, Hanau, Deutschland.

UV-VIS scans; 240-450 nm; Ultraspec 3000, Amersham Pharmacia Biotech, Pis-
cataway, NJ, USA.

1.3 Allgemeine | mmunor eagenzien

Maus-anti-Ratte mAk TIB-172 (k-specific) und LA 1B12-2-1 (Anti-A) wurden am
Institut fir Molekulare Immunologie, Minchen, Deutschland, hergestellt.
Ziege-anti-Maus IgG, Ziege-anti-Maus gekoppelt an POD, Protein A, Protein G,
Protein A/G, Pierce, Biotechnology, USA.

mAK Lib 5-25, OVA-DDT-5, Polytechnic University Valencia, Spanien.
Ziege-anti-Ratte gekoppelt an POD, rat IgG+IgM Antikorper, Dianova, Hamburg,
Deutschland.

a-1gG1, a-1gG2a, a-1gG2b, a-kappa, ATCC, Manassas, VA, USA.

o-1gM, Alexis, Grinberg, Deutschland.

0-1gG2c, Ascenion, Miinchen, Deutschland.

Protein G-Sepharose 4 Fast Flow, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schwe-

den.
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1.4 Herstellung der neuen | mmunor eagenzien fir DDT
Fur die Entwicklung der neuen Immunoreagenzien fir DDT sind verschiedene Schritte
erforderlich. Einen Uberblick soll die Abb. 7 vermitteln.

Immunor eagenzien fir DDT

A\ J

y

N
Haptene, Immunogene, Coating Antigene, mAks

- J

y

Die Grundlage fur die geplanten Arbeiten
Abad et a., 1997
v

Firma Solvias, Basdl, mAk Lib5-25
Schweiz OVA-DDT5

y

[ DDT-Hapten ]

Abb. 7.  Schematische Dar stellung der Entwicklungsschritte der bendtigten
Immunoreagenzien fir DDT

Die Haptene fur das Immunogen sind sehr wichtig fr die Entwicklung der Antikorper
(Hammock et al., 1990). Die Arbeit von Abad et al., 1997 gibt bereits wichtige Hinwei-
se zu unterschiedlichen Strukturen, die zur erfolgreichen Entwicklung von anti-DDT
Antikorpern fuhrten. Anhand dieser Arbeit wurde ein Hapten (Abb. 8) synthetisiert (ex-
tern durch Firma Solvias AG, Basel, Schweiz). Das Hapten wurde in dieser Doktorar-
beit sowohl fir die Immunisierung von Ratten a's auch fir die anschlief3ende
Assay-Entwicklung eingesetzt. Dieses Derivat des DDT besitzt einen CHz-Spacer und
eine Carboxylgruppe.

Letztere dient zur kovalenten Bindung an die Proteine. Die Richtigkeit der Struktur
wurde u.a. anhand von NMR-Daten bestétigt (Dr. Norbert Hertkorn, IOC, GSF).
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H
—O— O
C C
| OH
ccl,

Abb. 8.  Struktur des DDT-Derivats Hapten
(4-{ 4-[1-(4-chlorophenyl)-2,2,2-trichl oroethyl] phenyl} butanoic acid

1.4.1 Synthese der Hapten-Protein-K onjugate

Die Herstellung der Hapten-Protein-Konjugate war notwendig, um die Immunisierun-
gen von Ratten durchzuftihren. Die Konjugate kénnen in Coating Antigen-Format-
ELISA eingesetzt werden und stehen daher auch fir spdtere Anwendungen im Immuno-
sensor zur Verfugung.

Die Herstellung der Hapten-Protein-Konjugate fir DDT erfolgte mit einer modifizierten
Aktiv-Ester Methode von Langone & Van Vunakis (1975).

Der Ablauf pro einfachen Ansatz fir ein Protein war wie nachfolgend beschrieben:

Methode A

e 0,200 mmol des DDT-Haptens, 0,202 mmol NHS und 0,223 mmol DCC wurden in
1 mL DMF angesetzt. Dieser Reaktionsansatz wurde 4 h bei RT gerthrt, gefolgt
von weiteren 12 h bei 4 °C (Kuhlschrank). Danach wurde der Ansatz zentrifugiert
(10 min bei 1400 upm), und der klare Uberstand (aktivierter Ester) sehr langsam
(20 pL/ 10 min) tUber mehrere Stunden zu der Proteinlosung (10 mgin 1 mL 0,05
M Boratpuffer, pH 8) hinzupipettiert. Dieses Gemisch wurde ca. 16 h (liber Nacht)
bei 4 °C (Kuhlschrank) weitergerihrt. Vor der Dialyse wurde der weil3e Nieder-
schlag, der sich bei der Zugabe des Haptens gebildet hatte, abzentrifugiert (10 min
bei 1400 upm), um das Prézipitat (Harnstoff) zu entfernen. Die Dialyse erfolgte
Uber 3 Tagein 0,2 M PBS, pH 7,6, mit zweimal taglichem Wechsel des Puffers.

Die Hapten-Protein-Konjugate DDT-Hapten-KLH, DDT-Hapten-OVA und DDT-

Hapten-BSA wurden mit UV-Spektroskopie charakterisiert, um den Erfolg der Kopp-

lung zu Uberpriifen (Anhang, Teil C).
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Methode B

Das DDT-Hapten-OV A-Konjugat wurde auch mit reduziertem Ansatz von DDT-Hapten
pro Protein unter denselben Bedingungen noch einmal konjugiert. An Stelle von 0,200
mmol von DDT-Hapten wurden nur 0,200 mmol (DDT-Hapten-OVA%2) und 0,050
mmol (DDT-Hapten-OV AY4) eingesetzt. NHS und DCC wurden dementsprechend re-
duziert, aber die Proteinkonzentration (10 mg/mL) wurde gleich behalten. Die weiteren
Schritte der Konjugation wurden durchgefiihrt wie oben fir den einfachen Ansatz be-
schrieben.

Bis zum Gebrauch wurden die Hapten-Protein-K onjugate ohne Zusétze bei 4 °C im
Kuhlschrank gelagert.

1.4.2 Synthese der Enzym Tracer-Konjugate

Fir den spéteren Antikorpertest im Enzym Tracer-Format-ELISA wurden Kopplungen
der DDT-Hapten an die Enzyme (POD und GOD) durchgefiihrt.

Die Herstellung der Enzym Tracer fur DDT-Immunoassays erfolgte mit einer modifi-
zierten Aktiv-Ester Methode von Schneider et al., 1994. Der Ablauf war wie folgt:

e 3 umol des DDT-Haptens, 15 pmol NHS und 30 pmol DCC wurden in 130 pl
DMF angesetzt. Dieser Reaktionsansatz wurde 12 h bei 4 °C (Kuhlschrank) weiter
gertihrt, danach der Ansatz zentrifugiert (10 min/1400 upm) und der klare Uber-
stand (aktivierter Ester) sehr langsam tber mehrere Stunden (10 uL/10 min) zu der
Enzymldsung (2 mg POD in 3 mL 0,13 M NaHCOg, pH 8,2; 2 mg GOD in 3 mL
0,13 M NaHCOs3, pH 8,2, gel6st und 3 mg GOD in 3 mL 0,13 M NaHCOg, pH 8,2,
gelst) hinzupipettiert. Vor der Dialyse wurde der weil3e Niederschlag, der sich bei
der Zugabe des Haptens gebildet hatte, abzentrifugiert (10 min/1400 upm). Die
Diayse erfolgte Gber 3 Tage in 0,13 M NaHCO;3 Puffer, pH 8,2, mit zweimal tégli-
chem Wechsel des Puffers.

Bis zum Gebrauch wurden die Enzym Tracer-Konjugate mit Zusétzen (50% Glycerol)

fir DDT-Hapten-HRP und ohne Zusétze fir DDT-Hapten-GOD (2 mg und 3 mg) bei

-27 °C im Gefrierschrank gelagert.
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1.4.3 Screening der Klone

Fur die Immunisierungen von Ratten wurden DDT-Hapten-KLH und DDT-Hapten-
OVA asImmunogene eingesetzt. DDT-Hapten-BSA wurde fur das Screening der Klo-
ne verwendet. Mehrere Injektionen der Konjugate wurden vom Institut fir Molekulare
Immunologie (IMI), GSF durchgefihrt, Abb. 9.

Ratten-lmmunisierungen .
Institut fir Molekulare Immunologie 4[ ST E R AB LT ]
Frau Dr. E. Kremmer

Milzzellen | Krebszell-Linie
P3X63-Ag8.653
A 4

[ Hybridom-Zellen )

(. J

A 4
N
Screening auf spezifische
Antikorper

A 4

Klonierung positiv getes-
teter Zell-Linie

y

N
Aufreinigung des mAks
DDT

- J

Abb.9:  Herstellung von neuen anti-DDT mAks

Es wurden zwei Ratten (LOU/C) mit ca. 50 ug vom DDT-Hapten-KLH-Konjugat und
mit ca. 50 pg vom DDT-Hapten-OV A-Konjugat immunisiert (Injektion subcutan und
intraperitoneal). Dazu wurde das jeweilige Immunogen mit Adjuvans (CPG2006; TIB
MOLBIOL) versetzt und gut emulgiert. Im jeweiligen Abstand von zwei Wochen und
drei Tagen vor der Fusion wurden die gleichen Antigenmengen erneut den Ratten intra-
peritoneal injiziert. Bei jeder Immunisierung wurde Blut entnommen, das zur Antikor-
pertiterbestimmung verwendet wurde. Die mAks wurden mit der Hybridom-Technik
nach Kéhler & Milstein, 1975, vom IMI, Minchen, hergestellt.
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Die Fusion der Myeloma Zell-Linie P3X63-Ag8.653 mit Milzzellen von Ratten erfolgte
mit einer Standardprozedur (Kremmer et a., 1995). Das Hybridom wurde mit DDT-
Hapten-BSA-Konjugat im ELISA-Format getestet, um den spezifischen Antikorpertiter
zu bestimmen. Das entsprechende Protein wurde al's negative Kontrolle eingesetzt. Nur

digenigen Klone, die das Konjugat binden, wurden weiterverfolgt.

e 44 Kulturiberstande (mit den entsprechenden anti-DDT mAKks) wurden nach den
ersten Testsam IMI selektioniert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die 44 Kultur-
Uberstdnde nochmals auf die Bindung in Coating Antigen- und Enzym Tracer-
Formaten am Institut fir Okologische Chemie getestet.

Fir die Hemmung wurden o,p’-DDT und p,p’-DDT als Standards ausgewahlt und
in zweidimensionalen Titrationen getestet. Die Kulturiiberstdnde mussten dazu von
1:10 bis 1:1280 mit 40 mM PBS, pH 7,6-7,8, verdinnt werden, bevor sie auf der
Mikrotiterplatte (MP) in Coating Antigen-Format getestet wurden. Von diesen Kul-
turiiberstanden wurden nur drei Uberstande, die die beste Inhibition zeigten, ausge-
sucht: DDT 7C12, DDT 1C1, DDT 1B2.

e Die verschiedenen Immunoglobuline und Subklassen der Antikorper wurden am
IMI, GSF, Minchen, unter Verwendung von biotinylierten mAks fir IgM, 1gG
Subklassen und leichten-Ketten a-1gG1, a-1gG2a, a-1gG2b, a-kappa, a-IgM, o-
IgG2c und anti-A bestimmt.

e DiemAksDDT 7C12 (IgG2alambda), DDT 1C1 (1gG2b kappa) und DDT 1B2
(1gG2a, kappa) wurden in dieser Arbeit entwickelt und charakterisiert. Fur die Cha-
rakterisierung mussten die anti-DDT mAKks zunéchst aus den Zellkulturiberstdnden
aufgereinigt werden. Die Reinigung von neu entwickelten anti-DDT mAks wurde
vom IMI, GSF (via Protein G-Sepharose 4 Fast Flow) durchgefihrt und in 0,4%
(v/v) Micro-O-protect bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert.

1.5 Entwicklung eines konventionellen EL1SAs

Dieses Kapitel beschreibt die Entwicklung eines direkt und indirekt kompetitiven ELI-
SAsfur DDT in Mikrotiterplatten. Es wird sowohl auf die Herstellung von Coating An-
tigenen als auch auf die Enzym Tracer eingegangen.

Der konventionelle ELISA wurde in der MP in zwei unterschiedlichen Formaten durch-

gefuhrt: Coating Antigen-For mat und Enzym Tracer -For mat.

25



Material und Methoden

Die Optimierung des ELISAs erfolgte zuerst grundsétzlich durch die Variation von
Coating Antigen-, Antikorper- und Tracerkonzentration in einer zweidimensionalen
Titration. Geeignete Verdiinnungen der Immunoreagenzien mussten fir jeden Ver-
suchsansatz festgelegt werden. Allgemein wurden Titrationen in 1:2 Schritten durchge-
fuhrt. Konzentrationen und Inkubationszeiten des Coating Antigens, Antikorpers und
Tracers wurden optimiert, um eine hohe Empfindlichkeit des Assays bei relativ hohen
Signalintensitéten (ODs) zu erreichen. Der Testmittel punkt ist ein Qualitétskriterium fir
den Assay. Er wird durch eine Reduzierung der Antikdrper- und Tracerkonzentration
bis zu einem bestimmten Punkt abgesenkt.

In manchen Optimierungen des ELISAs wurden Abséttigungsschritte eingefiigt. Block-
reagenzien (Milchpulver, BSA) besetzen freie Oberflachen auf der MP. So konnten un-
spezifische Bindungen vermieden und dabei immer noch hohe ODs erreicht werden.
Als Waschl6sung wurde ein 0,05% (v/v) Tween enthaltene 4 mM PBS, pH 7,6-7,8,
verwendet. Das Waschen der MP nach den einzelnen Inkubationsschritten wurde drei-
bis viermal mit Hilfe eines 12- oder 8-Kanal-Waschkammes oder mit Mikrotiterplat-
tenwasher durchgefihrt (alle 96 Kavitéten gleichzeitig). Die Kavitéten wurden mit 300
pL Waschldsung befiillt und die Platten durch Auskippen geleert.

Alle eingesetzten L 6sungen und Proben wurden vor Gebrauch auf Raumtemperatur er-
warmt. Die MP wurden bei Raumtemperatur inkubiert, mit Ausnahme des Coatings auf
MP, welches etwa 16 Stunden lang bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert wurde. Nach den
letzten Waschschritten wurde die Enzym-Substrat-Reaktion durch Zugabe von TMB-
Substratl 6sung gestartet und nach 10 bis 30 Minuten (je nach Farbentwicklung) durch
Zugabe von Schwefel séure gestoppt. Bei einer Wellenlange von 450 nm (Referenz 650
nm) wurden die MP photometrisch im ELISA-Reader gemessen.

Die optimierten ELISAsfur DDT sind im folgenden dargestelIt.
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1.5.1 Coating Antigen-Format
Alserster Schritt wurde ein ELISA im Coating Antigen-Format aufgebaut. Dieser ist
wichtig fur das Screening nach Klonen. Die neu entwickelten Immunoreagenzien eigne-

ten sich auch fir die spétere Anwendung im Immunosensor.

1.5.1.1 Versuchsdurchfihrung

In diesem Test-Format wurden zunéchst die kommerziellen Immunoreagenzien (OVA-
DDT 5 und mAKk Lib 5-25) verwendet, Tab. 3.

Im folgenden Schritt wurden die hergestellten Coating Antigene (DDT-Hapten-KLH,
DDT-Hapten-OVA, DDT-Hapten-BSA, DDT-Hapten-OVAY:, DDT-Hapten-OVAYj),
Tab. 4, und anti-DDT mAks (7C12, 1C1, 1B2) getestet und optimiert, Tab. 5.
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Tab.3:  Optimierte Testbedingungen fir das Coating Antigen-For mat
(indirekter kompetitiver ELISA) nach Abad et al., 1997

Arbeitsschritte

L 6sungen / Verdunnungen, die benétigt wurden

Coating

Waschen
Standard

Antikdrper

Waschen
Zweiter AntikOrper

Waschen
Substrat

Waschen

Abstoppen
Detektion

OVA-DDT 5 (Spanien) 1 mg/mL, 1 pg/mL in 50
mM Carbonatpuffer, pH 9,8; 250 ul/Kavitét, 4 °C,
Uber Nacht (Kuhlschrank)

3-mal mit4 mM PBST, pH 7,6

Konzentrationen 0,01-100.000 pg/L in 40 mM PBS,
pH 7,6-7,8; 2 h/RT Inkubation (zusammen mit An-
tikdrper), unter Schitteln

100 pl/Kavitat

mAK Lib 5-25 (500 pg/mL) in 0,1% BSA/40 mM
PBS, pH 7,6-7,8, 1: 2.000 (250 ng/mL)

100 pl/Kavitét

3-mal mit4 mM PBST, pH 7,6
Ziege-anti-Maus-POD, 1:50.000 in 40 mM PBST,
pH 7,6-7,8

200 pl/Kavitét, 1 h Inkubationszeit /RT

3-mal mit4 mM PBST, pH 7,6

100 puL H0,, 400 uL TMB in DMSO in 25 mL
100 mM Natriumacetatpuffer, pH 5,5

200 pl/Kavitét, 20 min Inkubationszeit /RT, in
Dunkelheit

3-mal mit4 mM PBST, pH 7,6

2 M H3S0O,, 50 pl/Kavitét

450 nm (Referenzwellenldnge 650 nm)
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Tab.4:  Optimierte Testbedingungen fur das Coating Antigen-For mat
(indirekter kompetitiver ELISA) fir mAk Lib 5-25 mit entwickelten Coa-

ting Antigenen

Arbeitsschritte

L 6sungen / Verdinnungen, die bendtigt wurden

Coating

Waschen
Standard

Antikdrper

Waschen
Zweiter Antikorper

Waschen
Substrat

Waschen

Abstoppen
Detektion

DDT-Hapten-KLH (6,25 mg/mL), DDT-Hapten-
OVA (6,58 mg/mL), DDT-Hapten-BSA (7,35
mg/mL), DDT-Hapten-OVAY2 (4,5 mg/mL), DDT-
Hapten-OVAY4 (4,8 mg/mL, 9,7 mg/mL und 4,6
mg/mL), 2 ng/mL in 50 mM Carbonatpuffer, pH
9,8; 250 pl/Kavitét, 4 °C, tber Nacht (Kihl-
schrank)

3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6

Konzentrationen 0,01-100.000 pg/L in 40 mM
PBS, pH 7,6-7,8; 2 h Inkubation/RT (zusammen
mit Antikorper), unter Schiitteln

100 pl/Kavitét

mAK Lib 5-25 (500 pg/mL), in 0,1% BSA/40 mM
PBS, pH 7,6-7,8; 1: 2.000 (250 ng/mL);

100 pl/Kavitét

3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6
Ziege-anti-Maus-POD, 1:50.000 in 40 mM PBST,
pH 7,6-7,8

200 pl/Kavitét/1 h Inkubation/RT

3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6

100 pL H20,, 400 uL TMB in DMSO in 25 mL
100 mM Natriumacetatpuffer, pH 5,5

200 pl/Kavitét fur 10/15 min Inkubation/RT, in
Dunkel heit

3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6

2 M H3S0,, 50 pl/Kavitét

450 nm (Referenzwellenlange 650 nm)
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Tab. 5:

Optimierte Testbedingungen fur das Coating Antigen-For mat

(indirekter kompetitiver ELISA) fir entwickelte Immunoreagenzien

Arbeitsschritte

L 6sungen / Verdinnungen, die bendtigt wurden

Coating

Waschen
Abséttiqung

Waschen

Standard bzw. Probe (Realprobe,

Sedi ment-Extrakt)

Antikdrper

Waschen
Zweiter Antikorper

Substrat

Waschen

Abstoppen
Detektion

DDT-Hapten -OVAY2 (4,5 mg/mL), DDT-Hapten
OVAY4 (4,8 mg/mL, 9,7 mg/mL und 4,6 mg/mL),
0,5 pg/mL fur mAk DDT 1C1 und 1 pg/mL fir
mAK DDT 7C12 und fir mAk DDT 1B2in 50 mM
Carbonatpuffer, pH 9,8; 250 pl/Kavitét, 4 °C,
Uber Nacht (Kuhlschrank)

3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6

1% (w/v) Milchpulver in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8,
fir mAk DDT 7C12 und fir mAk DDT 1B2

270 pl/Kavitét fur 1h/RT

nicht notwendig fir mAk DDT 1C1

3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6

Konzentrationen 0,01 — 100.000 pg/L in 40 mM
PBS, pH 7,6-7,8

100 pl/Kavitét, 2 h Inkubation/RT (zusammen mit
Antikorper), unter Schiitteln

mAk DDT 1C1 (0,6 mg/mL oder 1,2 mg/mL, 250
ng/mL), in 0,1 % BSA in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8
mAk DDT 7C12 (6 mg/mL, 125 ng/mL), in 40 mM
PBS, pH 7,6-7,8

mAK DDT 1B2 (1,3 mg/mL, 500 ng/mL), in 40
mM PBS, pH 7,6-7,8

100 pl/Kavitét

3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6
Ziege-anti-Rat-POD, 1:20.000 (1:1 in Glycerol) in
40 mM PBST, pH 7,6-7,8

200 pl/Kavitét fur 1h Inkubation/RT

100 pL H20,, 400 uL TMB in DMSO in 25 mL
100 mM Natriumacetatpuffer, pH 5,5

200 pl/Kavitét fur 10/15 min Inkubation/RT, in
Dunkel heit

3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6

2 M H3S0,, 50 pl/Kavitét

450 nm (Referenzwellenlénge 650 nm)
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1.5.2 Enzym Tracer-Format

1.5.2.1 Versuchsdurchfihrung

Das DDT-Hapten wurde an zwei Enzyme kovalent gekoppelt, namlich HRP und GOD.
Verschiedene Verdinnungen von DDT-Hapten-Enzym-K onjugaten (DD T-Hapten-
HRP, Tab. 6, und DDT-Hapten-GOD, Tab. 7), mit mAk Lib 5-25 und neu entwickelte

anti-DDT mAks wurden im Enzym Tracer-Format optimiert.

Tab.6:  Optimierte Testbedingungen fir das Enzym Tracer -For mat
(direkter kompetitiver ELISA), mit DDT-Hapten-HRP

Arbeitsschritte L dsungen / Verdinnungen, die bendtigt wurden
Coating Maus-anti-Ratte kappa TIB-172, fir mAk DDT 1C1

und mAk DDT 1B2; 1 ng/mL oder 2 pg/mL
Maus-anti-Ratte lambda LA 1B12 fir mAk DDT
7C12; 2 ng/mL

Ziege-anti-Maus fir mAKk Lib 5-25 2,4 ng/mL
und/oder verschiedene Proteine (A, G, A/G)

2 png/mL in 50 mM Carbonatpuffer, pH 9,8

200 ul/Kavitét, 4 °C, tber Nacht (K uihlschrank)

Waschen 3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6
Antikorper mAk DDT 1C1 (0,6 mg/mL oder 1,2 mg/mL; 300

ng/mL), mAk DDT 7C12 (6 mg/mL; 125 ng/mL)
und mAKk DDT 1B2 (1,3 mg/mL; 250 ng/mL) in 1 %
(w/v) Milchpulver in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8

mAK Lib 5-25 (1:1.000) in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8
150 pL/Kavitét, Inkubationszeit 2h/RT

Waschen 3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6
Standard bzw. Probe (Realprobe,  Konzentrationen 0,01-10.0000 pg/L in 40 mM PBS,
Sedi ment-Extrakt) pH 7,6-7,8
100 pl/Kavitét fur 1h Inkubation/RT
Enzym Tracer DDT-Hapten-HRP (1:8.000 fiir mAk DDT 1C1,

mAk DDT 7C12 und 1:1.000 fur mAk DDT 1B2),
mAK Lib 5-25 (1:4.000) in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8
50 pL/ Kavitét fur 30 min Inkubation/RT, unter

Schiitteln
Waschen 3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6
Substrat 100 pL H»0,, 400 uL. TMB in DMSO in 25 mL 100

mM Natriumacetatpuffer, pH 5,5
200 pL/Kavitét fur 20 min Inkubation/RT in Dun-

kelheit
Waschen 3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6
Abstoppen 2 M H3S0,, 50 pl/Kavitét
Detektion 450 nm (Referenzwellenlange 650 nm)
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Tab.7:  Optimierte Testbedingungen fur das Enzym Tracer-For mat
(direkter kompetitiver ELISA) mit DDT-Hapten-GOD (2 mg und 3 mg)

Arbeitsschritte L 6sungen / Verdiinnungen, die bendtigt wurden
Coating Maus-anti-Ratte kappa TIB-172, fur mAk DDT

1C1 und mAk DDT 1B2; 1 ug/mL oder 2 ng/mL
Maus-anti-Ratte lambda LA 1B12 fir mAk DDT
7C12, und/oder verschiedene Proteine (A, G, A/G,
2 pg/mL)

Ziege-anti-Maus fur mAKk Lib 5-25 2,4 ng/mL

in 50 mM Carbonatpuffer, pH 9,8

200 pl/Kavitét, 4 °C, tber Nacht (K uhlschrank)

Waschen 3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6
Antikorper mAK DDT 1C1 (0,6 mg/mL oder 1,2 mg/mL; 500

ng/mL oder 600 ng/mL)

mAK DDT 7C12 (6 mg/mL; 300 ng/mL)

mAK DDT 1B2 (1,3 mg/mL; 1.000 ng/mL) in 1%
(w/v) Milchpulver in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8
mAK Lib 5-25 (1:1.000) in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8
150 ulL/Kavitét, fur 2 h Inkubation/RT

Waschen 3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6
Standard bzw. Probe (Realprobe,  Konzentrationen 0,01-100000 pg/L in 40 mM PBS,
Sediment-Extrakt) pH 7,6-7,8
100 pl/Kavitét fur 1 h Inkubation/RT
Enzym Tracer DDT-Hapten-GOD (2 mg und 3 mg), (1:1.000 fir

mAk DDT 1C1, mAk DDT 7C12 und fur mAk
DDT 1B2), mAk Lib 5-25 (1:2.000) in 40 mM
PBS, pH 7,6-7,8
50 pL/Kavitét fur 30 min Inkubation/RT, unter
Schitteln in Dunkel heit

Waschen 3-mal mit4 mM PBST, pH 7,6

Substrat D(+) Glucose/100 uL HRP/100 uL. TMB in DMSO
in 25 mL 100 mM Natriumacetatpuffer, pH 5,5
150 pl/Kavitét fur 30 min Inkubation/RT, unter
Schitteln in Dunkel heit

Waschen 3-mal mit 4 mM PBST, pH 7,6
Abstoppen 2 M H,S0,, 50 pl/Kavitét
Detektion 450 nm (Referenzwellenldnge 650 nm)
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Die optimierten Testbedingungen in beiden ELISA-Formaten wurden weiter fir die
Charakterisierungen des ELISAs im Coating Antigen-Format und im Enzym Tracer-
Format (Bestimmung von Kreuzreaktivitaten und L ésungsmittel vertraglichkeit)
eingesetzt.

1.6 Charakterisierung der Antikor per

1.6.1 Bestimmung von Kreuzreaktivitaten

Die Fahigkeit des Antikérpers, auch andere Strukturen al's den Hauptanalyten zu erken-
nen, nennt man Kreuzreaktivitét. Je selektiver ein Antikorper ist, desto weniger Kreuz-
reaktionen weist er auf.

Zur Charakterisierung der Selektivitét von anti-DDT mAks im Coating Antigen-Format
und Enzym Tracer-Format wurden die Kreuzreaktionen von DDT-Isomeren und DDT-
Metaboliten (p,p’-DDE, o,p’-DDE, p,p’-DDD, o,p’-DDD und p,p’-DDA) bestimmt.
Aulerdem wurde auch das DDT-Hapten auf Kreuzreaktivitét getestet. Die Testmittel-
punkte der einzelnen Substanzen wurden mit denen von p,p -DDT mit mAk DDT 7C12,
mAK DDT 1B2 und o,p"-DDT mit mAk DDT 1C1 verglichen.

Mittels der Testmittel punkte bel der Detektion verschiedener DDT-Metaboliten wurde
die Kreuzreaktivitat in Prozent berechnet:

CR=100xIC 50% (p,p"-DDT oder o,p"-DDT)/IC 50% (T estsubstanz)

CR: Kreuzreaktivitét [%0]
IC 50% (p,p’-DDT oder o,p"-DDT): Testmittel punkt des Standards [ug/L]
IC 50% (Testsubstanz): Testmittel punkt der Testsubstanz [ug/L]

1.6.2 Losungsmittelvertraglichkeit
Losungsmittel effekte im ELISA sind hinsichtlich eines vorausgehenden Fliissigextrakt-
schrittes fir Nairobi-Fluss-Sedimente sowie der Auswahl des Lésungsmittels fir die
Tests von Realwasserproben in ELISA und AQUA-OPTOSENSOR von Bedeutung.
Auf diese Weise wurde die Vertréglichkeit der anti-DDT mAKks von verschiedenen L6-
sungsmitteln (MeOH, EtOH, Aceton, Isopropanol, ACN, n-Hexan) optimiert. Die fol-
genden Konzentrationen wurden getestet: 0, 5, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30 und 40% (in 40
mM PBS, pH 7,6-7,8 verdinnt). Zusétzlich wurden Optimierungen auch mit Zusatz von
DMF, Tween, DM SO und Low Cross Buffer in den folgenden Konzentrationen getes-
tet: 0,001, 0,01, 1 und 10% (in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8, verdinnt).
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Fur die weiteren Optimierungen von Standardkurven in ELISA mit mAk DDT 1C1
wurde o,p"-DDT in 10% Isopropanol mit DM SO in 4:1 Verdiinnung und 0,001%
Tween angesetzt. Der Einfluss auf Immunoassays mit o,p"-DDT in 40 mM PBS, pH
7,6-7,8, oder 10% Isopropanol wurde direkt oder nach 2 Stunden Inkubationszeit beo-
bachtet. Durch den Einsatz von Lésungsmitteln wurde die Bindung von DDT an den

Glasoberflachen von Schnappglaschen vermieden (bzw. reduziert).

1.7 Probennahme und M essung von W asser proben

Eswurden jeweils drei verschiedene Fluss- und Seewasserproben aus M tinchen und elf
aus dem Nairobi-Flussin Keniain den ELISA-Formaten getestet.

Die Wasserproben wurden in Minchen vom Riemer See, aus der Isar und einem Bach
im Englischen Garten im August 2005 entnommen und bis zur Analyse unter Kiihlung
(4 °C) in braunen Glasflaschen (1L) aufbewahrt. Fir die Messung von Wasserproben
wurden die bereits beschriebenen Testdurchfihrungen der optimierten ELISA-Formate
verwendet. Die Wasserproben wurden mit verschiedenen Konzentrationenvon 1, 2, 3,
5, 10, und 50 pg/L dotiert und dann direkt fir den ELISA im Coating Antigen-Format
mit mAK DDT 7C12 getestet. Die Standardkurve fur p,p’-DDT wurde in 40 mM PBS,
pH 7,6-7,8, angesetzt.

Die Proben vom Nairobi-Flussin Kenia ( Ondire lower”, Ondire upper®, Nyongara
lower”, Loretto”, Kirichwa®“, Chiromo“, Museum®, Globe Roundabout”, Race-
cource®, Shauri Moyo“, Outer Ring Road*) wurden im September 2005 entnommen
und getestet. Diese Proben wurden im Oktober 2005 in Minchen nocheinmal getestet.
Bis zur Analyse wurden sie unter Kiihlung (4 °C) in Glaschen aufbewahrt. Die Wasser-
proben vom Nairobi-Fluss wurden in verschiedenen Konzentrationen von 0,1, 0,5, 1, 5,
und 10 pg/L dotiert und dann direkt fiir den ELISA im Coating Antigen-Format und
Enzym Tracer-Format mit mAk DDT 7C12 und mAk DDT 1B2 getestet. Die Standard-
kurve fur p,p’-DDT wurde in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8, angesetzt.

1.8 Probennahme und M essung von Sedimenten

Die Sedimentproben wurden an der Oberfléche (1-4 cm) in Aluminiumfolie vom Nairo-
bi-Flussin Kenia ( Ondire upper, Museum* und Outer Ring Road*) entnommen und
dann bis zur Verarbeitung in Gl&schen abgefllt. Bis zu weiteren Probenaufbereitungen
wurden die Sedimentproben im Gefrierschrank (-27 °C) aufbewahrt.
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Die ELISA-Durchfihrungen im Coating Antigen- und Enzym Tracer-Format mit den
neu entwickelten mAks (DDT 1C1; DDT 7C12 und DDT 1B2) sind in Tabellen 4-7,
detailliert beschrieben.

Fur den ELISA im Coating Antigen-Format wurden die Sediment-Extrakte 1:25, 1:50
und 1:100 in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8 verdinnt, und die Standardkurven wurden in 4%
I sopropanol/40 mM PBS, pH 7,6-7,8, bzw. 2% | sopropanol/40 mM PBS, pH 7,6-7,8,
angesetzt.

Fur den ELISA im Enzym Tracer-Format mit DDT-Hapten-HRP und DDT-Hapten-
GOD wurden die Sediment-Extrakte 1:50 und 1:100 in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8, ver-
dinnt und die Standardkurven in 2% | sopropanol/40 mM PBS, pH 7,6-7,8, bzw. 1%

I sopropanol/40 mM PBS, pH 7,6-7,8, angesetzt.

1.9 Auswertung der M essdaten

Die quantitative Auswertung von ELISA-Daten erfolgte mittels sigmoidaler Kalibrier-
kurven, die durch Auftragung der Absorptionswerte Uber den zugehérigen logarithmier-
ten Standardkonzentrationen erstellt wurden. Die Farbintensitét des Produktes ist indi-
rekt proportional zur Analytkonzentration. Die Standardkurven wurden unter Verwen-

dung von 4-Parametergleichung in SOFTmax® Pro mit der Formel ausgewertet:

y=((A-D)/(1+(x/C)"B))+D

y: Absorption

A: Maximale Absorption (obere Asymptote)

D: Minimale Absorption (untere Asymptote)

x: Analytkonzentration in pg/L

C: Testmittel punkt (IC 50%) in pg/L

B: Steigung am Testmittel punkt

Der Testmittel punkt (IC 50%) oder Wendepunkt der sgmoiden Kurve ist die Analyt-
konzentration bei 50% Inhibition. Dabei wurden die Messwerte als Mittelwerte + Stan-
dardabweichung in SOFTmax® Pro ausgewertet.

Fur die zweidimensionalen Titrationen wurden die Auswertungen in MS-Excel und die
Messwerte als Mittelwerte + Standardabwei chung ausgewertet.

Da die Absorptionswerte aufgrund der experimentellen Bedingungen (Temperatur,
Zeitdauer der Enzym-Substrat-Reaktion, Konzentration des Tracers etc.) schwanken

koénnen, wurden sie in % Control ausgewertet:
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Control (%) = (A/A0) x 100

A: Absorption eines Standards
Ao: Absorption von Nullstandard (0 pg/L; 40 mM PBS, pH 7,6-7,8)

2 lmmunosensor en

2.1 Allgemeine M aterialien und Arbeitsger ate

e Diayse Kassetten, 0,1-0,5 mL und 0,5-3 mL, Pierce Dialyse Cassette Slide-A-
Lyzer™, 10000 Extra-Strength.

Pipette einstellbar fiir 0,1-2,5 pl, Multipipetten® plus einstelIbar, Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland.

2.2 Antikor per
e anti-DDT mAks. DDT 7C12 (IgG2alambda), DDT 1C1 (IgG2b kappa) und DDT
1B2 (1gG2a, kappa), die in dieser Arbeit im ELISA-Format entwickelt und charak-

terisiert wurden.

2.3 Synthese der mAk DDT Oyster ®-645-K onjugate

Zum Nachweis der Antigen-Antikorper-Reaktion im Immunosensor wurden die anti-
DDT mAks mit einem Marker, dem Fluoreszenzfarbstoff Oyster®-645, konjugiert. Die-
ser Farbstoff ist dem Cy5™ &hnlich, aber zwei- bis dreimal heller als der Cyanin-
farbstoff.

Dialyse der Antikérper und Kopplung des Oyster ®-645-Farbstoffes
Um die mAk DDT Oyster®-645-K onjugate herzustellen, wurden zunachst die anti-DDT

mAKks mit folgenden Konzentrationen dialysiert:
-« DDT 7C12 mit 6 mg/mL,

e DDT 1C1 mit 0,6 mg/mL, 1 mg/mL, 1,2 mg/mL und 1,8 mg/mL,
e DDT 1B2 mit 1,3 mg/mL.
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Dadie Antikorper in verschiedenen Losungen gelagert wurden (Tris; Micro-O-Protect
0,4% oder 1% (v/v) und Azid 0,1% (v/v)) ist eine Dialyse vor der anti-DDT mAks Kon-
jugation notwendig.

Es wurden zwischen 100-500 uL mAks DDT Uber Nacht bei 4 °C (Kuhlschrank) gegen
10 mM Phosphatpuffer, pH 7,2, dialysiert. Die Menge an mAKk wurde an die Menge, die
man mit dem Farbstoff konjugieren kann, angepasst. Am néchsten Tag wurden die
mAks DDT (1B2 1 mg/mL, 1,5 mg/mL; 7C12 1,5 mg/mL; 1C1 0,6 mg/mL und/oder 0,9
mg/mL) an Oyster-645-NHS (Abb. 10) konjugiert.

(A)
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(B)
Abb. 10:  Fluoreszenzfar bstoff-Oyster ®-645-Denovo Biolabels GmbH, M iinster,

Deutschland

(A) Struktur des Fluoreszenzfarbstoffs

(B) Absorptions- und Fluoreszenzspektren

Die Wélenléngenbereiche sind nach Information des Herstellers wie folgt be-
stimmit: A 645 NM, Ay, 666 NM; Protein-Konjugat: A 650 nm, Ay 669 NM
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der anti-DDT mAks Oyster®-
645-Konjugate

Der blaue Fluoreszenzfarbstoff (1 Flakon reicht zur Konjugation von 1,5 mg Antikor-
per) wurde mit 20 uL DMF gel st und zur Antikorper-L6sung unter langsamem Rihren
in Dunkelheit gegeben.

Fur die Verbesserung der Sensitivitéat im Testformat wurden die Konzentration von

Oyster®-645 fur jeden Antikdrper zu ¥ reduziert und, um ein maglichst sensitives Test-

format zu erstellen, fur die Herstellung der mit Oyster®-645 markierten Antikorper ver-
schiedene Abstoppungszeiten Uberprift.

Die Mischung wurde bei RT unter stdndigem Ruhren zwischen 5-20 min inkubiert und
die Reaktion (NHS-Ester) anschlieffend mit 2 pL 10% (w/v) Glycin in 10 mM Phos-
phatpuffer pro 100 pL anti-DDT mAks geblockt.

Dann wurden die Konjugate tiber Nacht bei 4 °C (Kuhlschrank) gegen 10 mM Phos-
phatpuffer pH 7,6-7,8 mit zweimaligem Wechsel des Puffersin Slide-A-Lyser™ dialy-
sert.

Die anti-DDT mAk Oyster®-Konjugate mit Konzentrationen von 1,5 mg/mL oder 0,7
mg/mL fir DDT 7C12 Oyster®-645; 1,3 mg/mL oder 0,8 mg/mL fir DDT 1B2-
Oyster®-645 und 0,6 mg/mL firr DDT 1C1 Oyster®-645 wurden eingesetzt und im
AQUA-OPTOSENSOR getestet.

Als Vorversuch wurde die Aktivitat der mAks DDT Oyster®-Konjugate tiberpriift. Dazu
wurde der entsprechende ELISA im Coating Antigen-Format, wie in Kap. 1.5.1.1, Tab.
5, detailliert beschrieben, eingesetzt. Die Titrationen der anti-DDT mAk Oyster®—
Konjugate wurden in 1:2 Schritten in einer zweidimensionalen Titration durchgefhrt.

2.4 AQUA-OPTOSENSOR
Der AQUA-OPTOSENSOR, Abb. 11 (Mal3e 320x260x135 mm; Gewicht 3,3 kg), ist
ein Gerdt, welches auf dem |0S-System aufgebaut wurde. Details zum 10S-System sind
bei Meusel et al., 1998, beschrieben.
Das Gerét besteht aus drei Komponenten: dem Messgerét, Abb. 11 (A) (Semens AG,
M inchen, Deutschland), dem eigentlichen Sensor-Chip (Einweg-Chip) (pes Diagnose-
systeme GmbH, Leipzig, Deutschland), Abb. 11 (B)/(C), und einem Laptop zur An-
steuerung und Aufnahme der Daten (nicht im Bild gezeigt). Der Sensor-Chip besteht
aus einem Prisma (Polymethylmethacrylat, PMMA, 11 mm x 23 mm, Abb. 11 (B)), an
dessen Unterseite der Einweg-Chip mit einem Klebestreifen befestigt ist. Dieser
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Klebestreifen definiert auch den Mikrokanal, 50 um, durch den die FlUssigkeit transpor-
tiert wird.

Auf dem Einweg-Chip befindet sich das Coating-Antigen. Die anti-DDT mAKks, die mit
einem Fluoreszenzfarbstoff (Oyster®-645, Denovo biolabels, Miinster) markiert sind,
wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von DDT (0,01 — 1.000 pg/L) inkubiert
und danach wurde das Gemisch Uber die Sensor-Chipoberfldche mit Coating Antigen
gepumpt (2 min). Die noch freien Bindungsstellen der mAks binden am Coating Anti-
gen auf der Oberflache des Sensor-Chips und die Fluoreszenz des Fluoreszenzmarkers
am Antikdrper wird im Fluoreszenzdetektor gemessen (Nutzung des evaneszenten Fel-
des). Die Ausbreitung des Lichtes erfolgt durch Totalreflexion an den Grenzflachen
eines Lichtleiters. Die Fluoreszenz des mit Oyster markierten Antikorperswird Uber

eine Anregung mit Laserlicht im evaneszenten Feld detektiert.
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©
Immunochemische Reaktionen
A#
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Anregung mit

Abb. 11: AQUA-OPTOSENSOR mit:

(A) Instrument mit offener Klappe
(B) Sensor-Chip (Einweg-Chip) von der Seite
© Sensor-Chip (Einweg-Chip) von unten

(Quelle: Rauch, Deutsches Biosensor Symposium, Regensburg, 13.-16. Mérz 2005)

Das System kann fr immunochemische Reaktionen und auch zur Detektion von Nuk-
leinsduren eingesetzt werden. Dieses System wird genutzt zur Detektion von pathoge-

nen Mikroorganismen.
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2.5 Ubertragung der |mmunor eagenzien auf den | mmunosensor

In dieser Arbeit wurden die Vorversuche zur Messung von DDT im ELISA-Format
durchgeftihrt. Bei spateren Messungen von DDT wurde ein Immunosensor (AQUA -
OPTOSENSOR) verwendet. Zur Ubertragung der Immunoreagenzien auf den lmmuno-
sensor, Immobilisierung, Optimierung und Charakterisierung des Immunosensors wurde

der ELISA im Coating Antigen-Format ausgewahlt.

2.5.1 Versuchsaufbau mit AQUA-OPTOSENSOR

Messprinzip

Die Lésung wird in die Sensorkammer pipettiert. Die Kolben steuern die Pumpeim
Inneren des Sensors und pressen die Luft aus der Kolbenkammer, indem der Kolben
vollstandig in den Sensor geschoben wird. Die FlUssigkeit wird aus der Sensorkammer
in die Kolbenkammer gepumpt. Fir die Messung muss die Ventilsteuerung so positio-
niert sein, dass die Losung von der Kolbenkammer auf das Prisma gepumpt werden
kann. Die Losung wird mit einer definierten Geschwindigkeit Uber das Prismain die
Abfallkammer gepumpt.

Wéhrend die Flissigkeit Uber das Prisma gepumpt wird, verandert sich die Detekti-
onsposition in bestimmten Zeitintervallen von Position zu Position in einem bestimmten
Scanbereich mit einstellbaren Anfangs- und Endpositionen.

Ein Laserstrahl wird Uber das Prisma gefihrt, dadurch werden an den Reflexionsstellen
gebundene fluoreszenzmarkierte Antikorper angeregt.

Das Fluoreszenzlicht, das an den Reflexionspunkten im evaneszenten Feld entsteht,
wird optisch zur Oberflache eingesammelt und mit einem Photomultiplier detektiert.
Diese Technologie, die das evaneszente Feld nutzt, wurde bei Schult et al., 1999, be-
schrieben.

Die Kombination von Fluoreszenzmessungen und evaneszentem Feld liefert sensitive
Detektionen und vermeidet Wasch- oder Trennungsschritte.

Nachdem die Endposition erreicht ist, kehrt der Kolben innerhalb von einer Sekunde
wieder in seine Anfangsposition zuriick. Zeitabhéngige Serienscans werden wahrend
des oben beschriebenen Prozesses gemessen.

Nach zwel Minuten ist die komplette Messung beendet, die Messsignale werden verar-
beitet und Uber einen Laptop via Software AQUA-OPTOSENSOR, version 1.00 (Si-
mens AG, Minchen, Deutschland), Abb. 12, ausgegeben.
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Abb. 12: Programmstart AQUA-OPTOSENSOR, version 1.00
(Siemens AG, Minchen, Deutschland)

Das Signal [mV/s], wiein ELISA, ist umgekehrt proportional zur Standardkonzentrati-
on. Fur die Auswertung der Messungen wird die maximale Anzeige des Peaks vom li-
nearen Bereich [mV/s] festgel egt. Deshalb muissen die Cursor in den
Positionieranzeigen A und B am Anfang und am Ende des Peaks eingestellt werden. Die
anderen Cursor-Positionen [sec] A und B bestimmen die maximale Zeit, in welcher die
Steigung linear ist, Abb. 13. Von Messung zu Messung mussen die Cursoren auf die
gleichen Positionen eingestel It werden, um eine Verfé schung der Ergebnisse zu ver-
meiden.

Die Lésung wird nach Messende in die Abfallkammer gepumpt und die Kolben aus
dem Sensor-Chip gezogen. Die Ventilsteuerung wird in die Ausgangsposition zurtickge-
setzt und der Sensor-Chip entnommen.

Das ganze System ist temperaturkontrolliert auf 35,5 °C eingestellt.
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Abb. 13: AQUA-OPTOSENSOR - Auswertung der Messungen:
Peak (Slope 18,439 [mV/g]) mit Cursor-Positionen A/B (104-136) und Cursor-
Positionen [sec] A/B fur die Bestimmung der maximalen Zeit (12,85-61,86)

2.5.1.1 Optimierungen der Immunoreagenzien und Durchflhrung der
M essungen
Zuerst wurden die DDT-Hapten-Konjugate-KLH, -OVA, -BSA in verschiedenen Ver-
dunnungsreihen getestet. Fir die Verdiinnung der Konjugate wurde 10 mM Phosphat-
puffer pH 7,6-7,8 in 1:2 Verdinnungsschritten verwendet.
Als am besten geeignetes Hapten-Protein-Konjugat fir DD T-Untersuchungen mit dem
AQUA-OPTOSENSOR wurde das DDT-Hapten-K L H-Konjugat (3,1 mg/mL/0,1 pL
auf das Prisma) fir die Tests eingesetzt.
Im Laufe der Arbeit wurden verschiedene Optimierungen des Testablaufs wie z.B die
Inkubationszeiten fur die Immunoreagenzien und Ldsungsmittelvertraglichkeiten not-
wendig. Eine wichtige Rolle spielte der Einsatz einer kleinen Menge von 0,1 pL von
Coating Antigen, die auf das Prisma pipettiert wurde. Die Grof3e dieser Spots beein-
flusst die Gleichméaidigkeit und Reproduzierbarkeit des Peaks auf spétere Messungen.
Dadie anti-DDT mAks Oyster®-645-K onjugate unspezifisch an der Oberflache des
Prismas binden kénnen, wurde fir die weiteren Optimierungen der Einsatz von ver-
schiedenen Abséttigungsl 6sungen notwendig. Die Antikorper wurden in verschiedenen
Konzentrationen (w/v) von Milchpulver, OVA, BSA und Low Cross Buffer angesetzt.
Als beste Abséttigungsmoglichkeit hat sich 2% BSA fur die Antikdrperverdiinnungen
herausgestellt.
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Auf der Oberflache des PMM A -Prismas wurde das Coating Antigen immobilisiert und
nach dem Antrocknen mit Hilfe eines Klebestreifens auf den Sensor fixiert und ge-

presst. Hierzu wurde eine eigens hergestellte Presse verwendet (Abb. 14).

Abb. 14: Presse

Die optimierten anti-DDT mAk Oyster®-645-K onjugate (7C12-Oyster®-645 (2,5
pg/mL), 1B2-Oyster®-645 (4,3 pg/mL), 1C1-Oyster®-645 (1,2 pg/mL)) in 40 mM PBS,
pH 7,6-7,8 mit 2% (w/v) BSA wurden mit den Standards (p,p’-DDT oder o,p’-DDT in
5% (v/v) Isopropanol in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8) inkubiert (150 pL mAks mit 150 pL
Standards/30 min).

Die Standards und anti-DDT mAk DDT Oyster®-645-K onjugate wurden in Braun-
glaschen mit Verschlussin Dunkelheit und unter Schiitteln inkubiert. Fir die Messun-
gen wurde die FlUssigkeit mit Hilfe einer 200 pL-Pipette oder einer Insulinspritzein
eine kleine Offnung des Sensorgehauses pipettiert. Das Gemisch wurde nach der Inku-
bationszeit Uber die Oberflache mit Coating Antigen gepumpt (2 min).
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2.5.1.1.1 Messung von Realwasser proben

Die Probennahmen vom Riemer See, aus der Isar, einem Bach im Englischen Garten
und vom Nairobi-Fluss in Kenia erfolgten wie bereitsin 1.7 beschrieben.

Die Wasserproben wurden mit verschiedenen Konzentrationen zwischen 0,1 und 33,33
Mg/l dotiert und dann mit AQUA-OPTOSENSOR unter Anwendung von anti-DDT
mAk Oyster®-645-Konjugaten (DDT 1C1-Oyster®-645, DDT 7C12-Oyster®-645 und
DDT 1B2-Oyster®-645) gemessen. Die Standardkurve fiir p,p’-DDT und o,p’-DDT
wurde in 5% (v/v) Isopropanol in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8 angesetzt.

2.5.1.1.2 Messung von Sedimenten

Die Entnahme der Sedimentproben vom Nairobi-Flussin Kenia erfolgte wie in 1.8 be-
reits beschrieben.

Fir den Test wurden die Sedimentextrakte 1:50 in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8, verdinnt.
500 L. mAk DDT 1B2-Oyster®-645 (0,8 mg/mL), 1,5 pg/mL in 2% BSA/40 mM PBS,
pH 7,6-7,8 wurde mit 500 uL Sedimentextrakten 1:50 fir 30 min in Dunkelheit unter
Schitteln inkubiert. Eswurden drel bis finf Bestimmungen pro Sediment gemessen.
Firr die Standardkurven wurden 150 pL. mAk DDT 1B2-Oyster®-645 (0,8 mg/mL), 1,5
pg/mL in 2% BSA/40 mM PBS, pH 7,6-7,8 mit 150 L Sedimentextrakten 1:50 fur 30
min in Dunkelheit unter Schiitteln inkubiert.

Die Standardkurven wurden in 2% | sopropanol/40 mM PBS, pH 7,6-7,8 angesetzt und

Doppelt-Bestimmungen gemessen.

3 Analyse mit Gaschromatographie und M assenspektrometer
(GC/IMYS)

Fur die Analyse der Sedimentproben wurde die Gaschromatographie in Verbindung mit
der Massenspektrometerie verwendet.

3.1 Materialien zur Probenaufbereitung

e Kieselgel: Silica63-200 pum, aktiv, ICN Biochemicals

e NaCl, p.a, KOH, p.a, NaxSO, wasserfrei, Kupfer, Merck, Darmstadt, Deutschland
 N-nonane, Promochem, Wesel, Deutschland

e SPE-Kartuschen, 6 mL
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e Spitz- und Rundmesskolben (1, 2, 5, 10, 25, 50 mL), Zentrifugenglas, Bachhofer,
Deutschland

e 1 mL-Injektionsflaschen fir Autosampler mit konisch zulaufendem 200 pL-Einsatz
und Alu-Crimp-Kappen mit Teflon/Butylgummi-Septen, Braunglasgléser zur Pro-
benaufbewahrung, Pinzetten

3.2 Allgemeine Geréte

e Ultraschallbad, Banddlin, Berlin, Deutschland

e Zentrifuge cryofuge 8500, Kendro Laboratory Products, Asheville, NC, USA
» Rotationsverdampfer, Bichi Labortechnik GmbH, Flawil, Switzerland

GC/IMS

Die Verbindungen wurden in Autosampler-Vials Uberfihrt und unter den nachfolgend
zusammengefassten Geratebedingungen injiziert:

Gerét: Fisons— GC 8000, Autosampler AS200, Quadrupol-MS MD800

Saule: pesticide I, 30m Lange, 0,31mm Innendurchmesser, 0,25um Filmdicke, Fa.
Restek

Trégergas: He, 2 bar Vordruck, 50 mbar Kopfdruck

Injektor: 220 °C

Injektion: 1 uL Probe

Temperaturprogramm: 1 min bei 80 °C, mit 12 °C/min auf 140 °C, mit 10°C auf 300 °C
Interface-Temperatur: 300 °C

Temperatur der lonenquelle: 220 °C

lonisierungsart: Elektronenstol3-lonisierung (El), 70 eV

Aufnahme-Modus: Single-lon-Monitoring (SIM)

Detektierte lonen sindin Tab. 8 dargestellt:
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Tab. 8: Im EI-SIM M odus gemessene Masse zur Ladung (m/z) von ver schiede-
nen DDT-Derivaten und **C-markierten internen Standards

m/z m/z

nativ BC-markiert

o,p’-DDT  235/237
o,p’-DDE  246/248
o,p’-DDD  235/237
p,p’-DDT  235/237 247/249
p,p’-DDE  246/248 258/260
p,p’-DDD  235/237

3.3 Extraktion und Aufreinigung der Sedimentproben

Drei Sedimentproben wurden vom Nairobi-Fluss ( Ondire upper, Outer Ring Road*
und Museum®) gesammelt und ein DDT-freies Sediment wurde 1999 im Liao He,
Nord-China, gewonnen (Martens et al., 2000).

Diedrei afrikanischen Sedimentproben wurden im Gefrierschrank bei -20 °C gelagert
und vor der Analyse aufgetaut. Vor der Einwaage wurden die Sedimente mit einem Spa-
tel intensiv durchmischt. Das fein gemahlene und trockene chinesische Sediment wurde
bei Raumtemperatur gelagert und zur Ermittlung des Blindwertes verwendet.

Diein Abb. 15 dargestellten Analysenverfahren zum Nachweis von DDT in Nairobi-
Fluss-Sedimentproben wurden nach GC/M S-Analyse und |mmunoassays aufgearbeitet.
Nach der Trockengewichtsbestimmung ( Ondire upper* 53% Wasser/g, Museum®
29% Wasser/g und Outer Ring Road* 33% Wasser/g) wurden die Sedimente wie in
Abb. 15 fur die Analysen vorbereitet. Eine Trocknung der Sedimente wurde nicht
durchgefiihrt, das Feuchtsediment direkt extrahiert und al's Losungsmittel Aceton einge-
setzt.
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Extraktion

Es wurden 2-3 g Sediment und 1 g Kupfer in ein 100 mL Zentrifugenglas
abgewogen, 10 mL Aceton dazugegeben und dann fir 2 h im Ultra-
schallbad extrahiert und alle 15 min geschuittelt. Anschlief3end wurde bei
2000 upm 10 min zentrifugiert, um einen klaren Extrakt zu bekommen.
10 mL wurden unter einem schwachen Stickstoffstrom bis zur volligen
Trockenheit eingeengt, dann in 1 mL n-Hexan aufgenommen.

Aufreinigung

Eswurden 6 mL Kartuschen mit 1 g Kieselgel (mit 1,5 % Wasser deakti-
viert) und 1 g NaxSO, (wasserfrei) gefullt und mit 6 mL 30% Dichlor-
methan (DCM) in n-Hexan gewaschen. Die Extrakte wurden aufgegeben
und mit 9 mL 30% DCM in n-Hexan eluiert. Das Eluat wurde mit n-
Hexan auf 10 mL aufgefullt.

Flr Immunoassays
10 mL Eluat wurden bis zur vélligen Trockenheit eingeengt und mit 0,5
mL 100% |sopropanol aufgefillt.

Fir GC/MS

5 mL Eluat wurden unter einem schwachem Stickstoffstrom auf 1 mL
eingeengt, 150 puL n-nonane und 10 pL interner Standard zugegeben, bis
auf 100 pL weiter eingeengt und in ein 200 pL Microvial tGberfihrt.

Abb. 15:

Dar stellung des Analysenver fahrens zum Nachweisvon DDT in Sedi-
mentproben vom Nair obi-Fluss
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11 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

1 lmmunoassays

1.1 Herstellung der neuen Immunor eagenzien fur DDT

1.1.1 Synthese und Char akterisierung der Hapten-Protein-K onjugate
Erster Schritt bei der Herstellung von mAks gegen DDT ist die Kopplung dieser Sub-
stanz an hochmolekulare Verbindungen wie Trégerproteine (OVA, KLH und BSA), da
die Mindestgroéfie eines Immunogens, um eine Immunantwort zu induzieren, 1kDa
betragen muss (Erlanger, 1980).

Man bendtigt mehrere Konjugate, weil ein Konjugat mit einem anderen Protein fir eine
erste Charakterisierung der Uberstéande verwendet wird. Mit Hilfe dieses Konjugats
konnen die Zell-Linien selektiert werden, die gegen das Immunogen gerichtet waren.
Die Kopplung eines Haptens an ein Protein kann mit diversen Methoden durchgefiihrt
werden. Als Kopplungsmethoden kann man die Methode der aktivierten Ester und die
Methode der gemischten Anhydride erfolgreich verwenden.

Die Synthese der Hapten-Protein-Konjugate wurde nach einer von Langone & Van Vu-
nakis, 1975, beschriebenen aktivierten Ester-Methode durchgef tihrt.

Das DDT-Hapten wurde im Auftrag der Firma Solvias, Basel synthetisiert und zur Her-
stellung von Hapten-Protein-K onjugaten verwendet. Das DD T-Hapten wurde Uber die
Carboxylgruppe dieser Substanz (s. Abb. 8) an die Aminogruppe von Proteinen kova-
lent gekoppelt.

Das DDT-Hapten-OV A- und das DDT-Hapten-KLH-Konjugat wurden auch mit redu-
ziertem Ansatz von DD T-Hapten pro Protein unter denselben Bedingungen noch einmal
konjugiert.

Die weiteren Schritte der Konjugation wurden durchgefihrt wie fir den einfachen An-
satz beschrieben (s. 1.4.1 Material und Methoden, Methode A).

Die weiteren Schritte mit reduzierter Menge des DD T-Haptens waren daftir gedacht, die
Sensitivitédt des Assays im Coating Antigen-Format zu verbessern (s. 1.4.1 Material und
Methoden, Methode B).

Die Kopplungsreaktion zwischen DDT-Hapten und Proteinen wurde spektrophoto-
metrisch durch den Vergleich von DDT-Hapten-Protein-Konjugaten mit jeweils Protei-
nen und DDT-Hapten bestétigt (Tab. 9 und Abb. C1, Anhang).
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Nach der Synthese wurde eine Charakterisierung der jeweiligen |mmunisierungskon; u-
gate durchgefuhrt, um sicherzustellen, dass die Kopplungsreaktion erfolgreich war.
Das DDT-Hapten wurde in einer Konzentration von 20 oder 50 pg/mL in Methanol
gemessen, die Proteinkonzentrationen betrugen 1 mg/mL in 20 mM PBS; die DDT-
Hapten-Protein-Konjugate wurden 1:20 oder 1:50 (Konzentration zwischen 60 und 370
ug/mL) in 20 mM PBS verdunnt.

Das DDT-Hapten zeigte bei 377,8 nm den Héchstwert an. Der Peak 1 [nm] von Protei-
nen lag bei 277,5 nm fur KLH, 278,5 nm fir OVA und bei 277,2 nm fir BSA (s. Tab.
9). Der Hochstwert lag fir DDT-Hapten-KLH bei ca. 375 nm, fir DDT-Hapten-BSA
und fir DDT-Hapten-OV A bei 375,8 nm. Es war deutlich sichtbar, dass die Spektren
der DDT-Hapten-Protein-Konjugate anders waren als die der jeweiligen Proteine alei-
ne.

Tab. 9und Abb. C1 (A)/(B)/(C)/(D)/(E)/(F)/(G) stellen die Protein-Konjugate gegen-
Uber, die Spektren zeigten charakteristische Signale.

Tab.9:  Ubersicht zu den UV-Spektren der K onjugate
(DDT-Hapten-BSA; -KLH; -OVA)

Peak 1[nm] Peak2[nm] Peak3[nm] Peak4[nm]

DDT-Hapten - - 321,7 377,8
BSA 271,2 - - -
DDT-Hapten-BSA - - 321,0 375,8
KLH 277,5 344,7 - -
DDT-Hapten-KLH - - 321,3 ca 375
OVA 278,5 - - -
DDT-Hapten-OVA - - 321,0 375,8

Man kann in Tab. 9 erkennen, dass sich Peak 3 und Peak 4 in jedem Konjugat befinden.
Die entsprechenden Wellenlangen sind mit denen des DDT-Haptens vergleichbar. Die
im Rahmen dieser Arbeiten durchgefiihrten Spektra-Messungen bestétigten den Erfolg
der Protein-Konjugationen.

Damit konnten wir diese Hapten-Protein-K onjugate sowohl fir die Produktion der anti-

DDT mAks als auch zur Entwicklung des Immunoassays einsetzen.
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1.1.2 Screening der Klone

Fur die Immunisierungen wurden aus diesen Konjugaten zwei ausgewahlt: DDT-Hapten
an OVA und an KLH.

Die Immunisierungen von Ratten, Fusionen, Kultivierung der Myeloma-Zell-Linie und
das erste Screening der Kulturlbersténde auf der MP, Klonieren und Konservieren der
selektionierten Hybridoma-Zellen wurden am Institut fir Molekulare Immunologie,
GSF (Frau Dr. E. Kremmer) durchgefiihrt.

Wahrend des ersten Screenings wurden mehrere DDT Klone (1A3, 1A5, 1B2, 1C1,
1E4, 1F1, 1G5, 2B7, 2C11, 2D4, 2G2, 2G5, 2G6, 2G7, 3A11, 3B6, 3C2, 3D6, 3E12,
3G11, 3H11, 4C5, 5C1, 6H11, 7C12, 8A4, 8A5, 8B9, 8D9, 8E2, 9F3, 10B1, 10C3,
10F7, 10F9, 10G5, 12A8, 12B4, 12B10) gefunden, die Antikdrper gegen DDT in den
Kulturiberstand sekretierten.

Im zweiten Screening dieser Kulturtibersténde wurden dann nochmalsim ELISA-
Format (Coating Antigen-Format) zweidimensionale Titrationen unter Verwendung von
zusétzlichem DDT (o,p’- und p,p’-DDT, 20 pg/L) zur Inhibition getestet. Nur 21 dieser
Klone zeigten eine Inhibition mit einem oder beiden DDT-Isomeren. In den restlichen
Klonen wurde keine Inhibition gefunden. Von diesen 21 Klonen zeigten 6 eine Inhibiti-
on >50% mit 0,p’- oder p,p’-DDT bel einer Konzentration von 10 pg/L. Von diesen 6
Klonen zeigten zwel eine Inhibition von >50% bei 10 ug/L o,p’-DDT; drei Klone zeig-
ten bel 10 ug/L p,p’-DDT eine Inhibition von >50%, und ein Klon zeigte bei 10 ug/L
eine gleiche Inhibition mit 0,p’-DDT und p,p’-DDT. Von diesen ausgewahlten Klonen
blieben nur drei wahrend der weiteren Subklonierungen stabil. Sie zeigten eine hohe
Inhibition und wurden daher zusétzlich nach ihrer Sensitivitat und Selektivitét gegen-
Uber DDT-Isomeren und -Metaboliten in zwei unterschiedlichen ELISA-Formaten (Co-
ating Antigen-Format und Enzym Tracer-For mat) genauer charakterisiert. Diese
anti-DDT mAkswaren DDT IC1, DDT 7C12 und DDT 1B2.
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1.1.3 Synthese der Hapten-Enzym-K onjugate

Der Tracer ist ein markiertes Hapten (bzw. Antigen) oder ein markierter Antikorper, mit
dem der Anteil der Antikdrper-Bindungsstellen ermittelt wird, der im Falle des kompeti-
tiven Immunoassays nicht durch den Analyten belegt ist. Tracer wird eingesetzt, um
Ak-Ag Reaktion zu quantifizieren. Durch die Einsetzung des Tracers kommt es zwi-
schen Analyt und Tracer zu einer Konkurrenzreaktion um die Antikorper-
Bindungsstellen auf der MP. Das Verhdltnis, in dem Tracer und Analyt die Antikorper-
Bindungsstellen besetzen, spiegelt das Konzentrationsverhéltnisin der Lésung wider. Je
mehr Analyt sich in der Lésung befindet, desto weniger Tracermolekile binden sich an
der MP-Oberflache.

Die Hapten-Enzym-Konjugate wurden nach der Methode der aktivierten Ester herge-
stellt. Als DDT-Hapten wurde dasselbe DDT-Hapten wie fir die Hapten-Protein-
Konjugation eingesetzt.

Als Tracer wurden die HRP und GOD verwendet, die eine Farbreaktion katalysieren
koénnen. Fir die GOD-Konjugate wurden zwei Konzentrationen von GOD (DDT-
Hapten-GOD, 2 mg und DDT-Hapten-GOD, 3 mg) fir die Konjugation verwendet. Als
Beispiel wird mAk DDT 1C1 (fur die anderen zwei anti-DDT mAKks wurden die Ergeb-
nisse nicht dargestellt) in Abb. 16 gezeigt. Nach der Durchfiihrung in verschiedenen
Verdunnungen von zweidimensionaler Titration-ELISA wurde die beste Kombination
von Antikdrper- und Tracerverdinnungen fir jeweils anti-DDT mAKks bestimmt.

DDT Hapten-GOD; mAb DDT 1C1

00 [450-850 )

R \&

" - i
0,001 0,01 01 1 10 100 1000 10000  10000C

o,p-00T [ug/L]

y={(A-DN(1+(xiCB))+D A ] c D R2
O 2mg; PBS (2 mg 1C1 in PBS: Concentration ... 0,64 1487 2401 0003 0898
o 2mg; PBST (2 mg 1C1 in PBST: Concentrati.. 0,645 1,557 2427 0003 1

& 3mg; PBS (3 mg 1C1 in PBS: Concentration ... 0,326 1,318 2278 0002 0596
> 3ma: PBST (3ma 1C1 in PBST: Concentrati.. 0.428 1.87 2833 0004 0596

Abb. 16: Vergleich von Standar dkurven (OD [450-650 nm]) im Enzym Tracer -
Format mit unter schiedlicher Hapten-Enzym-K onjugat-K onzentr ation
(detaillierte Testbedingungen sind in Tab. 7 dargestelIt)
mAKk DDT 1C1 (0,6 mg/mL, 600 ng/mL)
DDT-Hapten-GOD (2 mg und 3 mg), 1:1.000 in 40 mM PBS
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Abb. 16 zeigt die Standardkurven fir o,p’-DDT mit synthetisierten Konjugaten, die
sowohl in 40 mM PBS als auch in 40 mM PBST eingesetzt wurden. Beim Assay mit
DDT-Hapten-GOD (2 mg und 3 mg) und beim Einsatz in verschiedenen Puffernist eine
Kompetition zu sehen. Die OD-Werte in Fall DDT-Hapten-GOD, 3 mg, zeigen ca. 0,4
Absorption (OD [450-650 nm]), wobei bei den Testmittel punkten keine signifikante
Anderung zu erkennen ist. Das Ergebnis der nach diesem Verfahren hergestellten Kon-
jugate hat sich als positiv herausgestellt.

1.2 Entwicklung eines konventionellen EL1SAs

Fir die Entwicklung von eigenen Assays wurden die kommerziellen mAk Lib 5-25 und
das DDT-Hapten-Protein-Konjugat OVA-DDTS5 (Abad et a., 1997) verwendet und mit
unseren Immunoreagenzien verglichen.

Die Sensihilitét des Immunoassays kann durch das Format beeinflusst werden. Norma-
lerweise ist das erste entwickelte Format bei Immunoassays das Coating Antigen-
Format, well esfir das Screening von Hybridomen notwendig ist. Die néchste Ent-
wicklungsstufe ist die Bestimmung des Enzym Tracer -For mats, denn dieses Format
bendtigt einen Schritt weniger als das Coating Antigen-Format. Beide Formate haben
Vor- und Nachteile. Das Coating Antigen-Format ist Uberwiegend weniger empfindlich
und bendtigt mehr Zeit fur die Durchfiihrung. Das Enzym Tracer-Format ist andererseits
empfindlicher und schneller, aber ein Einfluss der Umweltproben auf das Enzym kann
nicht ausgeschl ossen werden. Um die am besten geeigneten ELISAs flr die neu entwi-
ckelten Antikorper zu erhalten, wurden in der vorliegenden Arbeit beide Formate unter-
sucht.

Ferner ist diesfur kiinftige Anwendungen der neu entwickelten anti-DDT mAksin
AQUA-OPTOSENSOR von Bedeutung.

Fir beide Formate (Coating Antigen-Format und Enzym Tracer-Format) wurden opti-
male Ladsungen fur die Immunoreagenzien ausgewdahlt, um ein hohes Absorptionsver-

mogen, hohe Sensitivitét und ein niedriges Hintergrundsignal zu erhalten.
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1.2.1 Charakterisierung der Antikor per im Coating Antigen-For mat

1.2.1.1 Einflussder Lagertemperatur auf die Kompetition

Es wurde untersucht, ob die Stabilitét durch eine niedrige Lagertemperatur von mAk
Lib 5-25 verbessert werden kénnte. Abb. 17 (A)/(B) zeigt Assays unter den gleichen
Bedingungen, mit dem Unterschied, dass vor dem Assay mAk Lib 5-25 bei 4 °C (Kuhl-
schrank) oder bei — 27 °C (Gefrierschrank) gelagert wurde.

mADb Lib 5-25; bei 4°C gelagert
O Mittelwert BSA B Mittelwert OVA O Mittehvert KILH
1,200
El
S 0,900
o
3 [
I 0,600 -
o
= ‘
0,300 4
n "
2
0,000
0 ug’L 20 p/L 0 pe'L ‘ 20 gL
Coat. ag. 5 pg/ml. Coat. ag. 2.5 pg/ml.
p.p'-DDT
(A)
mAb Lib 5-25; bei - 27°C gelagert
‘ O Mittelwert BSA B Mittelwert OVA O Mittelwert KLH
ARRRRNI P
£ 0,900 []
B
T 0.600 m
@’
— 0,300
0
o i |
il 0.000
0 pg/L ‘ 20 pe/L, 0w/l ‘ 20 pe/L
Coat. ag. 5 ug/mL Coat. ag. 2.5 pg/mL
p.p'-DDT
(B)

Abb. 17: Einflussder L agertemperatur
(A) mAK Lib 5-25 (1:1.000) bei 4 °C (Kuhlschrank) gelagert
(B) mAK Lib 5-25 (1:1.000) bei -27 °C (Gefrierschrank) gelagert
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Die niedrige Lagertemperatur brachte keine Erhdhung der Absorptionswerte (OD [450-
650 nm]) und hatte einen positiven Einfluss auf die Stabilitét. Bei der Lagerung bei 4 °C
verlor der Antikorper nicht an Empfindlichkeit und flhrte zu reproduzierbaren Ergeb-
nissen. Aus diesem Grund wurde bei weiteren Optimierungsversuchen von mAK Lib 5-
25 die Lagerung (in Aliquots) bei 4 °C (Kihlschrank) durchgefhrt.

1.2.1.2 Tests ver schiedener Absattigungsr eagenzien

Ein weiterer Schritt zur Verbesserung des Assays sollte durch die Einfuhrung eines Ab-
séttigungsschrittes oder durch Zusétze direkt in der Antikorperldsung erreicht werden.
Der Einfluss der Abséttigung im ELISA-Format wurde untersucht und Anderungen des
Testmittel punktes und der OD-Werte festgestellt. Durch die Abséttigung erreicht man
eine niedrigere unspezifische Bindung.

Diese Abséttigungsschritte sind daf ir gedacht, eventuell freie Bindungsstellen auf der
MP abzuséttigen und den Hintergrund des Assays zu reduzieren. Durch die unspezifi-
sche Bindung entsteht ein hoher Hintergrund, der die Auswertung des Ergebnisses er-
schwert oder verfélscht. In der Literatur (Connolly & Mahy, 2002; Rauch, 2005; Rauch,
et a., 2005) ist dies eine haufig angewandte Methode zur V erbesserung der Assays.

In dieser Arbeit wurden im Coating Antigen-Format- und Enzym Tracer-Format-ELISA
verschiedene Abséttigungs-Moglichkeiten optimiert.

Nach der Immobilisierung des Hapten-Protein-Konjugats wurde in einem zweiten
Schritt (nach dem Coating mit Hapten-Protein-K onjugat) fir die Optimierung von mAKk
DDT 7C12, Tab. 10 (A)/(B), und mAk DDT 1B2, Tab. 11 (A)/(B), 1% (w/v) Milch-
pulver auf die MP flr eine Stunde aufgetragen.

Tab. 10: 4-Parameter-Werte und Kreuzreaktivitdten (% CR) im Coating Anti-
gen-Format
mAk DDT 7C12 (125 ng/mL) und DDT-Hapten-OVAY4 (1 ug/mL)
(A) p,p-DDT in 40 mM PBS
(B) DDT-Metaboliten in 40 mM PBS
Bemerkung: Abséttigung mit 1% (w/v) Milchpulver/1h.

p,p-DDT A B C [ugL] D R % CR
1263 1202 0,837 -0,003 0,994 100
1,766 1598 1,951 0,055 0,999 100
1,038 1209 1584 880E-04 0,99 100
(A)
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Analyt A B C[ngL] D R % CR
p,p-DDD 1,183 1377 2,155 0,013 0,998 39
0,p-DDD 1,32 1,162 6,76 0,025 0,991 12
p,p-DDE 1,764 1126 47258 0,072 0,998 46
o,p-DDE 1,808 0940 31,04 0,023 0,994 6
o,p-DDT 1,072 1,199 3173 0,018 0,997 50
p,p-DDA 1,189 0,16 6,45E-+09 -3,259 0,910 <0,01
(B)

Die Testmittel punkte des optimierten ELISA (gleicher Tag auf verschiedene MP) mit
mAk DDT 7C12 liegen bei 0,837 ug/L, 1,951 pg/L und 1,584 pg/L mit sehr guten OD-
Werten (A = 1,263; 1,766; 1,038). Daraus kann geschlossen werden, dass die Absétti-
gung mit 1% (w/v) Milchpulver/1h sehr effektiv fir die Assayentwicklung ist. Dement-

sprechend wurden fir die Optimierungen der DDT-Metaboliten Assays fur dieselben
Abséttigungsmaoglichkeiten beibehalten.

Tab. 11: 4-Parameter-Werte und Kreuzreaktivitaten (% CR) im Coating Anti-
gen-Format
mAK DDT 1B2 (500 ng/mL) und DDT-Hapten-OVAY4 (1 pg/mL)
(A) p,p-DDT in 40 mM PBS
(B) DDT-Metaboliten in 40 mM PBS
Bemerkung: Abséttigung mit 1% Milchpulver/1h.
p,p’-DDT A B C [uglL] D R % CR
1,539 1,109 8,548 -0,002 0,998 100
1,506 0,939 11,436 -0,016 0,994 100
1,58 1,101 20,63 -0,013 0,997 100
(A)
Analyt A B C [ug/L] D R % CR
p,p-DDD 1,582 1,274 37,29 -0,009 0,996 23
o,p-DDD 1,577 0,817 309,321 -0,022 0,998 3
p.p-DDE 1,596 0,456 8.081,7 -1,252 0,994 0,1
o,p-DDE 1,547 0,317 4,18E+07 -9,414 0,960 <0,1
o,p-DDT 1,677 0,487 4.836,572 0,698 0,976 04
p,p-DDA 1,612 0,577 122.018,6 -2,038 0,969 <0,01
(B)

Als bestes Abséttigungsmittel fir den mAk DDT 1B2 hat sich 1% (w/v) Milchpulver/1h
herausgestellt, das auf eine geringe unspezifische Bindung des mAk DDT 1B2 zuriick-

zufuhren ist. Allerdings wurden signifikante Unterschiede in Bezug auf Testmittel punk-
te (gleicher Tag auf verschiedenen MP) von 8,548 [ug/L] auf die erste MP zu 11,436
[ug/L] auf die zweite MP und zu 20,63 [ug/L] auf die letzte MP beobachtet.
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Die grof3en Unterschiede zwischen den 1C 50% von MP zu MP der beiden mAks (DDT
1B2 wies zum Teil fast das 10fache des DDT 7C12 auf, welches wiederum keine Ande-
rungen aufwies) kdnnen theoretisch nur schwer erklart werden. Die mdglichen akzep-
tablen Erkl&rungen kénnen hier lediglich vermutet werden.

Dies kann einerseits auf die Reihenfolge von Pipettierungen der Analyte zuriickgefUhrt
werden. Andererseits kann es darauf hindeuten (da der mAk DDT 1B2 dadurch nicht
sensitiv ist), dass die Stabilitét des Antikorpers eine wichtige Rolle spielt.

Fur die Optimierung mit mAk DDT 1C1 war ein zweiter Abséttigungsschritt nicht not-
wendig, aber der mAk DDT 1C1 wurde in 0,1% (w/v) BSA in 40 mM PBS angesetzt.
Anhand der Ergebnisse erkennt man, dass die oben beschriebenen Optimierungen zu
einer Verbesserung der Assays beitragen konnten. Detaillierte optimierte Testbedingun-
gen zur Versuchsdurchftihrung sind in 1.5.1.1 Material und Methoden dargestellt.

In der Literatur (Abad et al., 1997) zeigte sich durch die Optimierungen des Absétti-
gungsreagenziens, dass mit einem Ansatz von 0,1% BSA/40 mM PBS, in mAk DDT

Lib 5-25-L6sung die besten Ergebnisse erreicht werden konnten.

1.2.1.3 Bestimmung von Kreuzreaktivitaten

Ein weiterer Punkt der mAks DDT-Charakterisierung war die Ermittlung der Kreuzre-
aktivitaten. Die Kenntnis der Kreuzreaktivitéten ist eine wichtige Grundlage fir den
spéteren Einsatz des Antikérpers.

In dieser Arbeit wurde zuerst das Bindungsverhalten des kommerziellen mAk DDT Lib
5-25 und neu entwickelten anti-DDT mAks mit DDT und Metaboliten (DDD, DDE,
DDA) und ihren o- und p-Isomeren bestimmt.

Dazu wurden die in Tab. 4 und Tab. 5im Coating Antigen-Format fir mAk DDT Lib
5-25 beschriebenen ELISAs eingesetzt. Die Standardreihen fir alle DDT-Metaboliten
und -1somere wurden mit denselben Konzentrationen und Assay-Bedingungen auf die
MP aufgetragen. Die DDT-Standardkurve (40 mM PBS, 0,01-10.000 ug/L) wurde unter
Verwendung von 4-Parametergleichung in SOFTmax® Pro ausgewertet.

Anschlief3end wurden die Testmittel punkte verglichen.

Abb. B1 (A)/(B)/(C)/(D) (Anhang, Teil B) zeigt die Auswertung in % Control mit
mAK Lib 5-25 im Coating Antigen-Format-ELISA mit DDT-Hapten-KLH, DDT-
Hapten-OVA, DDT-Hapten-BSA und DDT-OVA (Spanien). Weiterhin zeigt die T ab.
12 die Testmittel punkte [pug/L] und die berechneten Kreuzreaktivitéten der neu herge-
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stellten Coating Antigene DDT-Hapten-KLH, -BSA, -OVA im Vergleich zu dem ge-

kauften Coating Antigen OVA-DDTS5 fur den mAKk Lib 5-25.

Tab. 12:  Testmittelpunkte [pug/L] und Kreuzreaktivitaten (% CR) mit mAK Lib
5-25
Bedingungen flr die |mmunoreagenzien (detaillierte Testbedingungen sind in
Tab. 4, dargestellt):
OVA-DDT 5 (Spanien), 1 mg/mL (1 ug/mL)
DDT-Hapten-OVA, 4,8 mg/mL (0,7 pg/mL)
DDT-Hapten-KLH, 6,25 mg/mL (2 pg/mL)
DDT-Hapten-BSA, 7,35 mg/mL (2 pg/mL)
mAK Lib 5-25, 500 ug/mL (250 ng/mL)
Ziege-anti-Maus-POD, 1:50.000
n.d. = nicht durchgefihrt
OVA-DDT5 OVA-DDT5 DDT-Hapten- DDT-Hapten- DDT-Hapten-
(Spanien) (Spanien) OVA KLH BSA
Abad et al., 1997
4-Par ameter - A=0,453 A=0,226 A=0,275 A=0,158
Werte B=0,931 B=0,625 B=0,614 B=0,611
p.p’-DDT C=2,4 ug/lL C=7 ug/L C=9,7 ug/L C=7 ug/L
D=0,005 D=-0,003 D=0,006 D=-0,007
R*=0,998 R’=0,993 R*=0,99 R’=0,983
Analyt
p,p’-DDT 100 100 100 100 100
o,p’-DDT 61,3 35 24 30 21
p,p’-DDD 223,9 327 284 435 527
o,p’-DDD 81,2 n.d. n.d. n.d. n.d.
p,p’-DDE 92,4 85 71 55 104
o,p’-DDE 26,8 n.d. n.d. n.d. n.d.

Es zeigte sich, dass man mit dem Coating Antigen OVA-DDTS5 (Spanien) im Allgemel-

nen einen besseren Testmittel punkt erzielen konnte al's mit den neu hergestellten Hap-

ten-Protein-Konjugaten. Dies kann eventuell auf eine unterschiedliche Kopplungsrate

von DDT-Hapten an Protein zurlickgefuhrt werden. Aus diesem Grund wurde es als

néchste M dglichkeit angesehen, neue Hapten-Protein-Konjugate (mit reduziertem DDT-

Hapten-Ansatz) zu synthetisieren, um die Kompetition zu verbessern (s. 1.2.1.3.1).
Das Erkennungsmuster der Kreuzreaktivitatswerte aus der Literatur (OVA-DDTS, Spa-
nien) glich dem unserer hergestellten Hapten-Protein-Konjugate (DD T-Hapten-OVA,

DDT-Hapten-KLH, und DDT-Hapten-BSA).
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1.2.1.3.1 Hapten-Protein-K onjugate mit reduziertem DDT-Hapten-

Einsatz und Bestimmung von Kreuzreaktivitaten
Es wurden Konjugate aus den DDT-Hapten’2 und DD T-Hapten’/a mit OVA und KLH
nach der Methode der aktivierten Ester hergestellt und im ELISA mit mAK Lib 5-25 und
mit den neu entwickelten anti-DDT mAKs getestet (Abb. B1 (E)/(F)/(G)/(H), Anhang,
Teil B).
Waéhrend der V erbindung von DD T-Hapten2z und DD T-Hapten¥ wurde nur bei der
Konjugation die Hélfte bzw. ein Viertel des DDT-Haptens eingesetzt. Mit diesem redu-
Zierten DDT-Hapten-Einsatz im Coating Antigen kann der Analyt bei niedrigeren Kon-
zentrationen besser konkurrieren.
Nach den ersten Untersuchungen und der Charakterisierung erwiesen sich DDT-
Hapten-OVAY2 und DDT-Hapten-KLHY2 als die Coating Antigene, welche empfind-
lichste Standardkurven ergaben.
Die Kreuzreaktivitaten-Werte (% CR) im Coating Antigen-Format mit mAk Lib 5-25
sind in der Tab. 13 dargestellt. Fur diese Tests wurde DDT-Hapten-OVAYs als Coating
Antigen benutzt. Die DDT-Standardkurve (40 mM PBS, 0,01-10.000 ug/L) wurde unter

Verwendung von 4-Parametergleichung in SOFTmax® Pro ausgewertet.

Tab. 13: Kreuzreaktivitaten (% CR) mit mAK Lib 5-25
im Coating Antigen-Format-ELISA mit DDT-Hapten-OVAY4
Bedingungen fir die Immunoreagenzien (detaillierte Testbedingungen sind in
Tab. 4, dargestellt):
DDT-Hapten-OVAY4, 4,8 mg/mL (2 pg/mL)
mAK Lib 5-25, 500 ug/mL (250 ng/mL)
Ziege-anti-Maus-POD, 1:50.000

Analyt DDT-Hapten-OVAYa
mAK Lib 5-25

p,p’-DDT 100

0,p’-DDT 48

p,p’-DDD 330

o,p’-DDD 75

p,p’-DDE 104

o,p’-DDE 19

p,p’-DDA <0,01
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Im Vergleich zu den Werten aus der Literatur (Abad et al., 1997), Tab. 12, zeigt mAk
Lib 5-25 mit DDT-Hapten-OV AY4 durchwegs die gleiche Tendenz und Selektivitat mit
OVA-DDTS5 fir die p,p’-Isomere und o,p’-Isomere.

Mit den reduzierten DD T-Hapten-Einsatz-K onjugaten wurden auch die hergestellten
anti-DDT mAks (1C1, Rat 1gG2b,K; 7C12, Rat 1gG2a,\ und 1B2, Rat 1gG2a,K) ge-
testet. Die optimierten Standardkurven (% Control) mit deren Testmittel punkten (1C
50%) und Kreuzreaktivitéten (% CR) im Coating Antigen-Format sind in der Abb. 18
und Tab. 14 dargestellt.

Mabs DDT
o
100G——
80—
E=]
s go4——Hh
= ]
40—
20—
0 T
0,001 0,01 0.1 1 10 100 1000 10000
Analyte [ug/L]
y=((A-DM1+(x/C)"B))+D. A B c D R'2
© 1 (DDT 7C12: Concentration vs %Control) 100,611 1,598 1,951 3,132 0,999
0O 2 (DOT 1B2: Concentration vs %Control) 97,468 1,109 8,548 -0,134 0,998
& 3 (DDT 1C1: Concentration vs %Control) 97,359 0726 4675 14879 0986

Abb. 18: Optimierte Standardkurven (% Control) im Coating Antigen-For mat

mit DDT-Hapten-OVAYa.

(0) p,p’-DDT (n=2) mit mAk DDT 7C12 (125 ng/mL): A = 100; B = 1,598;

C (IC50%) = 1,951; D = 3,132.

(0) p,p’-DDT (n=2) mit mAk DDT 1B2 (500 ng/mL): A = 97,468; B = 1,109;

C (IC 50%) = 8,548; D =-0,134.

(A) 0,p’-DDT (n=2) mit mAk DDT 1C1 (250 ng/mL): A = 97,359; B = 0,726;

C (IC 50%) = 4,675; D = 14,879.
DDT-Standardkurven (40 mM PBS, 0,01-10.000 pg/L) wurden unter Verwendung von
4-Parametergleichung in SOFTmax® Pro ausgewertet.
Die Tests von sieben Substanzen (DDT-Isomere, -Metaboliten und das DDT-Hapten)
zur Kreuzreaktion in diesem ELISA-Format mit allen drei anti-DDT mAKks fuhrten zu
dem Schluss, dass diese ELISAs fur die sensitive und selektive Erkennung von DDT-
Isomeren und -Metaboliten geeignet waren. Die |C 50%-Werte und die Kreuzreaktionen

(% CR) sind in der Tab. 14 dargestellt.

60



Ergebnisse und Diskussion

Tab. 14: Testmittelpunkte [pug/L] und Kreuzreaktivitéaten (% CR) von DDT-
I someren und -M etaboliten im Coating Antigen-Format-EL | SA mit
DDT-Hapten-OVAY2mit den neuen anti-DDT mAKs.

Bedingungen fir die |mmunoreagenzien (detaillierte Testbedingungen sind in
Tab. 4, dargestellt):

DDT-Hapten-OVAY,, 0,5 pg/mL (fiir mAk DDT 1C1) und 1 pg/mL (fiir mAK
DDT 7C12 und fir mAk DDT 1B2)

mAKk DDT 1C1, 500 ng/mL

mAk DDT 7C12, 125 ng/mL

mAk DDT 1B2, 500 ng/mL

n=Anzahl von die |C 50%-Werte.

mAK mAk DDT 1C1 mAk DDT 7C12 mAKk DDT 1B2

Analyt IC50% [ug/Ll] %CR IC50% [ug/L] %CR IC50%[ugl]  %CR
op-DDT 4205 (n=13) 100 27+09(n=4) 56+11,3 > 1.000 <0,1
pp-DDT  61+09(n=3) 75+35 18+07(n=15) 100 75+22(n=12) 100
op-DDD  39+08(n=3) 91+101 64 15 223 4
pp-DDD  302+45(n=3) 12+25 15+04(n=3) 983+29 130+18(n=3) 650+35
op-DDE  32+03(n=3) 141+167 31 6 > 10.000 <0,01
pp-DDE  351+41(n=3) 13+12 34 51 106,4+6,3(n=3) 83+12
pp-DDA  >10000(n=3) <0,01 >10.000 <0,01 > 10.000 <0,01

DDT-Hapten 1,0+0,1(n=6) 421+334 07+01(n=3) 255+542 24+04(n=3) 282+31,7

Der mAk DDT 1C1 (Tab. 14, Abb. 18) erkennt alle getesteten o,p’-Isomere am besten.
Das DDT-lsomer, das am besten erkannt wurde, war o,p’-DDE, mit einem |C 50% von
3,2+ 0,3 ug/L (n=3). Der 0,p’-DDT (0,p’-DDT entspricht 100% CR) kann mit einem IC
50%-Wert von 4,2 £ 0,5 ug/L (n=13) mit einem Messbereich zwischen 0,5-30 pg/L (90-
10% Control) gemessen werden. Dieser anti-DDT mAKk zeigt zusétzlich ca. 90% CR fir
0,p’-DDD und fur p,p’-DDT 75% CR an, was relevant sein kann, wenn in der Probe
beide Isomere vorhanden sind.

Der mAk DDT 7C12 (Tab. 14, Abb. 18) zeigt den héchsten % CR fir p,p’-1somere.
p,p’-DDT kann mit einem IC 50%-Wert von 1,8 + 0,7 ug/L (n=15) analysiert werden.
Der Messbereich ist zwischen 0,5-8 ug/L. Eine vergleichbare Selektivitét zeigt der mAk
DDT 7C12 fur p,p’-DDD (98% CR) und relevante % CRs fir ale |somere und Metabo-
liten, nur fur o,p’-DDE zeigt er eine geringere CR (6%).

Der am wenigsten empfindliche anti-DDT mAK, jedoch der selektivste der drei Ratten
mAKks, ist DDT 1B2 (Tab. 14, Abb. 18), welcher p,p’-DDT mit einem |C 50%-Wert
von 7,5+ 2,2 ug/L (n=12) erkennt. Der Messbereich ist zwischen 1-70 pg/L. Dieser
anti-DDT mAKk erkennt nicht die o,p’-DDT-Metaboliten, der einzige Metabolit mit ent-
sprechendem % CR ist der p,p’-DDD (65%).

p,p’-DDA wurde von keinem der anti-DDT mAKs erkannt.
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Das Coating Antigen-Format wurde ebenfalls zur Testung der Erkennung des immuni-
sierenden DDT-Haptens angewandt. Wie man anhand der Tab. 14 sehen kann, wurde
das DDT-Hapten mit hohem % CR bei allen mAks erkannt. Die hdchste Kreuzreaktivi-
tét wurde bei mAk DDT 1C1 (ca. 420% CR) beobachtet, gefolgt von mAk DDT 1B2
(ca. 280% CR) und mAk DDT 7C12 (ca. 250% CR). Diese Beobachtung reflektiert sehr
gut die Sensitivitét und Selektivitét der Assays fur die DDT-Metaboliten und dass anti-
DDT mAks die grofite Affinitét gegen die Substanz DD T-Hapten entwickeln.

Insgesamt zeigen die neu entwickelten anti-DDT mAKs, dass von diesen der mAk 7C12
im Kreuzreaktivitétsmuster dem mAk Lib5-25 am meisten dhnelt (Abad et al., 1997).
Der mAk DDT 7C12 hat aber im Vergleich zu mAK Lib5-25 im Allgemeinen niedrigere
Kreuzreaktivitéten gegeniiber allen Isomeren und Metaboliten, die getestet wurden.

Dies trifft insbesondere auf p,p’-DDD zu.

1.2.2 Charakterisierung der Antikorper im Enzym Tracer -For mat

Fir die Charakterisierung der anti-DDT mAks und kiinftige Anwendungen im Immuno-
sensor wurden HRP und GOD als Enzyme fir das Enzym Tracer-Format ausgewahit.
Die sich ergebenden Enzym Tracer-Konjugate (DD T-Hapten-HRP und DD T-Hapten-
GOD) wurden mit mAKk Lib 5-25 und den neu entwickelten anti-DDT mAks in kompe-
titiven EL1SAs getestet.

1.2.2.1 Tests verschiedener Precoatings

In diesem ELISA-Format wurden mehrere V orbeschichtungen fir den Maus Antikorper
(mAk Lib 5-25) und Ratte Antikoérper (mAk DDT 1C1, mAk DDT 7C12 und mAk
DDT 1B2) in verschiedenen Konzentrationen fir die V orbeschichtungen der MP einge-
setzt. Die Ergebnisse sind in Tab. 15 dargestellt.

Die DDT-Standardkurven (40 mM PBS, 0,01-10.000 ug/L) wurden unter Verwendung
von 4-Parametergleichung in SOFTmax® Pro ausgewertet.
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Tab. 15: Enzym Tracer-Format mit ver schiedenen Vor beschichtungen der MP
(Ziege-anti-Maus, Maus-anti-Ratte kappa (TIB 172), Maus-anti-Ratte |lamb-
daLA 1B12, Protein A, Protein L, Protein G, Protein A/G, 2 ug/mL)
Bedingungen fur die Immunor eagenzien (detaillierte Testbedingungen
sindin Tab. 5, dargestellt):
mAK Lib 5-25, 250 ng/mL ; DDT-Hapten-HRP (1:4.000) und DDT-Hapten-GOD (1:2.000)
mAk DDT 1C1, 500 ng/mL; DDT-Hapten-HRP (1:8.000) und DDT-Hapten-GOD (1:1.000)

mAk DDT 7C12, 125 ng/mL; DD T-Hapten-HRP (1:8.000) und DDT-Hapten-GOD (1:1.000)
mAk DDT 1B2, 250 ng/mL; DDT-Hapten-HRP (1:1.000) und DDT-Hapten-GOD (1:1.000)

+++ = sehr effektive Immobilisierung
++ = effektive Immobilisierung

+ = wenig effektive Immabilisierung
- = keine Immobilisierung

Vor beschichtungen mAK Lib525 mAKkDDT 1C1 mAkDDT 7C12  mAk DDT 1B2

Ziege-anti-Maus +++ - - -

Maus-anti-Ratte - +++ - +++
kappa (TIB 172)

Maus-anti-Ratte - - ++4++ -
lambda LA 1B12

Protein A - - - -
Protein L - - 4+ -
Protein G + + + _

Protein A/G ++ ++ - .

Es stellte sich heraus, dass Ziege-anti-Maus fir die V orbeschichtung der MP die effek-
tivste Immobilisierung der mAKk Lib 5-25 mit beiden Enzym-Konjugaten (DD T-Hapten-
HRP und DDT-Hapten-GOD) ermdglichte.

Fur diemAk DDT 1C1 und mAk DDT 1B2 zeigte die V orbeschichtung der MP mit
Maus-anti-Ratte (TIB 172) eine effektive Immobilisierung mit beiden Enzym-
Konjugaten (DDT-Hapten-HRP und DD T-Hapten-GOD).

Sowohl die Vorbeschichtung der MP mit Maus-anti-Ratte lambda LA 1B12 als auch
mit Protein L bewirkten eine effektive Immobilisierung der mAk DDT 7C12 mit beiden
Enzym-Konjugaten (DDT-Hapten-HRP und DD T-Hapten-GOD).

Auch mit Protein A/G wurden effektive Immobilisierungen von mAks, allerdings nur
von mAK Lib 5-25 und mAk DDT 1C1, in ELISA-Tests mit beiden Enzym-Konjugaten
(DDT-Hapten-HRP und DD T-Hapten-GOD) gezeigt.

Fur alle getesteten anti-DDT mAks wurden mit Protein A und Protein G keine ausrei-

chenden Bindungen der Antikorper ermoglicht.
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1.2.2.2 Tests ver schiedener Absattigungsr eagenzien

Um eine unspezifische Bindung an der Polystyrol oberfléche der MP zu verhindern,
wurden die anti-DDT mAks und/oder Enzym Tracer-Konjugate in Lésungen mit ver-
schiedenen Abséttigungsreagenzien (BSA, OVA und Milchpulver und/oder LowCross
Buffer (CANDOR Bioscience GmbH, Mnster)) eingesetzt.

Als Beispiel wurden Standardkurven mit 4-Parameter-Werten im Enzym Tracer-
Format-ELISA firr mAk DDT 1C1 (Abb. 19 (A)/(B); Tab. B1 (A)/(B); Tab. B2
(A)/(B)/(C)/(D)), fur mAk DDT 7C12 mit DDT-Hapten-HRP (Abb. 19 (C) und mit
DDT-Hapten-HRP und DD T-Hapten-GOD (T ab. B3) und fir mAk DDT 1B2 mit
DDT-Hapten-HRP (Abb. 19 (D)/(E) und mit DDT-Hapten-HRP und DDT-Hapten-
GOD (Tab. B4) dargestellt.

Fur mAk DDT 1C1 wurden die Absattigungsreagenzien in folgenden verschiedenen
Konzentrationen eingesetzt: mAk DDT 1C1 in 1% (w/v) Milchpulver (in 40 mM PBYS)
und DDT-Hapten-HRPin 40 mM PBS, (Abb. 19 (A) (°); mAk DDT 1C1in 40 mM
PBS und DDT-Hapten-HRP in 1% (w/v) Milchpulver (40 mM PBS), (Abb. 19 (A) ();
mAK DDT 1C1 und DDT-Hapten-HRP in 1% (w/v) Milchpulver (in 40 mM PBS),
(Abb. 19 (B) (°). Um zu Uberpriifen, ob der mAk DDT 1C1 auch ohne Abséttigungsrea-
genzien genligend sensitive Standardkurven erreichen kann, wurde ein Assay mit mAk
DDT 1C1 und DDT-Hapten-HRP in 40 mM PBS durchgefuhrt, Abb. 19 (B) ().

Fur mAk DDT 7C12 wurden die Abséttigungsreagenzien in verschiedenen Konzentrati-
onen eingesetzt: mAk DDT 7C12 in 1% (w/v) Milchpulver (in 40 mM PBS) und DDT-
Hapten-HRP in 40 mM PBS; mAk DDT 7C12 in 3% (w/v) Milchpulver (in 40 mM
PBS) und DDT-Hapten-HRP in 40 mM PBS; mAk DDT 7C12in 0,1% (w/v) BSA (in
40 mM PBS) und DDT-Hapten-HRPin 40 mM PBS; mAk DDT 7C12 in 0,5% (w/v)
BSA (in 40 mM PBS) und DDT-Hapten-HRP in 40 mM PBS, Abb. 19 (C).

Fur mAk DDT 1B2 wurden die Abséttigungsreagenzien in verschiedenen Konzentratio-
nen eingesetzt: mAk DDT 1B2 (250 ng/mL) und DDT-Hapten-HRP in verschiedenen
Konzentrationen (1:4.000 und 1:8.000) in 40 mM PBS; mAk DDT 1B2 (125 ng/mL)
und DDT-Hapten-HRP in verschiedenen Konzentrationen (1:4.000 und 1:8.000) in 1%
LCB, Abb. 19 (D); mAk DDT 1B2 in 1% (w/v) Milchpulver (in 40 mM PBS) und
DDT-Hapten-HRP in 40 mM PBS; mAk DDT 1B2 in 3% (w/v) Milchpulver (in 40 mM
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PBS) und DDT-Hapten-HRP in 40 mM PBS; mAk DDT 1B2in 0,1% (w/v) BSA (in 40
mM PBS) und DDT-Hapten-HRP in 40 mM PBS; mAk DDT 1B2 in 0,5% (w/v) BSA
(in 40 mM PBS) und DDT-Hapten-HRP in 40 mM PBS, Abb. 19 (E).

MAL 1C1; DDT Hapten-HRP

15
e

= 14
[
g
8 os4

1] T N T T e iy

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

o,p"-00T [pg/L)

y=((A-DR1+(xIC)"B))+D A B < R B2
© 1{Akin 1% Mich Pulver Concentralion vs 1062 1621 3264 0005 0997
O 2(Tracer in 1% Mich Pulver: Concentration ... 1413 1,566 3712 0023 099

(A)

MAD 1C1; DDT Hapten-HRP

2
E
1.5
E o e Mg 1
:
=
8
0,54
0 T T T T T o
0,001 oo 0.1 1 10 100 1000 10000
0.p-00T [ugl]
yE(A-DMI+(C8 ) )+D A B i+ D B2
© 1{Akund Tracer n 1% Milch Pulver: Conce. . 1638 168 4358 0021 0,908
o 2 {Akund Tracer n PBS Conceniraion vs 1,242 1547 337 0008 1

(B)

MAb DDT 7C12; DDT Hapten-HRP

0.51
oA F—HHET
B q
o 03] i+ W
g 8
= 02 1
0,1
04 s | T - | T T
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
.00 [ugrL)
y=(A-D1+(xC"B))+D A B c o s

© 1{Ak1% MichP: Concentration vs Mean.. 0326 1576 020 0003 0,998
O 2(AK 3% Mich P Concentrationvs MeanV.. 0278 1784 0207 0006 0984
A 3(A%D0,1% BSA® Concentralionvs Meanva . 0423 1608 0314 0008 0953
© 4{Ak0,5%BSA Concentrationvs Mearval. 0364 1894 0339 0011 0983

(©)

65



Ergebnisse und Diskussion
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Abb. 19: 4-Parameter-Standar dkurven — Einfluss ver schiedener Abséttigungsre-
agenzien und Konzentrationen auf die Assays
(A)/(B) mAk DDT 1C1, 0,6 mg/mL (1.000 ng/mL); DDT-Hapten-HRP 1:4.000
(C) mAKDDT 7C12, 6 mg/mL (125 ng/mL); DDT-Hapten-HRP 1:8.000
(D)/(E) mAk DDT 1B2, 1,3 mg/mL (250 ng/mL); DDT-Hapten-HRP 1:1.000

Es wurde die Absdttigungsmdglichkeit gesucht, die die besten Testmittel punkte, den
niedrigsten Hintergrund und die héchsten OD-Werte fiir die anti-DDT mAksim Enzym
Tracer-Format erreichen kann.

Die kompetitiven ELISAs wurden, wie in Tab. 6 beschrieben, fortgesetzt. Bei der Aus-
wertung dieser Versuche ergab sich, dass die getesteten Absattigungsreagenzien nur mit
einem kleinen positiven Einfluss zur Verbesserung der Assays beitrugen. Sie konnten
mit gleichem Erfolg im ELISA eingesetzt werden. Eine Abséttigung mit verschiedenen
Konzentrationen von gleichen Absattigungsmitteln fur alle anti-DDT mAKks zeigte fast
dieselben Testmittel punkte, OD-Werte und niedrigsten Hintergriinde.
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Anhand der Ergebnisse (Kurvenverlaufe) wurde 1% (w/v) Milchpulver (in 40 mM PBS)
als Abséttigungsmittel in allen drel anti-DDT mAKks fir weitere Optimierungen ausge-
wahit.

DDT-Standard-Kurven (40 mM PBS, 0,01-10.000 ug/L) wurden unter Verwendung von
4-Parametergleichung in SOFTmax® Pro ausgewertet.

1.2.2.3 Tests ver schiedener Substrat-K onzentrationen
Fur die enzymatisch katalysierte Farbreaktion durch das gebundene Hapten-Enzym-
Konjugat wird nach dem Auswaschen der MP eine Substratl 6sung zugeftigt. Die Inten-
sitét des Signalsist direkt proportional zur Menge des gebundenen Enzyms und umge-
kehrt proportional zur Menge des Analytsin der Probenldsung. Das Substrat besteht aus
)- Als Sub-
stratpufferldsung dient 200 mM Natriumacetatpuffer pH 5,5. Durch die Peroxidase des
Hapten-Enzym-Konjugates wird Wasserstoffperoxid in OH-Radikal e gespalten, welche
einer Aminogruppe des TMB ein Elektron entreif3en. Das TMB-Radikalkation ist blau
geférbt und entsteht unter Entwirkung von Wasserstoffperoxid aus der farblosen Leuko-
form TMBH,.
POD
TMBH,+H,O 3, TMB +2H,0
Bei dem GOD-Test (die Glucose wird umgesetzt), oxidiert die Glucose unter Sauer-
stoffaufnahme zur Gluconsdure, wahrend der Sauerstoff des Wassermolekils zum ein-
wertigen Sauerstoff im Wasserstoffperoxid reduziert wird.
GOD

Glucose + H,O + O ——  Gluconséaure + H»0,

Damit nicht alle TMB-Molekiile umgesetzt werden, wodurch sich die Absorption der
Testldsungen trotz unterschiedlicher Hapten-Enzym-Konjugat-K onzentrationen in den
Kavitéten angleichen wiirde, wird nach einer gewissen Zeit das Enzym mit verdinnter
Schwefelséure denaturiert, so dass es nicht mehr katalytisch aktiv ist. Durch die Proto-
nierung der TMB-Radikalkations schlégt die Farbe von blau nach gelb um (Absorpti-

onsmaximum bei 450 nm), (http://www.coring.de).
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Obwohl nur sehr geringe Mengen der Probe bendtigt werden, bieten die enzymatischen
Bestimmungsmethoden eine hohe Prézision. Durch sogenannte Enzymgifte (Matrix)
kann die Messung allerdings beeinflusst werden. Die Enzyme (POD und GOD) sind in
hoher Reinheit verfligbar und auch robust. Enzymatische Bestimmungen sind gut fir
eine Automatisierung geeignet, wenn Serienmessungen durchgefihrt werden sollen
(Kuhlmann & Peschke, 1986).
In diesem Kapitel wurde die Konzentration eines Glucosesubstrats tberprift und wel-
chen Einfluss die verschiedenen Substrat-Konzentrationen auf den ELISA haben sowie
ob eine Verbesserung des Assays mit einer hoheren Enzymkonzentration DDT-Hapten-
GOD (3 mg anstelle von 2 mg) zu erreichen ist. Zu diesem Zweck wurden verschiedene
EL1SAs unter identischen Bedingungen durchgefuhrt, lediglich die Substrat-
Konzentrationen variieren (frihere Optimierungen, s. Tab. 6),
hoher konzentriert wurden, alsin
Tab. 6 beschrieben). Die Ergebnisse dieser Testssind in Abb. 20 dargestellt.

1C1 1000 ng/mi; DDT-Hapten-GOD 3 mg
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Abb. 20: 4-Parameter-Standar dkurven — Einfluss ver schiedener Substr at-
Konzentrationen auf die Assays
mAk DDT 1C1, 0,6 mg/mL (1.000 ng/mL); DDT-Hapten-GOD 1:8.000

Anhand der Kurvenverlaufe in Abb. 20 erkennt man, dass keine der getesteten Substrat-
Konzentrationen zu einer signifikanten Verbesserung der Assays (OD-Werte und/oder
Testmittel punkte) beitragen konnte.

Die Substraterhoh ndirekt“ die 1C 50%-

man durch hohere OD-Werte die Konzentration des Enzym-Tracers insgesamt erniedri-

gen konnte.
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Der konzentrierte Substrat-Ansatz fihrte nur zu etwas niedrigerer Testempfindlichkeit,
wahrend die Signalintensitat ungefahr gleich blieb. Fir den doppelten Ansatz der Rea-
genzien wurde mit 1C 50% (3,509 pg/L) ein dem einfachen Ansatz vergleichbarer IC
50% (4,361 pug/L) erreicht. Trotz eines kleinen Unterschiedes der |1C 50%-Werte war es
nicht gelungen, durch die Konzentration des Substrates eine V erbesserung des Assays

zu erreichen, deswegen wurden diese Versuche nicht weiter verfolgt.

1.2.2.4 Bestimmung von Kreuzreaktivitdten im Enzym Tracer-For mat
Die Ergebnisse fur Kreuzreaktivitaten (% CR), die mit dem mAK Lib 5-25 im entspre-
chenden Enzym Tracer-Format fur die DDT-Isomere erzielt wurden, sind in den Tab.
16 aufgefihrt (Vergleich zwischen Literatur und eigenen Ergebnissen). (Siehe auch
Abb. B2 (A)/(B)/(C), Anhang, Teil B.)

Die DDT-Standardkurven (40 mM PBS, 0,01-10.000 pg/L) wurden unter Verwendung
von 4-Parametergleichung in SOFTmax® Pro ausgewertet.

Tab. 16: Vergleich der WerteausLiteratur und eigener Ergebnisse - Kreuzr eak-
tivitaten (% CR) mit mAK Lib 5-25
Enzym Tracer-Format-ELISA mit DDT-Hapten-HRP und DDT-Hapten-GOD
Bedingungen flr die |mmunoreagenzien (detaillierte Testbedingungen sind in
Tab. 6 und Tab. 7 dargestellt):
mAK Lib 5-25, 500 ng/mL ftr DDT-Hapten-HRP und 250 ng/mL fur DDT-
Hapten-GOD
n.d. = nicht durchgeftihrt

mAKk Lib 5-25 mAKk Lib 5-25
Abad et al., 1997 Eigene Ergebnisse
Analyt DDT-Hapten-HRP DDT-Hapten-HRP  DDT-Hapten-GOD
0,p’-DDT 48,2 25 35
p,p’-DDT 100 100 100
o,p’-DDD 52,7 n.d. n.d.
p,p’-DDD  135,8 n.d. n.d.
o,p’-DDE 22,5 n.d. n.d.
p,p’-DDE 83,1 n.d. n.d.

Hier zeigte sich, dass mAKk Lib 5-25 mit DDT-Hapten-HRP in beiden Fallen (Literatur
und eigene Ergebnisse) sensitiver fir o,p’-Isomere als fr p,p’-Isomereist. Dies gilt fir
beide Enzym Tracer-Formate, unabhéngig vom Enzym.

Die Enzym Tracer-Konjugate (DDT-Hapten-HRP und DDT-Hapten-GOD) wurden in-
kompetitiven ELISAs mit den neu entwickelten anti-DDT mAks getestet und in Tab. 17
bzw. Tab. 18 dargestellt.

69



Ergebnisse und Diskussion

Tab.17: Testmittelpunkte [pug/L] und Kreuzreaktivitéaten (% CR) von DDT-

I someren und -M etaboliten im Enzym Tracer-Format (DDT-Hapten-
HRP) mit den neu entwickelten anti-DDT mAKks
Bedingungen fir die |mmunoreagenzien (detaillierte Testbedingungen sind in
Tab. 6 und Tab. 7 dargestellt):

mAk DDT 1C1 (Rat 1gG2b,k),

300 ng/mL

mAk DDT 7C12 (Rat 1gG2a,A), 125 ng/mL

mAk DDT 1B2 (Rat 1gG2a,K),

250 ng/mL

DDT-Hapten-HRP 1:8.000 (fur mAKk DDT 1C1, mAk DDT 7C12) und 1:1.000 (fir mAKk

DDT 1B2).

mAk mAk DDT 1C1 mAk DDT 7C12 mAk DDT 1B2
DDT-Hapten-HRP

Analyt IC 50% [Ug/L] %CR  IC50% [Ug/L] %CR  IC50% [Ug/L] % CR
0,p’-DDT 1,0+ 0,3 (n=12) 100 2,4+ 1,7 (n=3) 71 >10.000 <0,01
p,p’-DDT 4,6 + 0,8 (n=5) 23 0,5+ 0,2 (n=10) 100 42 + 1,6 (n=9) 100
0,p’-DDD 36 23 6 11 4152 1
p,p’-DDD 54,7 2 0,8 20 323 19
0,p’-DDE 3 32 28,9 5 >10.000 <0,01
p,p’-DDE 26,2 6 35 37 186,5 4
p,p’-DDA >10.000 <0,01 >10.000 <0,01 >10.000 <0,01
DDT-Hapten 0,5 102 0,3 88 0,9 395
Tab. 18: Testmittelpunkte [pug/L] und Kreuzreaktivitéten (% CR) von DDT-

I someren und -Metaboliten im Enzym Tracer-Format (DDT-Hapten-

GOD) mit den neu entwickelten anti-DDT mAks

Bedingungen flr die |mmunoreagenzien (detaillierte Testbedingungen sind in

Tab. 6 und Tab. 7 dargestellt):

mAk DDT 1C1 (Rat 1gG2b,k), 600 ng/mL

mAK DDT 7C12 (Rat 1gG2a,A), 300 ng/mL

mAK DDT 1B2 (Rat 1gG2a,k), 1.000 ng/mL

DDT-Hapten-GOD, 1:1.000 (mAk DDT 1C1, mAk DDT 7C12 und mAk DDT 1B2).

mAK mAk DDT 1C1 mAk DDT 7C12 mAk DDT 1B2
DDT-Hapten-GOD

Analyt IC 50% [ug/L] %CR  1C50% [ug/L] % CR IC 50% [pg/L] % CR
o,p’-DDT 1,6+ 0,4 (n=8) 100 30+ 19 (n=3) 71 > 10.000 <0,01
p,p’-DDT 7,8+ 2,7 (n=4) 27 1,4+0,7 (n=4) 100 8,6+ 2,6 (N=7) 100
o,p’-DDD 5,6 26 6,2 16 556,7 2
p,p’-DDD 144 1 1,1 90 32,5 33
o,p’-DDE 4,7 34 38,4 5 >10.000 <0,01
p,p’-DDE 45,7 5 42 47 218,9 5
p,p’-DDA >10.000 <0,01 >10.000 <0,01 >10.000 <0,01
DDT-Hapten 1,0 115 0,7 86 2,3 238
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Es zeigte sich, dass alle optimierten Tests geringfligig sensitiver wurden, wenn HRP im
Enzym Tracer-Format benutzt wurde. Im Allgemeinen sind die hohen Verdiinnungen
von DDT-Hapten-HRP (1:8.000 mit DDT 1C1 und DDT 7C12) glnstig fr die Sensiti-
vitét und vermeiden unspezifische Bindungen. Dennoch hat auch GOD im Enzym Tra-
cer-Format sehr gute und nitzliche Standardkurven aufgezeigt.

Reprasentative Standardkurven fur den Haupt-Analyten (o,p’-DDT im Falle von mAKk
DDT 1C1 und p,p’-DDT im Fallevon mAk DDT 7C12 und DDT 1B2) werden in Abb.
21 mit DDT-Hapten-HRP und in Abb. 22 mit DDT-Hapten-GOD aufgezeigt.

Die DDT-Standardkurven (0,01-10.000 pug/L) und Enzym Tracer-Lésung in 40 mM
PBS wurden unter Verwendung von 4-Parametergleichung in SOFTmax® Pro ausge-

wertet.

SControl

—

1000 10000

Analyte [ugiL]
y=((A-D1+(x/Q"B))+D. A E g e B2
O op-00T (MAb DOT 1C1: Concentrationvs .. 99485 1271 0804 0463 0998
o p,p-00T (MAb DOT 7C12 Concentration vs . 9806 1,19 0,687 1,011 1

& pp-00T (MAb DOT 1B2: Concentration vs 9038 0822 5985 8568 0985

Abb. 21: Optimierte Standardkurven (% Control) im Enzym Tracer -
Format mit DDT-Hapten-HRP
(0) 0,p’-DDT (n=2) mit mAk DDT 1C1 (300 ng/mL).
(@) p,p’-DDT (n=2) mit mAk DDT 7C12 (125 ng/mL).
(A) p,p’-DDT (n=4) mit mAk DDT 1B2 (250 ng/mL).
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SeContral

1000 10000

Analyte [pg/L]

y=((A-D1+(xiC)"B))+D A B c D R'2
0 o,p-LOT (MAL DDT 1C1. Concentration vs ... 94,841 1,662 1,481 0068 0995
O p,p-COT (MAb DOT 7C12 Concentration vs... 99353 1,244 0,995 1,529 1
A p,p-DOT (MAD DOT 182 Concentration vs 93379 0973 10538 0244 0995

Abb. 22: Optimierte Standardkurven (% Control) im Enzym Tracer -

Format mit DDT-Hapten-GOD

(0) 0,p’-DDT (n=2) mit mAk DDT 1C1 (600 ng/mL).

(©) p,p’-DDT (n=2) mit mAk DDT 7C12 (300 ng/mL).

(1) p,p’-DDT (n=4) mit mAk DDT 1B2 (1.000 ng/mL).
Der mAk DDT 1C1 zeigte mit DDT-Hapten-HRP (Abb. 21; Tab. 17) einen |C 50%-
Wert fur o,p’-DDT von 1,0 £ 0,3 ug/L (n=12) in einem Messbereich von ca. 0,2 bis4
ug/L (90-10% Control) an.
Mit DDT-Hapten-GOD (Abb. 22; Tab. 18) lagen die Werte fur |C 50% fur o,p’-DDT
bei 1,6 £ 0,4 ug/L (n=8) in einem Messbereich von ca. 0,3 bis5 ug/L (90-10% Control).
Die Muster fur Kreuzreaktionen fir DDT-Isomere und -Metaboliten waren unabhangig
vom Enzym (Tab. 17; Tab. 18).
Der mAk DDT 1C1 zeigte im allgemeinen einen hoheren % CR fir o,p’-Isomere an.
Die Selektivitét von mAk DDT 7C12 war fur p,p’-Isomere (Tab. 17; Tab. 18) am bes-
ten. Man erhielt den besten Testmittel punkt fur p,p’-DDT unter Anwendung von DDT-
Hapten-HRP (0,5 £ 0,2 ug/L (n=10)). Der Messbereich fir die Testslag bel ca. 0,2 bis4
ng/L (90-10% Control) (Abb. 21).
Unter Anwendung von GOD im Enzym Tracer-Format war der 1C 50%-Wert fur p,p’-
DDT 1,4 £ 0,7 ug/L (n=4); der Messbereich lag bel 0,2 bis 5 pug/L (90-10% Control)
(Abb. 22).
Zusétzliche entsprechende % CR gab es mit beiden Enzymen p,p’-DDD (ca. 90%), o,p’-
DDT (ca. 70%), p,p’-DDE (ca. 40%) und o,p’-DDD (Tab. 17; Tab. 18).
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Der selektivste Test, wie bereitsim Coating Antigen-Format dargestellt, war mit mAk
DDT 1B2, unabhangig von dem Enzym, das benutzt wurde.

Der optimierte Test mit DDT-Hapten-HRP zeigt einen |C 50%-Wert von 4,2 + 1,6 ug/L
(n=9) fur p,p’-DDT an mit einem Messbereich von ca. 1 bis 50 pug/L (Abb. 21). Mit
GOD im Enzym Tracer-Format gibt der Test einen |C 50%-Wert fur p,p’-DDT von 8,6
+ 2,6 ug/L (n=7) an mit einem Messbereich von ca. 2 bis 100 pug/L (90-10% Control).
Wenn die zwei Formate verglichen werden, kann abschlief3end gesagt werden, dass bei-
de ELISA-Formate fur den empfindlichen (DDT 1C1, DDT 7C12) und selektiven (DDT
1B2) Nachweis von DDT-Isomeren geeignet sind. Alle Ergebnisse der Kreuzreaktionen
im Enzym Tracer-Format waren den im Coating Antigen-Format erhaltenen sehr ahn-
lich, da sich Kreuzreaktivitéten nicht mit ELISA-Formaten éndern, zumindest dann
nicht, wenn das eingesetzte Hapten identisch ist.

Im Coating Antigen-Format zeigten die erhaltenen Testsim Vergleich zum Enzym Tra-
cer-Format im Allgemeinen hohere ODs an, jedoch waren die Testmittel punkte nicht so
gut wie im Enzym Tracer-Format.

Fur das Insektizid DDT mit seinen zwei isomeren Formen p,p’-DDT und o,p’-DDT
konnten mit den neu entwickelten anti-DDT mAks Standardkurven mit Testmittel punk-
ten im unteren ppb-Bereich erzielt werden.

Der fur Trinkwasser innerhalb der EU geltende Richtwert mit 0,1 pg/L fur die Einzel-
substanz (EC Drinking Water Directive, 1998) kann noch nicht mit ausreichender Mess-
sicherheit erfasst werden. Sedimente und Oberflachenwasser sollten aber mit diesem

M essbereich analysiert werden kénnen.

1.2.2.5 L 6sungsmittelvertraglichkeit

DaDDT in unterschiedlichen Matrizes analysiert werden soll, ist eswichtig, die Ver-
traglichkeit mit verschiedenen L ésungsmitteln zu bestimmen.

DDT hat nur eine sehr geringe L6slichkeit in Wasser (5,5 pug/L bei 20 °C). Daher ist ein
geringer Anteil von Losungsmitteln in den entsprechenden Standards ebenfalls von Vor-
teil. Es musste ein organisches Losungsmittel gefunden werden, in dem sich die Analyte
[6sen und das den ELISA mdglichst wenig beeinflusst.

Als Ldsungsmittel wurden Ethanol, Methanol, Aceton, n-Hexan, Acetonitril und
Dichlormethan getestet. Hierzu wurden die Standards in unterschiedlichen %-Anteilen
der jeweiligen Losungsmittel angesetzt (z.B. 1%, 2% bis 50% in 40 mM PBS) und im
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Enzym Tracer-Format getestet. Auf jeder MP wurde auf3erdem eine Standardkurve in 40
mM PBS a's Referenz getestet.

Diese Untersuchungen wurden mit dem mAk DDT 1C1 (500 ng/mL) und mit DDT-
Hapten-HRP (1:4.000) durchgefihrt. Der getestete Analyt war entsprechend der o,p-
DDT (Stammlésung: 1 mg/mL in Ethanal).

Bei einem Losungsmittelanteil von 20% konnten nur mit Ethanol auswertbare Ergebnis-
se erhalten werden (Abb. 23 (A)). Die anderen getesteten organischen Ldsungsmittel in
hoheren Konzentrationen erwiesen sich als ungeeignet, da sie den ELISA sehr stark
beeinflussten.

Die DDT-Standardkurven (40 mM PBS, 0,01-10.000 pg/L) wurden unter Verwendung
von 4-Parametergleichung in SOFTmax® Pro ausgewertet.
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mAb DDT 1C1
—8—IC 50% [pg/L] —&— Absorption
=1 0,9
{08 _|
- 4% +o07 E
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2 3 @
= =+ 05 g
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o 103 o
1 {02 ©
0,1
0 0,0
op™-DDT in PBS 1% 2%
Dichlormethan [%]

(B)
Abb. 23: L dsungsmittelvertraglichkeit im Enzym Tracer-Format-EL | SA
(DDT-Hapten-HRP, 1:4.000) mit mAk DDT 1C1 (500 ng/mL), o,p'-DDT
() 1C50% [ug/L]
() OD [450-650 nm]
(A) Ethanol (2, 5, 10 und 20%)
(B) Aceton (1 und 2%)
(C) n-Hexan (1 und 2%)
(D) Methanol (2, 5 und 10%)
(E) Dichlormethan (1% und 2%)

Aceton und n-Hexan (Abb. 23 (B); Abb. 23 (C)) konnten bis 2% eingesetzt werden und
mit Methanol und Dichlormethan (Abb. 23 (D); Abb. 23 (E)) war bereits bel 1% eine
Beeintréchtigung des Assays zu verzeichnen.

Ethanol und Aceton wurden laut Literatur (Botchkareva et al., 2003) im Chemilumines-
cent ELISA auch mit einer guten Vertraglichkeit des Assays getestet.

Der mAk DDT 1C1 wurde noch einmal in neuen EL1SA-Versuchen zusammen mit
mAks DDT 7C12 und DDT 1B2 mit organischen Lésungsmitteln in unterschiedlichen
Konzentrationen getestet (Abb. 24 (A)/(B)/(C)/(D)).
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Abb. 24:  Ldsungsmittelvertraglichkeit im Enzym Tracer-Format-EL1SA
(DDT-Hapten-HRP, 1:4.000 fur mAks DDT 1C1, DDT 7C12 und 1:8.000 fir DDT
1B2), 0,p'-DDT (mAk DDT 1C1); p,p'-DDT (mAks DDT 7C12 und DDT 1B2)
(A) Methanal (0, 1, 2, 5, 10, 20, 30 und 40%), mAks DDT 1C1 und DDT 7C12
(B) Methanol (0, 1, 2, 5, 10, 20, 30 und 40%), mAk DDT 1B2
(C) Acetonitril (0, 0,5, 1, 2, 5, 10 und 20%), mAks DDT 1C1 und DDT 7C12
(D) Acetonitril (0, 0,5, 1, 2, 5, und 10%), mAk DDT 1B2

Die Abb. 24 und Tab. B5 (Anhang, Teil B) stellen die durchgefhrten Losungsmittel -
Vertréglichkeitstests mit 40 mM PBS, 5, 10, 20, 30 und 40% Methanol (MeOH) und 2,
5 und 10% Acetonitril (ACN) fur anti-DDT mAks: DDT 1C1, DDT 7C12 und DDT
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1B2 aller verwendeten ELISASs (A, B, C und D-Werte) dar. Die Haupt-Analyten (o,p’-
DDT fur mAk DDT 1C1 und p,p’-DDT fur mAks DDT 7C12 und DDT 1B2) wurden in
40 mM PBS, angesetzt.

Es wurden fur alle Testverfahren maximale Toleranzen fir MeOH und ACN mit < 10%
fur mAks DDT mit weniger stérendem Einfluss auf den ELISA aul3er 1B2 (erwies sich
als sehr |6sungsmittel sensibel) bestimmit. In der Literatur (Botchkarevaet a., 2003)
wird nachgewiesen, dassim Chemiluminescent ELISA eine Konzentration zwischen 5-
20% MeOH fur mAk DDT Lib 5-25 auch keinen Einfluss auf RLU 1, aber auf 1C 50%
hat.

Generell sind die oben getesteten L 6sungsmittel, aulRer Methanol, keine ideale Losung
(keine Gleichméafdigkeit fur alle drei anti-DDT mAKks), dabel grol3em Anteil von L6-
sungsmitteln die OD-Werte stark erniedrigt wurden und es zu starken Schwankungen
kam, wobei sich die IC 50%-Werte zum Teil um das 10fache erhthten.

Um fir dieanti-DDT mAKks einen mdglichst geeigneten Ldésungsmittelanteil zu finden,

wurden weitere Experimente durchgefiihrt.

1.2.2.6 Auswirkung der Inkubationszeit auf den Standar dansatz

Bei der Analyse von DDT-Isomeren und -Metaboliten muss die niedrige Wasserl 6slich-
keit dieser Substanzen berticksichtigt werden sowie die Neigung, an Oberflachen zu
adsorbieren.

DDT ist in Wasser fast unlédlich. Esist ein schwerfliichtiger chlorierter Kohlenwasser-
stoff. Es wurden Adsorptionswirkungen auf der Oberfléche von Gléaschen beobachtet.
Die Zeitspanne zwischen dem Ansetzen der Standards und der Anwendung im ELISA
war sehr kritisch.

Abb. 25 zeigt beispielhaft die Ergebnisse fur den ELISA (Enzym Tracer- i-
rekt” nach dem Ansetzen der Standards auf die MP
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16
O direkt

@ nach 2h

daadd

Abb. 25: ELISA in Enzym Tracer-Format
(DDT-Hapten-HRP, 1:4.000) mit mAk DDT 1C1 (500 ng/mL);
DDT-Standards direkt nach dem Ansatz
Pipettierung auf die MP 2 h nach dem Ansatz
140 mM PBS
2 10% (v/v) Isopropanol/0,01% Tween in 40 mM PBS
3 10% (v/v) Isopropanol/DMSO 4:1in 40 mM PBS
4 10% (v/v) Isopropanol in 40 mM PBS

-
(]

Testmittelpunkt [pg/L]
(=2

£

Dierelativ hohen Standardabweichungen in den IC 50%-Werten kénnen auch aufgrund
dieses Problems entstehen, da alle Standardkurven fir die Optimierung und Bestim-
mung von CR % in 40 mM PBS eingerichtet wurden. Diesist insbesondere dann ein
Problem, wenn mehrere Platten an einem Tag verarbeitet werden.

Es zeigt sich eine Veranderung bei den Testmittelpunkten [pg/L], wenn die Standards
direkt vor dem Absaugen auf der MP eingerichtet wurden (hellgrau) und nach 2 Stun-
den (dunkelgrau). Je lénger die Standards in den Glaschen gehalten werden, umso we-
niger sensibel sind die Standardkurven, da die DDT-Standards auf der Oberflache des
Glases haften und daher die Bindung an anti-DDT mAks wéhrend der Anwendung im
ELISA nicht mehr moglich ist.

Hohe Standardabweichungen der Testmittel punkte [ug/L] wurden insbesondere dann
beobachtet, wenn die Standards ca. 2 Stunden lang in den Gléschen verblieben. Die Zu-
gabe von Lésungen oder Mischungen von Losungen und die Zugabe von Detergens, die
als Beispiele ausgewahlt wurden, zeigten eindeutig eine Verminderung dieser Wirkung.
Es wurden Experimente durchgefihrt, um diese Wirkung zu verringern bzw. um die
beste Kombination zwischen Ldsungen, oberfléchenaktiven Stoffen etc. zu finden.
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2 AQUA-OPTOSENSOR

Diein dieser Arbeit erzielten Ergebnisse dienen dem Ziel, DDT in Wasserproben und
Sedimenten mit einem automatisierten optischen Immunosensor (AQUA-
OPTOSENSOR) nachzuweisen. Da der Immunosensor bisher nur bedingt vor Ort ein-
gesetzt werden kann (bendtigt Stromversorgung und die Zeit zum Zusammensetzen des
Sensor-Chips), wurden die Messungen im Labor durchgefiihrt.

Bei der Optimierung der Einzeltests wurden Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate (anti-DDT
mAks DDT Oyster®-645-K onjugate mit verschiedenen Konzentrationen und mit ver-
schiedenen Abstoppungszeiten, wiein 2.3 Material und Methoden beschrieben), Coa-
ting Antigene, der Einfluss verschiedener Ldsungsmittel-K onzentrationen sowie der
Einfluss von Temperatur und Inkubationszeiten Uberprift. Der Einsatz von |sopropanol
wurde als ein vielversprechender Ansatz fir die Anwendung dieser Immunoreagenzien
innerhalb des AQUA-OPTOSENSOR- Systems erkannt.

Das Coating Antigen-Format wurde fur die Charakterisierung und Optimierung des
AQUA-OPTOSENSOR-Systems eingesetzt.

Der Oyster®-645-Fluoreszenzfarbstoff (Denovo Biolabels) gehdrt zu den Cyanin-
farbstoffen (z.B. Cy5, der auch zur Markierung von Biomolekilen fir den optischen
Immunosensor verwendet wurde, Meusel et a., 1998), die eine immer groliere Bedeu-
tung haben, da sie mit ihren Absorptions- und Emissionsmaxima den gesamten Bereich
des sichtbaren Spektrums von Blau bis Nah-Infrarot abdecken.

Bei der Herstellung der Antikorper-Konjugate war zu berticksichtigen, dass bei hdheren
Belegungsdichten mit Fluoreszenzfarbstoff eine Verminderung der Aktivitét des Anti-
korpers auftreten kann. Die Aktivitat der mit dem Oyster®-645-Fluoreszenzfarbstoff
markierten anti-DDT mAks wurde im Coating Antigen-Format-ELISA Uberprift (wie
in Tab. 4 beschrieben). Anhand der Ergebnisse des anti-DDT mAks konnteim Ver-
gleich zu denen der fluoreszenzmarkierten anti-DDT mAKks die Aktivitét der anti-DDT
mAKks nach der Kopplung ermittelt werden (Daten nicht angezeigt). Es wurde keine
Inaktivierung des anti-DDT mAks festgestellt.

2.1 Analysevon p,p’-DDT und o,p’-DDT mit AQUA-OPTOSENSOR
Verglichen mit den anti-DDT mAKks im Immunoassay-Format zeigen anti-DDT mAk
Oyster®-645-K onjugate in dem optischen Immunosensor vergleichbare Ergebnisse fiir

die zugehdrigen DDT-Isomere.
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Die anti-DDT mAks 7C12-Oyster®-645 (1,5 mg/mL),1B2-Oyster®-645 (1,3 mg/mL)
und 1C1-Oyster®-645 (0,6 mg/mL) wurden optimiert und fiir die Messungen gekenn-
zeichnet.

Tab. B6 (Anhang, Teil B) enthdt die Ergebnisse mit AQUA-OPTOSENSOR-System
(Slope-Werte von verschiedenen p,p’-DDT dotiert und verschiedenen mAk DDT 7C12-
Oyster®-645 Konzentrationen) in MS-Excel ausgewertet.

Als Coating Antigen wurde DDT-Hapten KLH (3,1 mg/mL) auf der PMMA-Oberflache
des Sensor-Prismas absorbiert und die Standardkurven fir p,p’-DDT und o,p’-DDT mit
dem AQUA-OPTOSENSOR optimiert.

Die genaue Versuchsdurchfiihrung zur Charakterisierung des anti-DDT mAks Oyster®-
645 erfolgte wie unter 2.5.1.1 Material und Methoden beschrieben. Da die Ldsungsmit-
tel den Test beeinflussen, wurde darauf geachtet, dassin jedem Ansatz die gleiche |-
sopropanol konzentration (5%) enthalten war. Als Vergleich wurde fir jede Standard-
kurve ein Ansatz ohne Analyt (Nullstandard) gemessen. Es wurden oft zwei bis vier
Bestimmungen (Sensor-Chip) durchgefihrt, aus denen sich Mittelwert und Standardab-
weichungen errechnen lief3en. Die néchsten beiden Abbildungen zeigen die Ergebnisse
mit AQUA-OPTOSENSOR-System.

Die Testmittelpunkte fir die analogen DDT-Isomere lagen wieder niedriger als 10 pg/L.
Mit DDT 7C12 Oyster®-645 lag der IC 50% ca. bei 3 pg/L fir p,p’-DDT und einem
Messbereich von 0,3-30 pg/L; mit DDT 1B2-Oyster®-645 lag der IC 50% bei ca. 9 pg/L
fur p,p’-DDT und im Bereich von 1-100 pg/L konnte gemessen werden. Mit DDT 1C1-
Oyster®-645 lag der IC 50% ca. bei 4 pg/L firr o,p’-DDT, und die Standardkurve zeigte
einen Messbereich von 0,4-100 pg/L (Abb. 26).
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Abb. 26. Standardkurven mit AQUA-OPTOSENSOR
(0) p,p’-DDT mit anti-DDT mAk 7C12-Oyster ®-645 (5pg/mL) in 2% (w/v) BSA/40 mM
PBS: A =96,7; B =0,8; C (IC50% [ug/L]) = 3,4; D = 0,0; R* = 0,986.
( ) p,p’-DDT mit anti-DDT mAk 1B2-Oyster ®-645 (4,3 pg/mL) in 2% (w/v) BSA/40 mM
PBS: A =98,2; B =0,6; C (IC50% [ug/L]) = 8,6; D = 0,0; R* = 0,878.
(®) 0,p’-DDT mit anti-DDT mAk 1C1-Oyster ®-645 (1,2 pg/mL) in 2% BSA/40 mM PBS:
A =108,0; B =0,4; C (IC 50% [ug/L]) = 3,5; D = 0,0; R? = 0,980.

Das DDT-Hapten-KLH-Konjugat (3,1 mg/mL) wurde als Coating Antigen auf das
PMMA Prisma pipettiert. DDT-Standards wurden in 5% (v/v) Isopropanol in 40 mM
PBS angesetzt und die anti-DDT mAks Oyster®-645 und DDT-Standards wurden fiir
die Messung zusammen fur 30 min/22 °C inkubiert.

Die Standardkurven wurden mit Software SigmaPlot, 4-Parametergleichung:

y = (A-D)/(1+(x/C)"B)+D, ausgewertet.

Im Gegensatz zum Immunoassay konnen im AQUA-OPTOSENSOR die Standards
und/oder Proben nur nacheinander gemessen werden. Der anti-DDT mAk 7C12
Oyster®-645 wurde gewahlt, um Messungen der Standards an verschiedenen Tagen zu
erhalten (Abb. 27).

Hierbei wurden alle Bedingungen konstant gehalten, auf3er fir die Mischungen von anti-
DDT mAk 7C12-Oyster®-645 und Analyte, die jeden Tag neu angesetzt wurden. Um zu
bestétigen, dass die Ergebnisse der Messung von der vorher gemessenen Konzentration
unabhéngig sind, wurden die Priftests ausgef hrt, indem die Abfolge der Messung der
Analyt-Konzentration gedndert wurde: Die Sensor-Chips wurden von niedriger zu hohe-

rer Analyt-Konzentration und umgekehrt gemessen. Die Ergebnisse mit dem AQUA-
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OPTOSENSOR-System ([mV/s] und I1C 50%) zeigten eine gute Reproduzierbarkeit
dieser Messungen an verschiedenen Tagen mit Standardabweichungen von ca. 10%
(Abb. 27).

Die Standardabweichung fur die Immunosensor-Ergebnisse wurde bei identischen Tests
fur verschiedene Tage gezeigt (n = 2-5).

100

80

G0 -

% Control

40 4

20 A

o 0.1 1 10 100

p.p-DDT [pg/1]

Abb. 27: Messungen an ver schiedenen Tagen (Standar dkurven mit AQUA-
OPTOSENSOR)
(o) p,p’-DDT mit anti-DDT mAk 7C12-Oyster ®-645 (0,7 pg/mL) in 2% (w/v) BSA/40
mM PBS: A = 89,3; B = 1,1; C (IC 50%; ug/L) = 4,7; D = 0,0; R* = 0,964 (n = 2-5).

Fur die an verschiedenen Tagen durchgefihrten Tests wurde ein neuer Batch von anti-
DDT mAks 7C12-Oyster®-645 K onjugaten verwendet und nochmals optimiert. Die

Standardkurve verschob sich leicht nach rechts mit 1C 50% von 4,7 pg/L und einem
Messbereich von 1 bis 30 pug/L.

Dadie Kapazitét des Sensor-Chips nur 200 uL umfasst, musste zuerst das Volumen der
Reagenzien fUr den Test optimiert werden. Vorversuche hatten gezeigt, dass durch ca.
0,5 pL Coating Antigen auf das Prisma keine uniformen und reproduzierbaren Be-
schichtungen (Peaks) erreicht werden kdnnen, sondern deutliches Auftreten von Hinter-
grund-Signalen erfolgte.

Nach den Vorversuchen wurde das Volumen des Coating Antigens auf 0,1 pL reduziert.
Dass die Spots auf dem Prisma nicht immer gleichméaf3ig pipettiert werden konnten, ist
auf die manuelle Pipettierung zurtickzufthren.
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Um dadurch bedingte Ungleichméf3igkeiten zu vermeiden, wurden oft M ehrfachbe-
stimmungen durchgefihrt, aber mit Riicksicht auf die Anzahl der Sensor-Chips. Aller-
dings kann die Ungleichmaiigkeit der Werte durch an gleichen oder verschiedenen Ta-
gen durchgeflhrte Tests auf aufl3ere Faktoren wie Temperatur, Luftfeuchtigkeit und zu-
falligen Fehlern bei der manuellen Pipettierung (von Coating auf Prismas) oder ver-
schiedene Sensor-Chip-Produktionen zuriickzuf Uihren sein.

In der vorliegenden Arbeit spielten die Optimierungen der Inkubationszeiten dabei eine
wichtige Rolle. Es wurde versucht minimale I nkubationszeiten zu erreichen. Ein kom-
pletter Test mit Inkubationszeiten wurde auf ca. 35 min optimiert.

Eine Schwierigkeit beim Transfer der in MP optimierten ELISAs auf AQUA-
OPTOSENSOR liegt im Auftreten von unspezifischen Hintergrund-Signalen. Fur die
Optimierung im AQUA-OPTOSENSOR war ein wichtiger Punkt die Verwendung von
PBS mit Zusatz von 2% BSA als Abséttigungsreagenz. Verschiedene Autoren haben
sich mit diesem Thema beschéftigt und beschreiben die positiven Effekte von Absétti-
gungsschritten (Tween-20, BSA u.a.) auf die Signalintensitét bzw. Reduzierung des
Hintergrundes (Mauriz et al., 2006; Mak et al., 2006). Diese Effekte konnten allerdings
auch auf die Inkubationszeiten zurtickzufiihren sein.

Im Laufe der Optimierungen wurden anti-DDT mAks Oyster®-645-K onzentrationen
anhand von verschiedenen Kopplungsansdtzen mit Abstoppungszeit nach 5 min, 10
min, 15 min und nach 20 min getestet. Durch diese Studie erwies sich, dass man allge-
mein mit Antikorperansétzen nach 5 min Abstoppung die besten Ergebnisse erreichen

konnte.

Die Abb. B3, B4 (A)/(B) und Abb. B5 (Anhang, Teil B) zeigen Messungen der Stan-
dardkurven mit anti-DDT mAks 1C1-Oyster®-645 (IC 50% = 11,5 pug/L); 7C12-
Oyster®-645 ((A) IC 50% = 4,6 und (B) IC 50% = 2,12) und Standardkurven mit 1B2-
Oyster®-645 (IC 50% = 10,42), diein MS-Excel mit 4-Parametergleichung: y = (A-
D)/(1+(x/C)"B)+D ausgewertet wurden. Die Tab. B7 (Anhang, Teil B) (DDT 1C1-
Oyster®-645); Tab. B8 (A)/(B) (Anhang, Teil B) (DDT 7C12-Oyster®-645) und Tab.
B9 (Anhang, Teil B) (DDT 1B2-Oyster®-645) zeigen die Auswertungen der Messun-
gen mit Anzeigen des Peaks vom linearen Bereich (Slope [mV/s]-Werte), die Cursor
Positionieranzeigen A und B am Anfang und am Ende des Peaks (Position-Werte) und
die Cursor-Positionen [sec] A und B, die maximale Zeit, in welcher die Steigung linear
ist (Time-Werte), Abb. 28 (B)/(C) (s. auch Abb. 13).
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2.2 Testver suche zum Nachweis von zwei Spots auf das Prisma

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem Test Uberpruft, ob der Parallelnachweis von
DDT redlisierbar ist. Nach der Optimierung der Einzeltests wurde fir das AQUA-
OPTOSENSOR-System ein Multi-Spot-Ansatz unter denselben Testbedingungen Gber-
prift. Dazu wurden zwei Spots vom Coating Antigen (DD T-Hapten-KLH) auf ein
Prisma pipettiert und im mAk DDT 7C12-Oyster®-645 eingesetzt.

Es zeigte sich, dass beide Peaks 0“-Wert, 5% Isopropanol (v/v)/40 mM PBSund in 40
mM PBS dotiert 5 pug/L p,p’-DDT/5% Isopropanol (v/v)) miteinander vergleichbar sind
und dass in beiden Ansétzen die Inhibition gleich ca. 50% ist, Abb. 28 (A)/(B)/(C).
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AbDb. 28: AQUA-OPTOSENSOR mit mAk DDT 7C12-Oyster-645; zwei Peaks

auf einem Sensor-Chip

(A) MS-Excel-Auswertung in % Control; Peaks - 40 mM PBS/5% I sopropanol (v/v)/40
mM PBS und Peaks - 40 mM PBSdotiert 5 ug/L p,p’-DDT/5% | sopropanol (v/v)/40
mM PBS

(B) Peaks - 40 mM PBS/5% | sopropanoal (v/v)/40 mM PBS

(C) Peaks - 40 mM PBSdotiert 5 ug/L p,p’-DDT/5% Isopropanol (v/v)/40 mM PBS
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Das DDT-Hapten-KLH-Konjugat (3,1 mg/mL) wurde as Coating Antigen auf das
Prisma pipettiert und der mAk DDT 7C12-Oyster®-645 (2 pg/mL in 2% (w/v) BSA in
40 mM PBS eingesetzt.

Dieim Rahmen dieser Arbeit Uberpriiften Nachweise von zwei Spots auf das Prisma
waren fir die Nachweisverfahren von DDT von grofdter Bedeutung. Dieser erste Erfolg
sollte es zudem zukiinftig ermoglichen, weitere Tests (z.B. Multianalyt-Ansatz) zu in-

tegrieren.

3 Analysen von Wasser proben mit ELISA und

AQUA-OPTOSENSOR
Um beispielhaft den Einsatz des AQUA-OPTOSENSORS in der Praxis zu demonstrie-

ren, wurden Wasserproben und Sedimente analysiert.

Eines der Ziele dieser Arbeit liegt darin, die DDT-Belastung von Wasserproben mit
Hilfe des ELISASs und zusétzlich mit dem AQUA-OPTOSENSOR zu untersuchen.

Das Coating Antigen ELISA-Format wurde erstens zum besseren Vergleich mit dem
AQUA-OPTOSENSOR-System gewahlt und zweitens, um den Matrixeinfluss auf die
Enzyme des Enzym Tracers zu vermeiden.

In der Literatur werden verschiedene Methoden zur Analyse des DDT in Wasserproben
beschrieben (z.B. SPE mit GC: Barcelo, 1991; SPE mit HPLC: Zhou et a., 2006; E-
ROD Assay in Allium cepa als potentialer Biomarker: Fatima & Ahmad, 2006 u.a.). Die
verwendeten Techniken benétigen relativ grof3e Mengen an Lésungsmitteln. Durch
GC/MS (PSWE und SBSE)-Methoden wurde demonstriert, dass L dsungsmittel wie
ACN auch in einem reduzierten Einsatz (Wasser:ACN 75:25 (v/v)), verwendet werden
konnten (Rodil & Popp, 2006).

Im néchsten Kapitel werden Untersuchungen mit Wasserproben ohne Einsatz von L6-
sungsmitteln (ELISA) und einem Einsatz von 5% | sopropanol (v/v)/40 mM PBS
(AQUA-OPTOSENSOR) vorgestellt.

3.1 Wasser proben aus M tinchen

Mit optimierten Bedingungen fir DDT wurden Wasserproben aus M tinchen (Riemer

See, Isar und Bach im Englischen Garten) zum Vergleich zwischen beiden Test-

Formaten analysiert. Die Messungen mit mAk DDT 7C12-Oyster®-645 im ELISA

(Abb. B6, Anhang, Teil B) und im Immunosensor-Format sind in Tab. 19 in %

Control undin Abb. B7 (Anhang, Teil B) die Standardkurven (Slope [mV/s]) im Uber-
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blick gezeigt. Die Wasserproben wurden mit p,p’-DDT dotiert, um die Reproduzierbar-
keit der Konzentration zu testen.

Eswurden jeweils mAk DDT 7C12 (125 ng/mL in 40 mM PBS fur ELISA-Format) und
mAk DDT 7C12-Oyster®-645 (2 pg/mL in 2% (w/v) BSA in 40 mM PBS fir AQUA-
OPTOSENSOR-System) angewendet. Als Coating Antigen wurde das DDT-Hapten-
OVA Y+Konjugat (1 pg/mL in 50 mM Carbonatpuffer, pH 9,6) fur EL1SA-Format und
DDT-Hapten-KLH (3,1 mg/mL in 40 mM PBS) fiir das AQUA-OPTOSENSOR-
System eingesetzt. Fur p,p’-DDT wurden 5% (v/v) Isopropanol in 40 mM PBS Stan-

dardkurven fir den Immunosensor angesetzt und in 40 mM PBS fir das MP-Format.

Tab. 19: Wasser proben aus ver schiedenen Gewassern in Miinchen - % Control
im ELISA (Coating Antigen-Format) und AQUA-OPTOSENSOR
mit mAk DDT 7C12 und mAk DDT 7C12-Oyster-645

mAk DDT 7C12/ mAk DDT 7C12-Oyster-645

PBS/ Sample p,p’-DDT [pg/L]  OD [450-650 nm] % Control % Control
dotiert ELISA ELISA AQUA-OPTOSENSOR

PBS (n=3) 0 1,090 + 0,075 100 100

1 0,667 + 0,035 61+5,0 72

2 0,632 + 0,051 58+ 2,3 53
Riemer See 0 0,944 100 100
pH 8,4 1 0,676 72 79

2 0,585 62 52
| sar 0 1,051 100 100
pH 8,1 1 0,917 87 82

2 0,591 56 53
Bach im 0 1,146 100 100
Englischen Garten 1 0,701 61 76
pH 8,3 2 0,728 64 55

Bei der Messung von Wasserproben aus Minchen mit ELISA und AQUA-
OPTOSENSOR-System zeigen die % Control-Werte beider Formate vergleichbare Er-
gebnisse. Einen Unterschied von ca. 10% zeigen die Werte des Bachs im Englischen
Garten, bei denen sich die % Control-Werteim ELISA bel 1 ug/L p,p’-DDT von 61%
und bel 2 pg/L von 64% und im Immunosensor % Control-Werte bei 1 pg/L p,p’-DDT
von 76% und bei 2 pg/L von 55% ergeben.

In der Tab. 20 wurden die errechneten dotierten Konzentrationen detektiert [pug/L] mit
Slopes [mV/s] bzw. OD [450-650 nm] und mit Wiederfindungsraten in [%] (Recovery)
flr Messungen von Wasserproben aus Minchen (Riemer See, Isar und Bach im Engli-

schen Garten) im ELISA- und Immunosensor-Format zusammengefasst.
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Tab.20: Wasserproben aus ver schiedenen Gewassern in M iinchen —

AQUA-OPTOSENSOR und im ELISA (Coating Antigen-For mat)

mit mAk DDT 7C12 und mAk DDT 7C12-Oyster-645

Ip,p’-DDT Standardkurven wurden in 5% (v/v) Isopropanol in 40 mM PBS ange-
setzt.

2 p,p’-DDT Standardkurven wurden in 40 mM PBS angesetzt.

¥ auRerhalb des Messbereiches

n.d. = nicht durchgefihrt

AQUA-OPTOSENSOR ELISA
mAk DDT 7C12 - Oyster®-645" mAk DDT 7C12°
Wasserproben p,p’-DDT Slope Detected Recovery oD Detected Recovery
[ug/L] [mV/s] [MglL] (%] [450-650 nm] [ug/lL] (%]
dotiert
Riemer See 0 10,4 <1 3 0,944 + 0,034 E 3
pH 8,4 0.1 95 <1 3 n.d. n.d. n.d.
1 8,8 <1 3 0,640+ 0,035 1,09+0,14 109
2 n.d. n.d. n.d. 0,506 + 0,027 1,75+ 0,16 88
3,33 n.d. n.d. n.d. 0,414+ 0,050 244+ 0,45 73
10 31 89 89 0,055 + 0,002 >8 3
33,33 0,7 >30 3 n.d. n.d. n.d.
Isar 0 9,2 <1 =S 1,051 + 0,042 B S
pH 8,1 0.1 85 <1 3 n.d. n.d. n.d.
1 7.3 1,2 124 0,828+ 0,008 0,46 + 0,04 46
2 n.d. n.d. n.d. 0,633+0,028 152+0,18 76
3,33 n.d. n.d. n.d. 0,464 + 0,063 3,00+ 0,67 90
10 31 89 89 0,071 + 0,014 >8 3
33,33 0,7 >30 3 n.d. n.d. n.d.
Bach im 0 9,6 <1 = 1,664 + 0,122 = =
Englischen 01 85 <1 3 n.d. n.d. n.d.
Garten 0,33 8,3 04 121 n.d. n.d. n.d.
pH 8,3 1 7.1 1,4 140 0,853+ 0,030 1,10+ 0,07 110
2 n.d. n.d. n.d. 0,579+ 0,022 1,93+ 0,09 97
3,33 6,0 2,6 78 0,399+ 0,039 2,94+ 0,29 88
10 4,0 85 85 0,113 + 0,019 >8 3
33,33 0,6 >30 3 n.d. n.d. n.d.

Im Messbereich der beiden immunochemischen Formate zeigten die meisten Ergebnis-
se, Ausnahme Isar, Wiederfindungsraten im Bereich von 80-120%, Tab. 20. Zusétzlich
wurden dotierte Proben mit DDT-Konzentrationen unter oder Uber dem Messbereich der
Formate al's solche bestimmt. Der Messbereich ist jedoch sehr begrenzt; insbesondere
im ELISA umfasst er nur eine Zehnerpotenz. Fir Sortierzwecke ist dies von Vorteil,
denn es kann zur Unterscheidung kontaminierter Proben von nicht kontaminierten Pro-
ben bei einer bestimmten Schwellen-K onzentration verwendet werden (z. B. MAC —
maximal zulassige Konzentration).

In der ersten Studie mit Mustern von Oberflachenwasser konnte nachgewiesen werden,
dass beide immunochemischen Plattformen in der Lage sind, DDT in dem niedrigen

ppb-Bereich zu analysieren. Diesist der Fall, obwohl diese verschiedenen Plattformen
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a) unterschiedliche optische Erkennungsmethoden (Absorptionsvermdgen versus Fluo-
reszenz) und b) nicht markierte versus markierte anti-DDT mAKks verwenden.
AQUA-OPTOSENSOR wurde fir die Analyse von Flusswasserproben aus Nairobi an-
gewendet. Auf der Basis der physikalisch-chemischen Eigenschaften von DDT-
Isomeren und -Metaboliten kdnnen weitere Matrizes fir immunochemische Analysen
der Bdden und Ablagerungen mdglich werden. Fiir die Umweltproben muss eine
schnelle Extraktionsmethode durchgefiihrt werden, gefolgt von einer Verdiinnung des
organisch |6glichen Extrakts.

Zusatzliche Anwendungen werden in der Analyse von DDT-Isomeren und -Metaboliten
in humanen Milchfetten und humanem Serum gesehen, wo diese Verbindungen akku-
mulieren (ATSDR, 2002).

Uber den Einsatz von anti-DDT mAKks in Immunosensoren liegt noch nicht viel Litera-
tur vor. In Arbeiten von Mauriz et al. (2006 a)/b)), die quasi zeitgleich zu den hier be-
schriebenen Arbeiten durchgefihrt wurden, wurde der mAk DDT Lib 5-25in einem
SPR-optischen Immunosensor fir die Analyse von DDT in Wasserproben eingesetzt.
Nach diesen Erkenntnissen sind die LOD-Werte (20 ng/L), die mit dem Immunosensor
erreicht wurden, im Vergleich zu den Messungen mit dem ELISA besser. Der AQUA-
OPTOSENSOR ermdglicht Messungen von einer Probe nach 2 min, wohingegen die
Detektion mit dem SPR-Immunosensor fir simultane Messungen von zwei Proben nach
12 min erreicht ist.

3.2 Wasser proben vom Nair obi-Fluss

In diesem Kapitel werden Ergebnisse zu Wasserproben aus dem Nairobi-Fluss (Abb.
29) von verschiedenen Gebieten (s. Kapitel 1.7 Material und Methoden) vorgestellt.
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Die erste Probennahme erfolgte an der Quelle (Ondire lower). Bis zur Stadt ergab sich
die folgende Reihenfolge: Ondire upper, Nyongara lower, Loretto, Kirichwa, Museum,
Chiromo, Globe Roundabout, Racecource, Shauri Moyo, Outer Ring Road. Die Num-
merierung von 1 bis 11 zeigt den Ablauf der Entnahme der Wasserproben. Die Proben:
Outer Ring Road 1st (11) / Outer Ring Road 2nd (11) und Ondire lower 1st (1) / Ondire
lower 2st (1) wurden innerhalb weniger Wochen zwei Mal entnommen. In der Abb. 30
kann man die Unterschiede in der Wasserqualitét im Verlauf des Flusses erkennen.

Im Gebiet des unteren Nairobi-Flusses kann man mit einem hoheren Grad der Kontami-
nation des Wassers mit Schadstoffen rechnen. In diesem Fall werden in Umweltproben
die Ergebnisse haufig durch schwierige Matrizes und die unbekannte Anzahl der darin
vorliegenden Schadstoffe erschwert.

Ein besonderes Umwelt- und Gesundheitsproblem in den Nicht-EU-Staaten ist die star-
ke Auswirkung von Agrochemikalien, wie chlorhaltige Verbindungen, die sich im Was-
ser und Sedimenten langfristig anreichern. Das ist zurzeit ein wichtiges Thema. Eswird
versucht, diese Wasserverschmutzungen zu vermeiden. Ein positives Beispiel ist das
AQUA-SCREEN-Projekt, eine internationale Kooperation, deren gemeinsames I nteres-

sein der Uberwachung der Wasserqualitat im Nairobi-Fluss liegt.
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(A) Ondire lower

NE FR

(C) Globe Roundabout
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(D) Shauri Moyo

Abb. 30: Nairobi-Fluss - ver schiedene Probennahmepunkte

Die Wasserproben und Sedimente wurden im September 2005 entnommen. Fur die
Durchfihrungen und die allgemeinen Optimierungen von Immunoreagenzien gelten
hier die Vorschriften, wiein Tab. 5, Tab. 6, Tab. 7 und Kapitel 2.5.1.1 Material und
Methoden erl&utert.

Die Messungen wurden im ELISA-Format (Coating Antigen- und Enzym Tracer-
Format) und im Immunosensor-Format (AQUA-OPTOSENSOR) durchgefiihrt.

3.21 Testsin ELISA-Formaten

Bei den Messungen wurden in den beiden ELISA-Formaten die mAks DDT 7C12 und
DDT 1B2 miteinander verglichen. Jede Wasserprobe wurde vierfach gemessen und be-
zog sich auf die p,p’-DDT Standardkurve mit 40 mM PBS.

Coating Antigen-Format

In diesem ersten Format wurden Messungen der Wasserproben aus dem Nairobi-Fluss
von zwei verschiedenen Personen mit zeitlichem Abstand durchgefiihrt (Coating Anti-
gen-Format 1* und Coating Antigen-Format 2*). Tab. 21 zeigt die Assays mit mAks
DDT 7C12 (250 ng/mL) und DDT 1B2 (500 ng/mL) mit den zugehérigen Ergebnissen
und Standardabwei chungen. Die Messbereiche aus den Standardkurven (pg/L) werden

fur beide Untersuchungen aufgefthrt.

93



Ergebnisse und Diskussion

Tab. 21: ELISA im Coating Antigen-Format mit den Wasser proben aus dem
Nair obi-Fluss
n.d. = nicht durchgefihrt
\Wasser proben Coating Antigen 1* Coating Antigen 2*
mAk DDT 7C12 mAk DDT 1B2 mAk DDT 7C12 mAKk DDT 1B2
M essber eich: M essber eich: M essber eich: M essber eich:
0,3-5ug/L 2-10 ug/L 0,1 - 10 pg/L 0,3- 20 pg/L

Ondirelower 1st (1) n.d. n.d. <0,1 0,64 + 0,00
Ondirelower 2nd (1) <0,1 <0,1 0,17 + 0,00 0,250 + 0,195
Ondire upper (2) <0,1 1,222 + 0,817 0,329 + 0,240 0,813+ 0,283
Nyongara lower (3) <0,1 1,345+ 0,678 n.d. n.d.
Loretto (4) 0,743 + 0,623 3,282 + 0,645 0,689+ 0,141 0,882 + 0,255
Kirichwa (5) 0,235+ 0,0 <0,1 0,41 + 0,061 0,935 + 0,227
M useum (6) 0,533 + 0,104 2,669 + 0,498 0,462 + 0,022 1,064 + 0,068
Chiromo (7) 0,521 + 0,274 1,570+ 0,00 0,564 + 0,194 1,005 + 0,369
Globe Roundabout (8) 2,324 + 0,065 7,837 + 0,300 1,997 + 0,163 5219+ 1,277
Racecour ce (9) 2,273+ 0,160 7,312+ 0,718 3,283+ 0,301 8,817 + 2,642
Shauri Moyo (10) 2,546 + 0,076 8,755+ 0,089 2,656 + 0,752 9,709 + 0,835
Outer Ring Road 1st (11) n.d. n.d. 2,907 + 0,872 11,362 + 1,929
Outer Ring Road 2nd (11) 2,364 + 0,219 8,193 + 0,949 2,535+ 0,198 8,756 + 0,437

Die Unterschiede zwischen Coating Antigen 1* und Coating Antigen 2* sind klein.
Auffallend ist, dass der mAk DDT 1B2 in den beiden Assays deutlich mehr als der mAk
DDT 7C12 an DDT-Konzentration in den Wasserproben erkennt (Abb. B8, und Abb.
B9; Anhang, Teil B). Die allgemein hoheren Werte kdnnen noch nicht richtig begriin-
det werden. Diese Resultate konnen an dem Sensitivitdts- oder Spezifitatsunterschied
zwischen beiden anti-DDT mAKks, an die Kreuzreaktivitét der eingesetzten Antikorper
zu den Metaboliten oder an verschiedenen Matrixeffekten, die zu grof3en Konzentrati-
onsunterschieden fhren, liegen. Dies zieht Unsicherheiten in der Konzentrationsbe-
stimmung nach sich, aber man erkennt eine Tendenz und eine Reproduzierbarkeit in den
durchgefiihrten Messungen. Diese allgemeine Tendenz unterstiitzt die Vermutung, dass
die ersten drel Wasserproben dabei keine DDT-Belastung oder einen niedrigeren Mat-
rixeffekt zeigen. FUr die Wasserproben 4 bis 11 zeigten die Ergebnisse eine systemati-
sche Steigerung, was auf eine DDT-Konzentration oder einen héheren Matrixeffekt
hinweisen kann. Den stdrenden Einfluss von Kontaminationen oder Matrixeffekten
konnte man in der Erhdhung der Werte noch deutlicher von der Wasserprobe 8 zu 11
sehen.

Die Standardabweichungen in diesen Assays sind beim mittleren Messbereich durchaus
tolerabel.

Die ELISA-Methode kann man sehr gut a's Sceening-Methode einsetzen, und es besteht

keine Notwendigkeit zur Probenvorbereitung fir die getesteten Wasserproben.
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Enzym Tracer-Format

In einer nchsten Stufe des EL1SAs wurde das Enzym Tracer-Format (Enzym-Tracer-
HRP und Enzym-Tracer-GOD) durchgefihrt. In der Tab. 22 und in der Abb. B10
(A)/(B) (Anhang, Teil B) sind die Ergebnisse aus diesem Format zusammengefasst.

Tab.22: ELISA im Enzym Tracer-Format (DDT-Hapten-HRP und DDT-
Hapten-GOD) mit den Wasser proben aus dem Nair obi-Fluss
Wasser proben Enzyme-Tracer-HRP Enzyme-Tracer-GOD

mAk DDT 7C12 mAk DDT 1B2 mAk DDT 7C12 mAk DDT 1B2

M essbereich: M essbereich: M essbereich: M essber eich:

0,1-10 pg/L 0,5 -40 ug/L 0,2-10 ug/L 0,3-20 ug/L
Ondire lower 1st (1) 0,114 + 0,045 0,596 + 0,048 Range 0,265 + 0,373
Ondirelower 2nd (1) 0,215 + 0,066 0,984 + 0,013 Range 0,106 + 0,149
Ondire upper (2) 0,169 + 0,021 1,099+ 0,033  Range 0,259 + 0,038
Loretto (4) 0,706 + 0,061 1,137 + 0,038 0,169 + 0,053 0,315+ 0,305
Kirichwa (5) 0,507 + 0,023 1,076 £ 0,188 0,076 + 0,068 0,284 + 0,063
Museum (6) 0,506 + 0,027 1,242 + 0,113 0,053 + 0,068 0,213 + 0,159
Chiromo (7) 0,703+ 0,023 1,452 + 0,124 0,108 + 0,059 0,362 + 0,233
Globe Roundabout (8) 2,2+0,143 7,456 + 0,185 0,677 + 0,045 2,246 + 0,091
Racecour ce (9) 3,135+ 0,079 14,025+ 0,335 1,008 + 0,044 5,793+ 0,332
Shauri Moyo (10) 2,747 + 0,047 11,111+ 0,178 0,710+ 0,042 1,855 + 0,305
Outer Ring Road 1st (11) 3,414+ 0,070 15,637+ 0,373 1,257+ 0,038 7,015 + 0,296
Outer Ring Road 2nd (11) 4,806 + 0,738 25,51 + 4,183 1,917 + 0,169 14,626 + 0,367

Die Resultate zeigen, dass die Tendenz fur die Wasserproben von 1 zu 11 absolut ver-
gleichbar zu dem Coating Antigen-Format ist. Wie in dem Coating Antigen-Format
sieht man hier eine deutliche Erhohung der Werte von der Wasserprobe 8 zu 11. Auch
die Tendenz zu den Ergebnissen mit Enzym-Tracer-HRP und Enzym-Tracer-GOD ist
gleich. Hier kann lediglich die Tendenz nachvollzogen werden, dass die Ergebnisse mit
dem Enzym-Tracer-HRP und Enzym-Tracer-GOD fur Outer Ring Road” 1st und Ou-
ter Ring Road” 2nd mit beiden mAks (DDT 7C12 und DDT 1B2) deutlich ansteigen. Es
ist zu beobachten, dass die Werte mit mAk DDT 1B2 sowohl im Coating Antigen-
Format als auch im Enzym Tracer-Format wesentlich hoher als mit mAk DDT 7C12
sind. Dies deutet daraufhin, dass die DD T-Konzentration aufgrund des Einflusses auf
den anti-DDT mAk von Matrixeffekten tberbestimmt wird.
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Esist bekannt, dass die Enzymaktivitdt an den verschiedenen Matrizes solche Schwan-
kungen in Assays bei der Wasseranalyse ermdglicht (Schiitz et al., 1997).

Diese ersten Ergebnisse mit Wasserproben aus dem Nairobi-Fluss in ELISA-Formaten
koénnen zunédchst nur eine Tendenz aufzeigen, da die Referenzanal ytik-Messwerte nicht
bekannt sind. Vergleicht man die Trends der Kontaminationen im Coating Antigen- mit

dem im Enzym Tracer-Format, so ergibt sich eine sehr gute Uberei nstimmung.

3.2.2 Tests mit AQUA-OPTOSENSOR-System

Die Wasserproben vom Nairobi-Fluss wurden einer Screening-Analyse unterzogen, um
mogliche DDT-Konzentrationen zu ermitteln.

Die anti-DDT mAks wurden mit DDT-Standards (30 min in den Glasreagenzien) ge-
mischt. Um zu vermeiden, dass DDT an den Glasoberfléchen bindet, wurden die DDT-
Standardsin 40 mM PBS/5% (v/v) Isopropanol angesetzt. Hierdurch wird eine Verfél-
schung der Empfindlichkeit der Tests vermieden.

In der Abb. 31 (A) sind die Messungen von Wasserproben aus dem Nairobi-Fluss mit
AQUA-OPTOSENSOR dargestellt. Fir die ersten Versuche wurde nur der mAk DDT
7C12-Oyster®-645 getestet. Zusitzlich wurde die Loretto-Wasserprobe (4) mit p,p’-
DDT-Konzentrationen dotiert und gemessen, Abb. 31 (B).

Nairobi Fluss Wasserproben
AQUA -OPTOSENSOR DDT 7C12-Oyster-645
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Water Sample / AQUA - OPTOSENSOR
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Abb. 31: AQUA-OPTOSENSOR mit Wasser proben aus dem Nair obi-Fluss mit
mAk DDT 7C12-Oyster-645 (0,75 pg/mL)
(A) Wasserproben von 1 bis 11 und 40 mM PBS/5% (v/v) I sopropanol
(B) Dotierte Wasserprobe (0, 1, 10, 100 pg/L p,p’-DDT) ,,L oretto* (4)

Die Versuche bei den untersuchten Proben mittels AQUA-OPTOSENSOR zeigen bis
zur Probe 6 (Museum) ziemlich gleichméfige Signale (Slope [mV/s]) mit Wasserproben
aus dem Nairobi-Fluss. Ab Probe 7 (Chiromo) sind Inhibitionen mit den Wasserproben
zu erkennen. Dies stimmt weitgehend mit den Ergebnissen auf den ELISA-Formaten
Uberein. Es scheint eine Erniedrigung des Slope-Wertes (AQUA-OPTOSENSOR) auf-
zutreten. Lediglich Probe 7 (Chiromo) ist im ELISA-Format noch vergleichbar mit den
vorangegangenen Proben (s. Tab. 21, Tab. 22). Eventuell wurden die Proben Chiromo
(7) und Globe Roundabout (8) im AQUA-OPTOSENSOR vertauscht (z.B bei der Pro-
benentnahme oder bei den Messungen der Proben). Die letzte Wasserprobe (Outer Ring
Road (11) zeigt im Immunosensor-System und auch im ELISA-Format deutlich die
hochste Konzentration. Allerdings war nicht mit Sicherheit zu erkennen, ob es sich um
eine kontaminierte Wasserprobe handelte oder mit grof3er Wahrscheinlichkeit auf Mat-
rixeffekte zurtickzuf iihren ist.

Das hohere Mess-Signal bei der dotierten Wasserprobe Loretto (10 pg/L p,p’-DDT),
welches mit dem Mess-Signal mit 40 mM PBS verglichen wurde, konnte nicht genau
erklart werden (Abb. 31).

Die Abb. B11 (Anhang, Teil B) zeigt eine Standardkurve, bei der verschiedene Zeit-
nahmen der Wasserproben mit DDT 7C12-Oyster-645 getestet wurden. Die vier Was-
serproben vom 16.09.05 (Chiromo (7), Globe Roundabout (8), Racecource (9) und
Shauri M. (10)) zeigen ein niedrigeres Mess-Signal, welches zwischen 1 und 3 pg/L
p,p’-DDT liegt.
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Im Allgemeinen sind die Testmittel punkte bei den Messungen im AQUA-
OPTOSENSOR-System hoher als bei den Messungen im MP-Format. Bei dem Ver-
gleich der Messungen im ELISA und AQUA-OPTOSENSOR miissen unterschiedliche
Verhéltnisse beriicksichtigt werden (wie z.B. deutlich hthere Konzentrationen von anti-
DDT mAks und Coating Antigen im Immunosensor als im ELISA-Format).

Da sich jedoch die Tendenz der Ergebnisse im Laufe dieser Versuche bestétigt hat, ist
eine sehr gute Ubereinstimmung (Ausnahme Probe Chiromo (7) und Globe Roundabout
(8)) zwischen dem AQUA-OPTOSENSOR und dem ELISA-Format zu sehen.

4 Analysen von Sedimenten

Oberflachengewésser sind mit einer Vielzahl von anorganischen und organischen Um-
weltchemikalien belastet. Durch Produktion, Transport, Verwendung oder auch Forde-
rung von Rohstoffen gelangen Schadstoffe in die Gewasser. Schadstoffe wie DDT, wel-
che sich im Wasser nur schwer |6sen, adsorbieren al's lipophile Kontaminante an Parti-
kel und sedimentieren mit diesen zum Boden des Gewéssers, und selbst bei einer Ver-
besserung der Wasserqualitét bleibt diese Kontamination des Sediments erhalten. Insge-
samt wird der 6kologisch aktive Teil der Sedimente aus wenigen Zentimetern der Ober-
flache (ca. 2 cm) gebildet, wahrend die tiefer gelegenen Schichten in dieser Hinsicht
eher passiv sind. In Sedimenten zeigten DDT bzw. DDT-Metaboliten eine sehr lange
Halbwertszeit.

Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit war die Belastung der Sedimente mit DDT von
verschiedenen Probeentnahmestellen. Fir die Untersuchungen von Nairobi-Fluss-
Sedimenten ( Ondire upper”, Museum® und Outer Ring Road“) wurden aufgrund
ihrer komplexen Matrix Eluate und verschiedene Extrakte geprift. Im Laufe der Metho-
denentwicklungsphase wurde festgestellt, dass das Clean-up-V erfahren unter Verwen-
dung von Kieselgel fur eine gute Abtrennung der Matrix nétig war. Eine genaue Be-
schreibung der einzelnen Arbeitsschritte mit Clean-up-Verfahren ist in Abb. 15 (s. Seite
48) enthalten.
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4.1 ELISA-Format und GC/M S

Diedrei Sedimente wurden sowohl mit ELISA als auch mit GC/M S untersucht (T ab.
23, Tab. 24, und Tab. 25), um die Vergleichbarkeit der Uber zwei verschiedene Analy-
senverfahren erhaltenen Konzentrationsdaten zu beurteilen.

Fur die ELISA-Messungen im Coating Antigen-Format wurden die Ergebnisse, die mit
den Sedimenten 1:25 verdinnt wurden, fur die anti-DDT mAks (DDT 1C1, DDT 7C12
und DDT 1B2) und die Standardkurve in 4% Isopropanol (v/v)/40 mM PBS verwendet.
Die Messungen, die mit 1:50 und 1:100 Sedimenten verdinnt wurden, ergaben Ergeb-
nisse ausserhalb des Messbereiches.

Fir die ELISA-Messungen im Enzym Tracer-Format (DD T-Hapten-HRP und DDT-
Hapten-GOD) wurden die Ergebnisse, die mit den Sedimenten mit 1:50 verdinnt wur-
den, fur anti-DDT mAks (DDT 1C1, DDT 7C12 und DDT 1B2) und Standardkurve in
2% |sopropanol (v/v)/40 mM PBS verwendet. Die Messungen, die mit 1:25 und 1:100
Sedimenten verdinnt wurden, ergaben Ergebnisse ausserhalb des M essberei ches.

Von Herrn Dr. Martens wurden freundlicherweise die Messungen von Sedimenten mit
GC/MS zur Verfigung gestellt. Die Probenvorbereitungen fir die Messungen der Se-
dimente wurden ebenfalls unter seiner Anleitung und mit seiner Unterstiitzung ermdg-
licht.
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Tab. 23: Sediment-Analyse in EL 1 SA-Format (Coating Antigen-For mat und
Enzym Tracer-Format) und GC/MS
(A) mAk DDT 1C1 - Kreuzreaktivitéten in ELISA-Format und GC-MS ng/g

Bestimmungen
(B) ELISA-Format mit:

* = gesamte DDT-Konzentration in ng/g
** = gesamte DDT-Konzentration in ng/g erwartet mit ELISA (nach Kreuz-

reaktion)

*** = Verhdltniszahlen ELISA erwartet laut Kreuzreaktion/GC/MS
** %% = tatsachlich bestimmt mit ELISA in ng/g
*xxkx* - ELISA-Verhdtniswerte (ELISA tatsichlich bestimmt zu ELISA

erwartet)

n.n. = nicht nachweisbar

EL I SA-For mat ELISA - Kreuzreaktivitét (% CR)
mAKk DDT 1C1
Ovp" pipl' O’pl' p’pl' 0yp" p,p"
DDT DDT DDD DDD DDE DDE
Coating Antigen-F. 100 75 91 12 141 13
Enzym Tracer-F. (HRP) 100 23 23 2 32 6
Enzym Tracer-F. (GOD) 100 27 26 1 34 5
GC/MS
Ondire upper 0,52 0,81 0,43 0,72 n.n. 1,74
Museum 0,89 2,59 0,55 1,28 0,23 2,08
Outer Ring Road 2,26 5,55 1,86 4,41 0,64 4,22
(A)
EL I SA-For mat Sedimente DDT DDT ELISA
mAk DDT 1C1 GC/IMS ELISA GCIMS ELISA ELISA-
ng/g na/g el FrxK Verhéaltniswerte
* * % *kkkkk
Ondire upper 4,22 1,83 0,43 39,00 21,30
Coating Antigen-F. Museum 7,62 4,08 0,54 20,00 4,90
Outer Ring R. 18,94 10,10 0,53 33,00 3,27
Ondire upper 4,22 0,92 0,22 5,00 541
Enzym Tracer-F. Museum 7,62 1,84 0,24 5,00 2,72
(HRP) Outer Ring R. 18,94 451 0,24 8,00 1,77
Ondire upper 4,22 0,94 0,22 14,00 14,82
Enzym Tracer-F. Museum 7,62 1,93 0,25 6,00 3,11
(GOD) Outer Ring R. 18,94 4,71 0,25 9,00 191
(B)

Mit mAks DDT 1C1 im Coating Antigen-Format zeigte die Probe Ondire upper* eine
hohere Belastung (39,00 ng/g) mit DDT an. Etwas niedrigere Belastung zeigte die Probe
Outer Ring Road* (33,00 ng/g) und die geringste Belastung mit DDT lag in der Probe

Museum* (20,00 ng/g) vor. Im Enzym Tracer-Format mit DD T-Hapten-HRP wurden

ziemlich gleiche Konzentrationen zwischen 5 und 8 ng/g detektiert. In diesem Format
zeigten sich mit mAk DDT 1C1 niedrigere Gehalte des DDT alsim Coating Antigen-
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Format. Mit DDT-Hapten-GOD wurde ebenfalls die héchste Konzentration an DDT in
Ondire upper” (14,00 ng/g), dannin Outer Ring Road“ (9,00 ng/g) und am niedrigsten

in Museum* (6,00 ng/g) gefunden.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der GC/M S-Untersuchungen lasst sich zu-

sammenfassen, dass mit ELISA allgemein eine hohere Konzentration bestimmt wurde.
Tab. 23 (B) vergleicht den Gehalt an DDT, wo eine Konzentrationserhthung (Uberbe-

stimmung) von ca. 21% mehr im Coating Antigen-Format bei  Ondire upper* und von
ca. 15% mehr im Enzym Tracer-Format bei Ondire upper” (DD T-Hapten-GOD) fest-

gestellt wurde.

Tab. 24: Sediment-Analysein ELISA-Format (Coating Antigen-For mat und

Enzym Tracer-Format) und GC/MS

(A) mAk DDT 7C12 - Kreuzreaktivitéten in ELISA-Format und GC-M S ng/g

Bestimmungen
(B) ELISA-Format mit:

* = gesamte DDT-Konzentration in ng/g

** = gesamte DDT-Konzentration in ng/g erwartet mit ELISA (nach Kreuz-

reaktion)

**%* — \erhdltniszahlen ELISA erwartet laut Kreuzreaktion/GC/MS

** %% = tatsachlich bestimmt mit ELISA ng/g

*rRFFFF = ELISA-Verhdtniswerte (ELISA tatsichlich bestimmt zu ELISA

erwartet)
n.n. = nicht nachwei sbar

EL I SA-For mat ELISA - Kreuzreaktivitét (% CR)
mAK DDT 7C12
p’pl' Olpl' inl' p,p|' O,D'- p:p"
DDT DDT DDD DDD DDE DDE
Coating Antigen-F. 100 56 15 98,3 6 51
Enzym Tracer-F. (HRP) 100 71 11 90 5 37
Enzym Tracer-F. (GOD) 100 71 16 90 5 47
GC/IMS
Ondire upper 0,81 0,52 0,43 0,72 n.n. 1,74
Museum 2,59 0,89 0,55 1,28 0,23 2,08
Outer Ring Road 5,55 2,26 1,86 4,41 0,64 4,22

(A)
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EL | SA-For mat Sedimente DDT DDT
mAk DDT 7C12 GC/IMS ELISA ELISA ELISA ELISA-
ng/g na/g GC/MS *okok ok Verhdaltniswerte
* * % * %% *kkkkk
Ondire upper 4,22 2,76 0,65 21,00 7,61
Coating Antigen-F. Museum 7,62 5,50 0,72 17,00 3,09
Outer Ring R. 18,94 13,62 0,72 35,00 2,57
Ondire upper 4,22 2,52 0,60 5,00 1,99
Enzym Tracer-F. Museum 7,62 5,22 0,68 4,00 0,77
(HRP) Outer Ring R. 18,94 12,92 0,68 11,00 0,85
Ondire upper 4,22 2,71 0,64 2,00 0,74
Enzym Tracer-F. Museum 7,62 5,45 0,72 5,00 0,92
(GOD) Outer Ring R. 18,94 13,44 0,71 9,00 0,67

(B)

Mit mAk DDT 7C12 im Coating Antigen-Format zeigt die Probe Outer Ring Road*
eine hohere Belastung (35,00 ng/g) mit DDT an. Etwas niedrigere Belastung zeigte die
Probe Ondire upper” (21,00 ng/g) und die geringste Belastung mit DDT lag in der Pro-
be Museum® (17,00 ng/g) vor. Im Enzym Tracer-Format mit DDT-Hapten-HRP wur-
den ziemlich gleiche Konzentrationen zwischen 5 und 11 ng/g detektiert. In diesem
Format zeigten sich mit mAk DDT 7C12 niedrigere Gehalte an DDT alsim Coating
Antigen-Format. Mit DDT-Hapten-GOD wurde die héchste Konzentration an DDT in
Outer Ring Road" (9,00 ng/g), dannin Museum® (5,00 ng/g) und am niedrigsten in
Ondire upper” (2,00 ng/g) gefunden.
In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der GC/M S-Untersuchungen lasst sich zu-
sammenfassen, dass die erwarteten Verhaltniszahlen fir die Bestimmung von DDT mit
ELISA insgesamt hoher nachgewiesen wurden. Eine K onzentrationserhthung (Uberbe-
stimmung) von Uber 700% zeigt sich im Coating Antigen-Format mit Ondire upper*.
Bis zu 200% mehr wurde im Enzym Tracer-Format (DD T-Hapten-HRP) mit Ondire
upper” nachgewiesen, Tab 24 (B).
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Tab.25: Sediment-Analysein ELISA-Format (Coating Antigen-Format und
Enzym Tracer-Format) und GC/MS
(A) mAk DDT 1B2 - Kreuzreaktivitdten in ELISA-Format und GC-MS ng/g
Bestimmungen
(B) ELISA-Format mit:

* = gesamte DDT-Konzentration in ng/g

** = gesamte DDT-Konzentration in ng/g erwartet mit ELISA (nach Kreuz-
reaktion)

**%* —\erhdtniszahlen ELISA erwartet laut Kreuzreaktion/GC/MS
** %% = tatsachlich bestimmt mit ELISA in ng/g

*xxk** - ELISA-Verhdtniswerte (ELISA tatsichlich bestimmt zu ELISA
erwartet)
n.n. = nicht nachweisbar

ELISA-Format ELISA - Kreuzreaktivitdt (% CR)
mAk DDT 1B2
pvpl_ O,p" o!pl_ pvpl_ O,D’- p1p’_
DDT DDT DDD DDD DDE DDE
Coating Antigen-F. 100 0,1 4 65 0,1 8,3
Enzym Tracer-F. (HRP) 100 0,1 1 19 0,1 4
Enzym Tracer-F. (GOD) 100 0,1 2 33 0,1 5
GCIMS
Ondire upper 0,81 0,52 0,43 0,72 - 1,74
Museum 2,59 0,89 0,55 1,28 0,23 2,08
Outer Ring Road 5,55 2,26 1,86 441 0,64 4,22
(A)
ELISA-Format Sedimente DDT DDT ELI
mAk DDT 1B2 GC/MS ng/g ELISA GC/MS ELISA ELISA-
* ng/q il ikl Verhéltniswerte
** *kkkkkk
Ondire upper 4,22 1,44 0,34 22,00 15,28
Coating Antigen-F. Museum 7,62 3,62 0,47 13,00 3,59
Outer Ring R. 18,94 8,84 0,47 30,00 3,39
Ondire upper 4,22 1,02 0,24 17,00 16,65
Enzym Tracer-F. Museum 7,62 2,92 0,38 41,00 14,03
(HRP) Outer Ring R. 18,94 6,58 0,35 40,00 6,08
Ondire upper 4,22 1,14 0,27 n.n. n.n.
Enzym Tracer-F. Museum 7,62 3,13 0,41 n.n. n.n.
(GOD) Outer Ring R. 18,94 7,26 0,38 n.n. n.n.
(B)

Mit mAks DDT 1B2 im Coating Antigen-Format zeigt die Probe Outer Ring Road*
eine hthere Belastung (30,00 ng/g) mit DDT an. Etwas niedrigere Belastung zeigte die
Probe Ondire upper” (22,00 ng/g) und die geringste Belastung mit DDT lag in der Pro-
be Museum® (13,00 ng/g) vor. Im Enzym Tracer-Format mit DDT-Hapten-HRP wur-
den Konzentrationen zwischen 17 und 41 ng/g detektiert. In diesem Format zeigten sich
mit mAk DDT 1B2 hthere Gehalte an DDT alsim Coating Antigen-Format. Mit DDT-
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Hapten-GOD wurde bei mAk DDT 1B2 keine nachwei sbare Konzentration an DDT
gefunden.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der GC/M S-Untersuchungen l&sst sich zu-
sammenfassen, dass wiederum eine deutliche Uberbestimmung vom DDT mit der
ELISA-Methode zu beobachten ist.

Die Tab. 25 (B) vergleicht die Gehalte an DDT. Hier wurde eine Konzentrationserho-
hung (Uberbestimmung) von iber 1.500% mehr im Coating Antigen-Format mit  Ondi-
re upper” und von Uber 1.600% mehr im Enzym Tracer-Format mit Ondire upper*
festgestellt.

Die Messergebnisse mit mAks DDT im Coating Antigen- und Enzym Tracer-Format
(DDT-Hapten-HRP und DDT-Hapten-GOD) stimmten untereinander groéfienordnungs-
ma&f3ig gut Uberein; sie waren beim Assay mit mAk DDT 1B2 mit DDT-Hapten-HRP
teilweise etwas hdher bzw. konnten mit DDT-Hapten-GOD nicht nachgewiesen werden.
Dies konnte durch Matrixeffekte und durch die Empfindlichkeit des mAks DDT 1B2
erklart werden.

Das Sediment Outer Ring Road” erwies sich mit ELISA a's hther belastet, und eine
insgesamt geringere Belastung lag im Sediment Museum® vor. Mit den GC/M S
Messungen wurde der Gehalt an DDT im Sediment Outer Ring Road* auch héher be-
stimmt, aber eine insgesamt geringere Belastung lag im Sediment  Ondire upper vor,
hier wurden die Matrixbel astungen unterschiedlich sichtbar.

Allgemein kann man feststellen, dass sich mit ELISA ebenso wie mit GC/MS eine Ten-
denz zu einer Belastung mit DDT der gemessenen Nairobi-Fluss-Sedimente zeigt.
Demnach ist es nicht verwunderlich, dass DDT und DDT-Metaboliten in den untersuch-
ten Sedimenten eine hohere Konzentration zeigen, da die haufige Verwendung desDDT

in Kenia Uber die Belastung der Gewasser in das Sediment adsorbiert und akkumuliert.

4.2 AQUA-OPTOSENSOR

Die Nairobi-Fluss-Sedimentproben ( Ondire upper®, Museum® und Outer Ring
Road*) wurden im optischen Immunosensor AQUA-OPTOSENSOR in vierfacher Be-
stimmung mit mAk DDT 1B2-Oyster ®-645 vermessen. Parallel dazu wurde eine Stan-
dardkurve fur p,p’-DDT (n = 1-3) als Referenzpunkt gemessen. Die ausgerechnete Se-
diment-Konzentration (n = 1-5) und die resultierenden Werte sind in Abb. 32 (in MS-
Excel unter 4-Parametergleichung: y = (A-D)/(1+(x/C)"B)+D ausgewertet) zu sehen.
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Abb. 32:  Analyseder Nairobi-Fluss-Sedimente mit AQUA-OPTOSENSOR
(mAk DDT 1B2-Oyster ®-645)
A=104;B=0,5 C=133pugdL;p,p’-DDT; D=0,0
( ) =Probe Ondire upper” (3,01 ng/g p,p’-DDT)
(0) =Probe Outer Ring Road“ (35 ng/g p,p’-DDT)
() =Probe Museum* (0,73 ng/g p,p’-DDT)

Die auftretenden Werte mit mAk DDT 1B2-Oyster®-645 zeigen kleine Standardabwei-
chungen, liegen aber auf der Standardkurve auf3erhalb des Messbereichs (fir Sediment-
proben . Dadurch ergab sich die Fragestellung, ob die
Werte auch im Messbereich durch eine stérkere Verdiinnung des Sediments nach dem
Clean-up, eine grofRere Sediment-Menge vor den Probenvorbereitungen oder ein verbes-
sertes Clean-up-V erfahren gemessen werden kdnnen. Eine Ausnahme war die Sedi-
mentprobe Outer Ring Road", wo eine Messung von 35 ng/g p,p’-DDT zu beobachten
war.

Im Laufe dieser Versuche hat sich bestétigt, dass eine Tendenz der Ergebnisse fur die
Sedimentprobe Ring Road* mit dem AQUA-OPTOSENSOR, ELISA (30 ng/g
p,p’-DDT) und GC/MS (18,94 ng/g p,p’-DDT) aufgetreten ist.

Insgesamt kann man sagen, dass der AQUA-OPTOSENSOR in der Zukunft auch far
die Messungen von Sedimentproben und al's Prescreeningsystem eingesetzt werden
kann, um die Probenbearbeitungszeit zu verkirzen.
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IV ZUSAMMENFASSUNG

DDT ist eines der wichtigsten, je verwendeten Insektizide. Neben den Erfolgen von
DDT, z.B. die globale Anwendung zur Malariabekdmpfung oder als Pflanzenschutzmit-
tel, ist die okologische Problematik deutlich erkennbar geworden. DDT hat sich in der
Nahrungskette angereichert; Vogel-, Fisch- und Amphibiensterben waren die Folge.
1972 erlief3en die USA und Kanada ein DDT-Verbot und Europa folgte nach. Esist aber
nur ein lokal begrenztes Verbot gewesen, daDDT in Entwicklungslandern nach wie vor
zur Malariabekampfung eingesetzt wird.

DDT hat eine lange Abbauzeit. Daher ist eine Uberwachung der DDT-Riickstande not-
wendig. Billige, nachweisstarke und schnelle Verfahren werden hierfir benétigt. Immu-
nochemische Methoden, wie siein dieser Doktorarbeit entwickelt wurden, kdnnen diese
Kriterien erfillen. Sowohl Immunoassays al s auch der hier erstmals zur Bestimmung
von DDT eingesetzte optische Immunosensor (AQUA-OPTOSENSOR) stellen Techni-
ken dar, mit deren Hilfe ein schneller Uberblick tiber die Belastung von Proben erzielt
werden kann.

Die vorliegende Dissertation setzt neu entwickelte monoklonale Antikdrper zum Nach-
weisvon DDT ein. Es war notwendig, neue Immunoreagenzien (Immunogene, Coating
Antigene und Enzym Tracer) herzustellen, da einige Immunoreagenzien benttigt wur-
den, die nicht kommerziell verflgbar waren.

Hierzu wurden verschiedene Konjugate mit einem DDT-Hapten und unterschiedlichen
Trégerproteinen (KLH, OVA und BSA) hergestellt. Die Ratten wurden damit immuni-
siert zur Bildung von Antikorpern, die das DDT selektiv erkannten.

Neben diesen Konjugaten wurden zusétzlich Konjugate von DDT-Hapten und Enzymen
(HRP und GOD) fir das Enzym Tracer-Format synthetisiert. Wahrend die Hapten-
Protein-Konjugate als Coating Antigene im indirekten ELISA (Coating Antigen-
Format) eingesetzt wurden, dienten die Hapten-Enzyme-Konjugate als Tracer im direk-
ten ELISA (Enzym Tracer-Format). Mit allen Konjugaten wurden die gewonnenen
mAKks (DDT 1C1, DDT 7C12 und DDT 1B2) im ELISA-Format (Coating Antigen-
Format und Enzym Tracer-Format) charakterisiert und mit Wasserproben (aus Miinchen
und vom Nairobi-Fluss) und Nairobi-Fluss-Sedimentproben ( Ondire upper*, Muse-
um“und Outer Ring Road") getestet.

Fur die Charakterisierung der Antikdper im Coating Antigen-Format wurden aul3ere
Faktoren, wie z.B. der Einfluss der Lagertemperatur, Uberprift. Ein weiterer Punkt war:

Durch die Einfihrung eines zusétzlichen Abséttigungsschrittes nach der Immobilisie
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rung des Coating Antigens sollte Uberpruft werden, ob eventuell vorhandene unspezifi-
sche Bindungen fir die mangelnde Kompetition verantwortlich waren und durch Absét-
tigung verhindert werden konnten.

Fur die Charakterisierung der Antikdper im Enzym Tracer-Format wurden mehrere

V orbeschichtungen der Mikrotiterplatte in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt.
Abséttigungsreagenzien und der Einfluss verschiedener Substrat-K onzentrationen auf
die Assays wurden getestet. AbschliefRende Untersuchungen zur Ermittlung der Kreuz-
reaktivitéten in beiden EL1SA-Formaten sollten die Selektivitét und Sensitivitéat des
anti-DDT mAKks zeigen.

Im Coating Antigen-Format zeigt der mAk DDT 7C12 ein IC 50% fir p,p’-DDT von
1,8+ 0,7 pg/L, mit mAk DDT 1B2von 7,5 + 2,2 ug/L, und mit mAk DDT 1C1 der IC
50% fiur o,p’-DDT war 4,2 + 0,5 pg/L.

Im Enzym Tracer-Format mit DDT-Hapten-HRP zeigte mAk DDT 1CL1 eine Selektivi-
tat und Sensitivitét fur o,p’-1somere mit Testmittel punkt (1C 50%) fur o,p’-DDT von 1,0
+ 0,3 ug/L, der mAk DDT 7C12 zeigte mehr Selektivitéat und Sensitivitét fur p,p’-
Isomere mit einem IC 50% fir p,p’-DDT von 0,5 + 0,2 ug/L und der mAk DDT 1B2
zeigte sich als sehr selektiv fur p,p’-DDT, hatte aber einen héheren Testmittel punkt mit
einem IC 50% von 4,2 + 1,6 ug/L.

Die Kreuzreaktivitaten waren unabhéngig vom Assay-Format und den Enzymen, dieim
Enzym Tracer-Format verwendet wurden. Allgemein war der Assay im Coating Anti-
gen-Format weniger sensitiv als im Enzym Tracer-Format.

Die neu entwickelten, optimierten und charakterisierten Immunoreagenzien wurden in
unterschiedlichen Immunoassays im Enzym Tracer-Format-ELISA (Weber et a., 2004)
und Immunosensoren z.B. im trennungsfreien elektrochemischen Immunosensor (Ro-
binson et al., 2004; Keay & McNeil, 1998) und im AQUA-OPTOSENSOR bereits an-
gewendet.

Das AQUA-OPTOSENSOR-System besteht aus einem Grundgerét und Einweg-Chip
und wurde zur quantitativ-diskontinuierlichen Messung von Einzel proben automatisiert.
Fir die Anwendungen im optischen Immunosensor AQUA-OPTOSENSOR wurde die
spezifisch immunochemische Analyterkennung durch Fluoreszenzfarbstoff (Oyster®-
645) markierte anti-DDT mAKks erreicht. Die Anregung der markierten mAks wurde
Uber das evaneszente Feld realisiert.

Die mAks DDT-Oyster®-645 wurden mit AQUA-OPTOSENSOR charakterisiert. Sie
zeigen 1C 50% Werte unter 10 pg/L fur p,p’-DDT oder o,p’-DDT (IC 50% fiir p,p’-
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DDT mit mAk DDT 7C12-Oyster®-645 lag bei 3,4 pg/L ; |C 50% fiir p,p’-DDT mit
mAk DDT 1B2-Oyster®-645 betrug 8,6 pg/L; 1C 50% fiir 0,p’-DDT mit mAk DDT
1C1-Oyster®-645 war 3,5 pg/L).

Die Wasserproben aus Miinchen, dem Nairobi-Fluss und drei Nairobi-Fluss-Sedimente
wurden im ELISA (Coating Antigen-Format und Enzym Tracer-Format) mit mAks
DDT 1C1, DDT 7C12 und DDT 1B2 getestet.

Bei der Messung von Wasserproben aus Minchen mit ELISA und AQUA-
OPTOSENSOR-System zeigen die % Control-Werte beider Formate vergleichbare Er-
gebnisse.

Die Ergebnisse mit Wasserproben aus dem Nairobi-Flussin ELISA-Formaten zeigen
eine Tendenz zur Uberbestimmung. Der mAk DDT 1B2 bestimmt in beiden ELISA-
Formaten hoher alsder mAk DDT 7C12. Diesist insofern bemerkenswert as der mAk
DDT 7C12 insgesamt hohere Kreuzreaktivitéten gegeniiber den getesteten DDT-
Isomeren und -Metaboliten zeigt als der mAk DDT 1B2. Da die Uberbestimmung aber
in allen Fallen zu beobachten war, ist ein grof3erer Einfluss der Probenmatrix auf den
mAk DDT 1B2 wahrscheinlich.

Die Ergebnisse mit Wasserproben und Sedimentproben wurden mit ELISA und dem
AQUA-OPTOSENSOR verglichen. Zusétzlich wurden die Sedimentproben mit GC/MS
charakterisiert und dementsprechend mit ELISA und AQUA-OPTOSENSOR vergli-
chen.

Das Sediment Outer Ring Road” erwies sich mit ELISA (Coating Antigen-Format),
GC/MS-Messungen und AQUA-OPTOSENSOR als héher belastet und eine insgesamt
geringere Belastung mit dem ELISA lag im Sediment Museum® vor. In Bestimmung
mit den GC/M S-Messungen ist eine insgesamt geringere Belastung im Sediment  Ondi-
re upper aufgetreten. Fir die Ondire upper- und Museum®-Sedimente lagen die
Ergebnisse aul3erhalb des Messbereiches.

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass in dieser Studie die grundsétzliche Eignung
des AQUA-OPTOSENSORs fur Nachweisverfahren von DDT und fur eine kostengiins-

tige Uberwachung von Oberfldchengewéssern belegt wurde,
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V AUSBLICK

In dieser Arbeit wurden Immunoreagenzien fur DDT in einem konventionellen ELISA
charakterisiert und auf einen automatisierten optischen Immunosensor (AQUA-
OPTOSENSOR) Ubertragen. Durch die Versuche mit verschiedenen Standardsubstan-
zen konnte gezeigt werden, dass die anti-DDT mAKks selektiv (mAk DDT 1B2 fir p,p’-
DDT-Isomere) und sensitiv (mAk DDT 1CL1 fir o,p’-Isomere und mAk DDT 7C12 fir
p,p’-DDT-lIsomere) die DDT-Isomere und DDT-Metaboliten erkannten.

In dieser Arbeit wurde zunéchst mit einem Chip nur ein Analyt gemessen. Prinzipiell ist
aber mit diesem Immunosensor die Bestimmung von mehreren Analyten auf einem
Chip moglich. Erste Ergebnisse konnten bereits fir drei Analyte in einer anderen Arbeit
gezeigt werden. Mit diesem Multi-Analyt-Konzept ist eine kostengiinstige, schnelle und
umweltschonende Umweltanalytik mdéglich, die auch vor Ort durchgefihrt werden
kann. Wasserproben kénnen direkt analysiert werden, fir Sedimentproben sollte in Zu-
kunft noch eine vereinfachte, und damit schnell durchzufiihrende Probenvorbereitung
ausgearbeitet werden.

Die kurze Messzeit von ca. 2 min pro Einzelmessung bestétigt den AQUA-
OPTOSENSOR als giinstiges und schnelles System und leistet damit einen sehr wichti-
gen Beitrag als Screening-Methode in der Umweltanalytik.
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VII ANHANG

Tell A: Auflistung der allgemeinen Chemikalien und L 6sungen

1 Immunoassay

Wahrend der Experimente wurden Chemikalien und Lésungen verwendet, dieim fol-

genden aufgelistet sind:

Allgemeine Chemikalien

p,p’-DDT, o,p’-DDT, p,p’-DDE, 0,p’-DDE, p,p’-DDD, 0,p’-DDD, Institut fur
Organische Industrielle Chemie (Warsaw, Poland), p,p’-DDA, (Pestana®), Rie-
del-de Haén, Seelze, Deutschland

Bovine Serum Albumin (BSA), Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH), Ovalbu-
min (OVA), Milchpulver (entfettet, trocken), Wasserstoffperoxid (H2O,, 30%;
MW 34,02 g/Moal), 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB), Dicyclorohexylcarbo-
diimid (DCC, 9%), N-Hydroxysuccinimid (NHS, 97%), Dimethylformamid
(DMF, 99%; C3H;NO; MW 73,10 g/Moal), und Dimethylsulfoxid (DM SO, 99%;
C2HgOS; MW 78,13 g/Mal), Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid
(TRIS), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf, Deutschland

DDT-Hapten (C18H16Cl402; MW 406,14 g/Mal), Solvias AG, Basel, Schweiz,

M eerrettichperoxidase (POD oder HRP) (ca, 1500 U/mg), Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Deutschland

Glucose Oxidase, (GOD, ca. 1 million U/mg), Biozyme Laboratories, South
Wales, England

Micro-O-protect, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Glyceral (C3HgOs; MW 92,09 g/Mal), Pierce, Rockford, IL, USA

Methanol (CH3OH; MW 32,04 g/Mal), Ethanol (C,HsOH; MW 46,1 g/Moal),
Isopropanol (C3HgO; MW 60,10 g/mol), n-Hexan (CsH14; MW 86,18 g/Mol),
Aceton (CsHesO; MW 58,08 g/Moal), Dichloromethan (CH,Cl,; MW 84,93
g/Mal), Acetonitril (CoH3N; MW 41,05 g/Mal), Zitronensdure-Monohydrat
(CeHsO7; MW 192,1 g/Mal), Polyoxiethylensorbitan Monolaurat(Tween 20;
CsgH114026; MW 1227,72 g/Moal), Schwefel sdure 95-97%, (H.SO4; MW 98,1
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. g/Mol), D(+) Glucose und die Substanzen fiir die gepufferten SalzlGsungen zur
Analyse, Merck, Darmstadt, Deutschland

. Adjuvans, CPG2006, TIB MOLBIOL GmbH, Berlin, Deutschland,

. DDT-Hapten 5 (4-{ 4-[ 1-(4-chlorophenyl)-2,2,2-trichl oroethyl] phenyl } butanoic

acid

Allgemeine Lésungen
Wéhrend der Experimente wurden neben den Chemikalien auch Puffer verwendet, Die

verwendeten gepufferten Salzlésungen sind im folgenden aufgelistet:

Puffer zum Belegen der Mikrotiterplatten (50 mM Carbonatpuffer, pH 9,6 — 9,8)
15 mM Na,CO3 (MW 105,99), 1,59 g
35 mM NaHCO3; (MW 84,01), 2,94 g

in 1000 mL deionisiertem Wasser |0sen.

PBS zur Verdinnung der Proben, verschiedene Immunoreagenzien (40 mM PBS, pH
76-78)

5 mM NaH,PO, (MW 137,99), 0,689 g

35 mM NaHPO, (MW 177,99), 6,23 ¢

100 mM NaCl (MW 58,44), 584 g

in 1000 mL deionisiertem Wasser |6sen.

PBST zur Verdinnung der Antikorper (40 mM PBST, pH 7,6-7,8)
40 mM PBS + 0,05% (v/v) Tween 20 (0,5 mL I* 40 mM PBS, pH 7,6-7,8)

in 1000 mL deionisiertem Wasser |6sen.

Waschpuffer (4 mM PBST, pH 7,6-7.8)
40 mM PBS 1:10 verdinnt + 0,05% (v/v) Tween 20
in 1000 mL deionisiertem Wasser |0sen.

Substratpuffer (100 mM Natriumacetatpuffer), pH 5,5

100 mM Natriumacetat (MW 82,03; wasserfrei), 8,2 g

in 800 mL deionisiertem Wasser |6sen, pH mit 1% (w/v) Zitronensdure auf pH 5,5 ein-
stellen und auf 1000 mL aufftllen.
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Substratl Gsungen fir die Peroxidase Reaktion

400 pl TMB-StammL 6sung (mg/mL TMB (MW 240,35) in DM SO; im Dunkeln lagern
auf RT, nicht langer als 3-4 Tage.

100 pl 1% (v/v) H0,; dies entspricht 0,4 mM TMB und 1,3 mM H,0;

in 25 mL 100 mM Natriumacetatpuffer [Gsen.

Substratl6sungen fir die Glucose Oxidase Reaktion
0,25 M D(+) Glucose

0,4 mM TMB

250 nM POD (1 mg/mL in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8)
in 25 mL 100 mM Natriumacetatpuffer 10sen.

Abstoppen der Reaktion mit 2 M H,SO,4
109 mL H,S04 (97%) a's Ausgangsldsung und auf 1000 mL mit deionisiertem Wasser

auffallen.

Verschiedene Dialysepuffer und Puffer fur die Kopplung
50 mM Natriumboratpuffer, pH 7.8

Borax (Natriumtetraborat, BsNa,O7 x 10 H,O; MW 381,37), 19,07 g
NaCl (0,9%, wiv), 99

NaN3 (0,02%, w/v), 0,2 g

in 1000 mL deionisiertem Wasser |16sen, pH wurde mit Borsaure auf 7,8 eingestelIt.

Angesetzte L sung:

A: 0,2 M Boric acid (12,4 g/l)

B: 0,05 M Borax (19,05 g/l)

Ansatz: 50 mL von A + 3,1 mL von B, aufgefullt auf 200 mL gesamt.

130 mM Natriumcarbonatpuffer, pH 8,1
130 MM NaHCO3 (MW 84), 10,92 g

in 1000 mL deionisiertem Wasser |6sen.
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200 mM PBS, pH 7,5-7.8

175 mM NaHPO, (MW 177,99), 31,15 g
25 mM NaH,PO, (MW 137,99), 3,45 g
100 mM NaCl (MW 58,44), 5,84 g

in 1000 mL deionisiertem Wasser |6sen.

100 mM PBS, pH 7,5-7.8

87,5 mM NaHPO, (MW 177,99), 15,75 g
12,5 mM NaH,PO, (MW 137,99), 1,95 ¢
50 mM NaCl (MW 58,44), 2,92 g

in 1000 mL deionisiertem Wasser |6sen.

Blockierungs dsung

1% (m/v) Milchpulver in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8 angesetzt.

Alle Puffersysteme wirden in Milli-Q-Wasser, Millipore GmbH, Eschborn, Deutsch-
land, angesetzt. Die Standardldsungen wurden in Methanol vorbereitet und bei 4 °C
gelagert. Die Standardl6sungen fur den téglichen Gebrauch wurden in L ésungsmittel
und/oder 40 mM PBS (pH 7,6-7,8) angesetzt.

2 | mmunosensor
Wéhrend der Experimente wurden Chemikalien und Lsungen verwendet, die im fol-

genden aufgelistet sind:

Allgemeine Chemikalien und Ldsungen

. Oyster®-645-NHS fluorophor (ein Flakon fiir 1,5 mg Protein) Denovo Biola-
bels, Minster, Deutschland.

. Low Cross Puffer, Candor Bioscience GmbH, Munster, Deutschland

. Glycin (CoHsNO,; MW 75,07 g/Mol), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnell-

dorf, Deutschland.

10 mM PBS, pH 7,6-7,8

6 mM Na,HPO, (MW 177,99), 1,06 g
4 mM NaH,PO, (MW 137,99), 0,56 g
in 1000 mL Milli-Q-Wasser 16sen.

125



Anhang

Teil B: Abbildungen und Tabellen

Abbildungen
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DDT-OVA (Spanien); p,p' -DDT 20 pg/L
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Abb. B1:

% Control mit DDT-mab Lib 5-25im Coating Antigen Format-EL | SA

mit:

(A) DDT-Hapten-KLH
(B) DDT-Hapten-OVA
(C) DDT-Hapten-BSA
(D) DDT-OVA (Spanien)
(E) DDT-Hapten-KLHY:
(F) DDT-Hapten-KLHY4
(G) DDT-Hapten-OVAY:
(H) DDT-Hapten-OVAY4
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DDT-Hapten-HRP; 10 ug/L p,p'-DDT
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DDT-Hapten-GOD 3mg; 10 ug/L p,p'-DDT

O PBS @ 1:100 O01:200 0 1:500 m 1:1000 @ 1:2000 m 1:4000
120
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80 -

60 -
40

20 -

04

1:250 1:500 1:1000 1:5000
DDT-mab Lib 5-25

(©)
Abb. B2: Enzym Tracer Format-ELISA mit DDT-mab Lib 5-25
(A) DDT-Hapten-HRP
(B) DDT-Hapten-GOD (2 mg/mL)
(C) DDT-Hapten-GOD (3 mg/mL)

A=10,0
B =0,67
Standard Curve DDT 1C1 C=1105
D=0,0
12 T — T T TTTIT T T TTTTT
Coating: DDT Hapten 5-KLH (3,1mg/ml)
Det-AK: 1C1-1-1 Oyster (0,6mg/ml)
7// * IN Sensor:  ¢(Det-AK) = 1,2 ug/ml
——— 2 % BSA/PBS
94 [~ 5% Isopropanol/PBS
* \‘\..\ Inkubation: 30 min/RT unter Schiteln
03
\\\ ]
6 - \\
\~\
~N
34 \\
™N
\\
\o\\___
0 7/ /
0 01 1 10 100 1000

0,p-DDT [ug/L]

Abb. B3: AQUA-OPTOSENSOR - Standardkurve fiur mAk DDT 1C1-Oyster -
645 in M S-Excel unter die Formel: y = (A-D)/(1+(x/C)*B)+D ausgewer -
tet.
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A=103
B =0,97
Standard Curve DDT 7C12 C=4,60
D=0,0
12 m——mmea: T — T
Coating: DDT Hapten 5-KLH (3,1mg/ml)
* Det-AK: 7C12-1-1 Oyster (1,5mg/ml) (nach 10 min)
10 7../ e IN Sensor:  c(Det-AK) = 5 pg/ml
------- o~ 2 % BSA/PBS
L 2 i, 5% Isopropanol/PBS
8 " 'Q\ Inkubation: 30 min/RT unter Schiiteln
4 .\\
6 N
N
N
4 4 \‘-\
)3
2 \\'\
4 "N,
m‘"'m..‘l
oL/ Ty
0 0,1 1 10 100 1000
p.p-DDT [ug/L]
(A)
A=113
B=
Standard Curve DDT 7C12 =00
C=212
D=0,8
12 ] I A o

e

Coating: DDT Hapten 5-KLH (3,1mg/ml)
Det-AK: 7C12-1-1 Oyster (1,5mg/ml)

T Tt * IN Sensor:  c(Det-AK) = 5 pug/ml
\\\\ 2% BSAIPBS
™™ 5% Isopropanol/PBS
9 \4\ Inkubation: 30 min/RT unter Schiiteln
\\
™
N
. \
6 - ,;\\
\i *
\.\
34 \\\
NN
\\5----.
o o
0/ /-
0 0,01 0,1 1 10 100 1000

(B)
Abb. B4:

p,p-DDT [pg/L]

AQUA-OPTOSENSOR - Standardkurve fur mAk DDT 7C12-Oyster -
645 in M S-Excel unter die Formel: y = (A-D)/(1+(x/C)"B)+D ausgewer -
tet.

(A)n=1

(B)n=2-3
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1000

A=123
B=1,01
Standard Curve DDT 1B2 C=1042
D=0,0
‘ Coating: DDT Hapten 5-KLH (3,1mg/ml)
Det-AK: 1B2-1-1 Oyster (1,3 mg/ml)
12 7-/ _— IN Sensor:  ¢(Det-AK) = 8 pg/ml
Rincts 2% BSA/ PBS
a"l\.\ Inkubation: 30 min/RT unter Schiteln
\.\ ‘
N
N
8 - N,
\_‘-
w!t‘
AN
AR
AN
N
4 \\
N .
.
04/ / Ppeiska
0 0,1 1 10 100

p.p-DDT [ug/L]

Abb. B5: AQUA-OPTOSENSOR - Standardkurve fir mAk DDT 1B2-Oyster -
645 in M S-Excel unter die Formel: y = (A-D)/(1+(x/C)"B)+D ausgewer -

tet.

DDT 7C12; Wasserp.lsar

MeanValue

1000
Concentration

y=(A-D1+xC)"8))+D A B c D
© Std (DOT 7C12 in PBS: Concentration vs Me... 0,929 1103 3285 -0,063
0 Plot#1 (Isar 0 pg/L: MeanResul vs MeanVal... ™ NO DATA AVAILABLE™
4 Po#2 (lsar 1ug/l: MeanResult vs MeanVal... FitGror FitEror FiError
Ploti3 (lsar 3 pg/L: MeanResult vs MeanVal... FitBrror FitBmor  FitError
& Plo#4 (Isar 2 ug/l. MeanResult vs MeanVal..

FitError  FitError  FitError
B Plot#5 (lsar 10pg/L: MeanResult vs MeanVa . FitError  FitError  FitError

B2
0,942

FitError
FtError
FitError
FitError

FitError
FitError
FitError
FitError
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DOT 7C12; Wasserp.K.Bach

Mean'Value

0,01 01 1 10 100 1000
Concentration

y=((A-Di1+(x/O"B))+D A B c D R2
Std (0OT 7C12 In PBS: Concentration vs Me .. 0934 1,035 3174 -0062 0852
Plot#1 (K.Bach 0 pg/L: MeanResult vs Mean... ™ NODATA AVALABLE™
Plot#2 (K.Bach 1ug/L: MeanResult vs Mean... FitError FitError FiError  FitError  FitError
Plot#3 (K.Bach 2ug/L: MeanResutt vs Mean... FitBror FitEror FitBror FitBror  FitError
o Plot#4 (K Bach 3ug/L: MeanResult vs Mean... FitBrror FitError  FitBrror  FitEror  FitError
® Plot#5 (K.Bach 10g/L: MeanResuit vs Mea... Fittrror FitError FitEror FitError  FitError

(B)

o o

o b

DODT 7C12; Wasserprobe Buga

0D [450-650 nm]

0,01 01 1 10 100 1000
Analyte [l ]

y=((A-D(1+(x/IO"B))+D A B c D R2
o Std (OOT 7C12 in PBS Concentrationvs Me... 1,073 1,002 1778 -0074 097
0 Plot#1 (Buga 0 pg/L: MeanResult vs MeanV... FtEror FtBror  FtError  FtEror  FtError
& Plot#2 (Buga 1pg/L: MeanResuit vs MeanVa... FtBror FtBror FtSror FitBror FiBror
© Plot#3 (Buga 2pg/L. MeanResult vs MeanVa... Fitror  FitBror  FitError  FiBror  FitBrror
® Plot#4 (Buga 3ug/L: MeanResult vs MeanVa.. FtBrror  FitError  FitBrror  FtBror  FitError
= Plot#S (Buga 10ug/L: MeanResult vs MeanV .. FitBror FtEror  FitSrror  FtBror  FRError

(©)

Abb. B6: Standardkurven mit p,p’-DDT in ELISA-Format mit mAk DDT 7C12
(225 ng/mL in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8) — Wasser proben aus M tinchen:
verschiedene Dotierungen: 0, 1, 2, 3und 10 pL p,p’-DDT in 40 mM PBS,
pH 7,6-7,8).

(A) lsar

(B) Riemer See

(C) Bach im Englischen Garten

Die Standardkurven wurden in Softmax Pro unter die Formel:
y = (A-D)/(1+(x/C)"B)+D ausgewertet.
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Optosensor Standard Curve mAb DDT 7C12

15

. m River Isar
‘L/ /_ L A Cracke Englisch Garden
124 T o Lake Riem
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~
™.,
9 ™
W
\\\
\\\\
"\,
6 N | ¢
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04/ | ; LIT]
0 0,1 1 10 100

p.p'-DDT [hg/L]

Abb. B7: Standardkurven mit p,p’-DDT in AQUA-OPTOSENSOR-System mit
mAKk DDT 7C12-Oyster-645 (2 pug/mL in 2% (w/v) BSA in 40 mM PBS,
pH 7,6-7,8) — Wasser proben aus M tinchen: verschiedene Dotierungen: O,
0,11, 10und 20 pL p,p’-DDT in 5% (v/v) Isoproturon/40 mM PBS, pH 7,6-
7,8).
(A) lsar
(B) Riemer See
(C) Bach im Englischen Garten
Die Standardkurven wurden in MS-Excel unter die Formel:
y = (A-D)/(1+(x/C)"B)+D ausgewertet.
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Wasserproben vom Narrobi¥luss / Mikrotiterplatte
B MimnchenOD [450-650 nm)| @ Nairobi OD [450-650 nm]
20
g 15
o
w
s 1,0 |
w
=
o 055‘
o
0,0
e
PSS
¢ & & VLI G A o
W F & F TG S @
PR L i
o o @.so'“ <®

Abb. B8: ELISA im Coating Antigen-Format mit Nair obi-Wasser pr oben

mit mAk DDT 7C12

Detaillierte Testbedingungen sind in 1.5.2.1, Tab. 4 und Tab. 5, Materia und Me-

thoden dargestellt. Wasserproben von 1 bis 11 und 40 mM PBS, pH 7,6-7,8

OD [450-650 nm]

Wasserproben vom Nairobi-Fluss / Mikrotiterplatte

B MinchenOD [450-650 nm] B NairobiOD [450-650 nm]

Abb. B9: ELISA im Coating Antigen-Format mit Nairobi-Wasser proben

mit mAk DDT 1B2

Detaillierte Testbedingungen sind in 1.5.2.1, Tab. 4 und Tab. 5, Materia und Me-

thoden dargestellt. Wasserproben von 1 bis 11 und 40 mM PBS, pH 7,6-7,8
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Kenia Wasserprobe; DDT 7C12

E
:
8
0,001 0,01 0.1 i 10 100 1000 10000
p.p-DOT [g/L]
y=((A-DI1+(xO)*B))+D A B < D B2
© S (FES: Concentration ve MeanV alue) 0,308 1.1 076 -296e-4 0987

o

Plot#1 (Outer RR. (11): MeanResult vs Mea.., FitError  FtError FitError  FitError  FitError
Plot#2 (10 ALT: MeanResult vs Mean Value) FitError FiBror FitSrror FitError  FitError
Ploté#3 (Shauri (10): MeanResult vs Mean V.. FitError  FitEror  FitError  FitBrror FitError
Ploté#d (Racecource(9): MeanResult vs Mea ., FitError FitBror  FitError  FitBrror  FitError
Plot#S (Globe(8): MeanResult vs Mean Value) FitError  FiError  FitError  FitError  FitError
Plot#s (Chiromo{7): MeanResult vs Mean V... FitError  FtError  FitError  FitError  FitError
Plot¥7 (Museum (6): MeanResult vs Mean V. FiError  FtBrror FtEror FitBrror  FitError
Pot#8 (Kirchwa (5): MeanResult vs Mean ... FrEror FiError FitError FitEror  FitError
Piot#S (Loretto (4). MeanResul vs Mean Va. . FitBror FiBror FitError FtEror  FitError
Piot#10 (Ondire upper (2). MeanResult vs M .. FilEBror FeBror FitError  FtBror  FitError
Piot#11 (Ondire lower(1): MeanResult ve M. FitGrror  FiBrror  FitSrror  FitError  FitSrror
Pot#12 (1 ALT: MeanResult vs MeanValue) FiError FitBrror  FitSrror  FitError  FitError
Plot#13 (Krichwa (5)Spikes: Concentration ... 0,237 1042 1696 -0018 099

(A)
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me oD O0OesrrnmS

Kenia Wasserprobe; DDT 182

£
2
e 4
8
=
8
0,001 0.0 0.1 1 10 100 1000 10000
P.p-DOT g ]

y=((A-Oi1+ (xIC)'B))+D A e g D B2

© Std (PBS: Concentration vs MeanVakie) 0506 0873 4502 -0003 08994

Plot#! (Outer RR. (11): MeanResult vs Mea ... FitError  FitError  FitError  FitError  FitError
Pot#2 (10 ALT: MeanResult vs MeanValue) FitError FitError  FitError  FitError  FitError
Pot#3 (Shauri (10). MeanResult vs MeanVa... FitError  FitError  FitError  FitError  FitError
Plot#4 (Racecource(9): MeanResult vs Mea... FitError  FitError  FitError - FitBrror - FitError
Plot#5 (Globe(8): MeanResult vs MeanValue) FitError FitError  FtError  FitError  FitError
Plot#5 (Chiromo(7): MeanResult vs MeanVal... FitError FitError FitEror  FitGrror  FitError
Plot?7 (Museum (6). MeanResult vs MeanV... FitError FitBrror FtEror FitGror FError
Plot#3 (Kirchwa (5). MeanResult vs MeanV ... FitError  FitError  FitError FitGrror - FitError
Plot#9 (Loretto (4): MeanResult vs MeanVal. FitError FitError  FitError  FitError  FitError
Pot#10 (Ondire upper (2): MeanResult vs M... FitError  FitError  FtError  FitError  FitError
Plot#11 (Ondire bbwer(1). MeanResult vs M. FitError  FitError  FitError  FitError  FitError
Plot#12 (1 ALT: MeanResult vs MeanValue) FitError FitError  FitError - FitError - FitError
Pot#13 (Kinchw a (5)Spikes: Concentration .. 0,411 1,022 2224 0077 0897

(B)
Abb. B10: ELISA im Enzym Tracer-Format (DDT-Hapten-HRP, 1:8.000) mit
Nair obi-Wasser proben mit ver schiedenen p,p-DDT-Dotier ungen
(A) mAk DDT 7C12 (125 ng/mL)
(B) mAk DDT 1B2 (250 ng/mL)

=2

® B> DOCe» B8
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mAk DDT 7C12- Oyster 645
Wasserproben vom Nairobi Fluss

Coating: DDT H.-KLH (4,3mg/ml)

Det-AK: 7C12 Oyster (1.5mg/ml)
- ‘(h.\\ IN Sensor: ¢(Det-AK) = 2.0 pg/ml
N Globel (] 1% BSAIPBS

* ‘((‘. ( Inkubation: 30 min

o
> %
£ ¢ 0L hiroma
8 _ \i'
§ Shaurn M. (10 :E.a:ea irce (9)
» 6 .‘_; ; : \Q\
¢ PBS/5% [sopropanol e
\ © Proben (16.09.05) \
= Proben (23.09.05) \.\:\
o /L LI | 1] I
0 0,1

100 1000

A 10
P.p’-DDT [pg/L]

Abb. B11: AQUA-OPTOSENSOR mit Nair obi-Wasser proben

(mAk DDT 7C12-Oyster-645), Probennahmen am 16.09.05 und
23.09.05

p,p’-DDT mit anti-DDT mAk 7C12-Oyster®-645 (1,5/mL) in 1 (w/v) BSA/40 mM
PBS, pH 7,6-7,8: A = 13,5; B = 0,86; C = (IC 50%; pg/L) = 4,56; R* = 0,0
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Tabellen

Tab. Bl: 4-Parameter-Werte - Optimierung in Enzym Tracer -For mat

mAK DDT 1C1 (300 ng/mL fur DDT-Hapten-HRP und 600 ng/mL fir
DDT-Hapten-GOD)

(A) 0,p-DDT in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8; DDT-Hapten-HRP (1:8.000) und DDT-

Hapten-GOD (1:1.000)
(B) DDT Metabolitenin 40 mM PBS, pH 7,6-7,8 DDT-Hapten-HRP (1:8.000)

Bemerkung: Abséttigung mit 1% Milchpulver/1h

o,p-DDT A B C [pg/L] D R % CR
DDT-Hapten-HRP 0554 1,276 0,807 0,002 0,998 100
0654 138 0,98 -0,002 0994 100
0,66 2,068 1,561 0,016 0,998 100
DDT-Hapten-GOD 0,092 1,663 1,461 7,13E-05 0,995 100
0345 1531 1,589 0,002 0,998 100
0409 1572 2,107 0,004 0994 100
(A)
Analyt A B C[pg/L] D R % CR
p,p-DDT 0,57 0,863 3,585 0,004 0,999 23
p,p'-DDD 0,629 0,785 54,682 -0,003 0,993 2
p,p'-DDE 0,719 1,163 26,219 0,014 0,981 6
o,p'-DDD 0,586 0,930 3,577 0,009 0,998 23
(B)
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Tab. B2: 4-Parameter-Werte - Optimierung in Enzym Tracer-Format (DDT-
Hapten-HRP) in verschiedenen K onzentrationen
fur mAk DDT 1C1 (0,6 mg/mL), 300 ng/mL,
(A) DDT-Hapten-HRP in 1% Milchpulver (in 40 mM PBS pH 7,6-7,8)

(B) DDT-Hapten-HRP, mAk DDT 1C1 in 1% Milchpulver (in 40 mM PBS, pH

7,6-7,8)

(C) DDT-Hapten-HRP, in 1% Milchpulver (in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8) und
Schiitteln

(D) DDT-Hapten-HRP, mAk DDT 1C1in 40 mM PBS, pH 7,6-7,8

Analyte/Bemerkungen A B C [ug/lL] D R
o,p'-DDT/DDT-Hapten-HRP 1:4.000 0,23 0,841 1,192 0,003 0,990
p,p'-DDT/DDT-Hapten-HRP 1:4.000 0,222 0402 4,12 -0,006 0,988
o,p'-DDT/DDT-Hapten-HRP 1:8.000 0,187 0,926 0,948 0,003 0,989
p,p'-DDT/DDT-Hapten-HRP 1:8.000 0,201 0,640 6,784 0,006 0,994
(A)

Analyte/Bemerkungen A B C [uglL] D R
o,p'-DDT/DDT-Hapten-HRP 1:4.000 0434 1637 1201 0,014 0,998
p,p'-DDT/DDT-Hapten-HRP 1:4.000 0,441 0691 5,409 0,008 0,995
o,p'-DDT/DDT-Hapten-HRP 1:8.000 0460 1,269 0,908 0,002 0,998
p,p'-DDT/DDT-Hapten-HRP 1:8.000 0482 0,708 5459 0,001 0,998
(B)

Analyte/Bemer kungen A B C[ug/L] D R
o,p'-DDT/DDT-Hapten-HRP 1:4.000 0242 1,014 1421 0,016 0,992
p,p'-DDT/DDT-Hapten-HRP 1:4.000 0,226 0518 5,019 0,008 0,989
o,p'-DDT/DDT-Hapten-HRP 1:8.000 0,200 1,213 1,050 0,008 0,989
p,p'-DDT/DDT-Hapten-HRP 1:8.000 0,223 0487 7,733 -0,004 0,993
(©€)

Analyte/Bemer kungen A B C [png/L] D R
0,p’-DDT DDT-Hapten-HRP 1:4.000 0,405 1,075 0,891 0,008 0,997
p,p’-DDT DDT-Hapten-HRP 1:4.000 0,39 0491 4,78 -0,004 0,997
0,p’-DDT DDT-Hapten-HRP 1:8.000 0,368 1,129 0,813 0,001 0,993
p,p’-DDT DDT-Hapten-HRP 1:8.000 0,408 0,626 6,880 -0,005 0,996
(D)
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Tab.B3: 4-Parameter-Wertefur p,p'-DDT in 40 mM PBS (pH 7,6-7,8) - Opti-
mierungen in Enzym Tracer-Format (DDT-Hapten-HRP und DDT -
Hapten-GOD) mit mAk DDT 7C12 in 1% Milchpulver

A B C [pg/L] D R % CR  Bemerkung

DDT-Hapten-HRP 1:8.000
0562 1,011 0574 0,017 0,993 100 mAKk DDT 7C12 (125 ng/mL)
DDT-Hapten-HRP 1:4.000
0,331 0951 0,684 0,027 0,996 100 mAKk DDT 7C12 (125 ng/mL)
DDT-Hapten-HRP 1:8.000
0413 1,252 0,557 -2,53E-04 0,994 100 mAk DDT 7C12(100 ng/mL)
DDT-Hapten-HRP 1:10.000
0,617 1,187 0,488 4,00E-03 0,992 100 mAk DDT 7C12(125 ng/mL)
DDT-Hapten-HRP 1:1.000
0,326 1576 0,29 0,003 0,998 100 mAk DDT 7C12 (125 ng/mL)
DDT-Hapten-HRP 1:10.000
mAKk DDT 7C12(125 ng/mL)
0,276 1,784 0,297 0,006 0,984 100 in 3% Milchpulver
DDT-Hapten-HRP 1:10.000
mAKk DDT 7C12(125 ng/mL)
0423 1609 0,314 0,008 0,993 100 in 0,1% Milchpul ver
DDT-Hapten-HRP 1:10.000
mAk DDT 7C12 (125 ng/mL)
0,364 1,894 0,339 0,011 0,983 100 in 0,5% Milchpulver
DDT-Hapten-HRP 1:10.000
mAk DDT 7C12 (125 ng/mL)
in PBS; Absattigung 1h/mit 1%
0,291 1,782 0,324 0,006 0,992 100 Milchpulver
DDT-Hapten-HRP 1:15.000
mAKk DDT 7C12 (125 ng/mL)
in PBS; Abséttigung 1h/mit 1%
0223 1969 0,26 0,004 0,988 100 Milchpulver
DDT-Hapten-HRP 1:8.000
0,721 1,14 1,301 0,005 1 100 mAk DDT 7C12 (125 ng/mL)
DDT-Hapten-GOD 1:1.000
0,205 1,243 0,995 0,003 1 100 mAk DDT 7C12 (300 ng/mL)
DDT-Hapten-GOD 1:1.000
0,731 1,368 1,977 0,003 0,998 100 mAk DDT 7C12(1000 ng/mL)
DDT-Hapten-GOD 1:1.000
0,209 1,198 0,627 4,43E-04 0,982 100 mAk DDT 7C12(250 ng/mL)
DDT-Hapten-GOD 1:100
0,082 1,179 0,55 -0,002 0,994 100 mAk DDT 7C12 (125 ng/mL)
DDT-Hapten-GOD 1:1.000
0,54 1,498 1,498 0,005 0,995 100 mAKk DDT 7C12(500ng/mL)
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Tab. B4: 4-Parameter-Standardkurven fir p,p'-DDT in 40 mM PBS (pH 7,6-7,8)
- Optimierungen in Enzym Tracer-Format (DDT-Hapten-HRP und

DDT-Hapten-GOD) mit mAk DDT 1B2

CluglL]

D

% CR

Bemerkung

0,315

0,514

0,686

0,821

0,691

0,854

1,502

0,555

0,786

0,777

0,312

0,45

0,382

0,341

0,956

0,88

0,803

0,72

0,645

0,868

0,856

0,851

0,823

0,976

49,674

1,641

1,062

0,937

0,932

1,549

3,058

120,58

5772

6,537

9,267

10,51

0,037

0,098

0,109

0,126

0,107

0,073

0,147

-0,009

0,081

0,08

-0,003

0,001

0,913

0,979

0,966

0,958

0,967

0,953

0,988

0,996

0,982

0,992

0,989

0,995

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

DDT-Hapten-HRP 1:250
mAk DDT 1B2 (125 ng/mL)
in 1% Milchpulver
DDT-Hapten-HRP 1:250
mAk DDT 1B2 (500 ng/mL)
in 1% Milchpul ver
DDT-Hapten-HRP 1:500
mAk DDT 1B2 (500 ng/mL)
in 3% Milchpulver
DDT-Hapten-HRP 1:500
mAk DDT 1B2 (500ng/mL)
in 0,1% Milchpulver
DDT-Hapten-HRP 1:500
mAk DDT 1B2 (500 ng/mL)
in 40 mM PBS, Abséttigung 1h/mit 1%
Milchpul ver
DDT-Hapten-HRP 1:1.000
mAk DDT 1B2 (500 ng/mL)
in 40 mM PBS, Abséttigung 1h/mit 1%
Milchpul ver
DDT-Hapten-HRP 1:500
mAk DDT 1B2 (500 ng/mL)
in 1% Milchpulver
DDT-Hapten-HRP 1:4.000
1% in LowCross Buffer
DDT-Hapten-HRP 1:1.000
mAk DDT 1B2 (250 ng/mL)
in 1% Milchpulver
DDT-Hapten-HRP 1:1.000
mAk DDT 1B2 (250 ng/mL)
in 1%Milchpul ver
DDT-Hapten-GOD 1:1.000
mAk DDT 1B2 (1000 ng/mL)
in 1% Milchpulver
DDT-Hapten-GOD 1:1.000
mAk DDT 1B2 (1.000 ng/mL)
in 1%Milchpul ver
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Tab. B5: Enzym Tracer-Format mit mAk DDT 1C1 (300 ng/mL), mAk DDT 1B2
(250 ng/mL), mAk DDT 7C12 (125 ng/mL), mit DDT-Hapten-HRP

(1:4.000)
Analyte mAks A B C D R
[Ho/L]

o,p’-DDT in 10% MeOH 1C1 0,334 0,752 0,764 -0,006 0,984
o,p’-DDT in PBS 0,279 0,867 1,276 -0,004 0,973
0,p’-DDT in 20% MeOH 0,263 0,925 0,958 0,01 0,995
p,p’-DDT in 10% MeOH 1B2 1,178 1,686 11,965 0,076 0,99
p,p’-DDT in PBS 1,061 1,13 9,25 0,002 0,998
p,p’-DDT in 20% MeOH 0,862 1,965 10,098 0,062 0,983
p,p’-DDT in 10% MeOH 7C12 1,177 1,149 0,533 -0,001 0,988
p,p’-DDT in PBS 1,073 0,742 0,341 -0,032 0,97
p,p’-DDT in 20% MeOH 0,935 3,283 2,109 0,019 0,985
o,p’-DDT in 30% MeOH 1C1 0,443 0,534 0,826 -0,012 0,964
o,p’-DDT in PBS 0,88 0,995 2,108 -0,015 0,992
0,p’-DDT in 40% MeOH 0,298 0,752 1,404 0,004 0,993
p,p’-DDT in 30% MeOH 1B2 0,161 0,362 7,331 -0,007 0,956
p,p’-DDT in PBS 0,899 0,862 6,761 -0,014 0,996
p,p’-DDT in 40% MeOH 0,164 0,355 2,484 -0,004 0,986
p,p’-DDT in 30% MeOH 7C12 0,303 0,769 1,577 -6,22e-4 0,993
p,p’-DDT in PBS 0,927 1,681 1,378 0,005 0,994
p,p’-DDT in 40% MeOH 0,446 0,977 0,659 0,009 0,998
0,p’-DDT in 5% ACN 1C1 0,822 1,589 2,748 0,012 0,996
o,p’-DDT in PBS 0,829 1,392 2,396 0,003 0,994
0,p’-DDT n 10% ACN 0,633 1,182 5,661 0,022 0,99
p,p’-DDT in5% ACN 1B2 0,833 1,145 25,15 0,003 0,995
p,p’-DDT in PBS 0,861 1,254 20,16 0,001 0,993
p,p’-DDT in 10% ACN 0,512 1,345 44,79 0,007 0,91
p,p’-DDT in 5% ACN 7C12 0,739 1,226 1,11 0,004 0,999
p,p’-DDT in PBS 0,682 1,302 1,748 -0,002 0,982
p,p’-DDT in 10% ACN 0,636 1,069 1,947 0,011 0,996
o,p’-DDT in 5% MeOH 1C1 0,679 1,009 1,055 -0,008 0,989
o,p’-DDT in PBS 0,618 1,28 1,012 6,6e-4 0,985
0,p’-DDT in2% ACN 0,68 1,103 0,996 -0,004 0,979
p,p’-DDT in 5% MeOH 1B2 0,664 0,905 8,962 -0,012 0,982
p,p’-DDT in PBS 0,67 0,875 6,193 -0,01 0,993
p,p’-DDT in 2% ACN 0,705 0,777 17,407 -0,016 0,982
p,p’-DDT in 5% MeOH 7C12 0,572 1,284 0,643 0,011 0,981
p,p’-DDT in PBS 0,584 1,067 0,946 -0,004 0,983
p,p’-DDT in 2% ACN 0,707 0,865 1,141 -0,015 0,972
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Tab. B6: Zusammenfassung AQUA-OPTOSENSOR - DDT 7C12-Oyster®-645 -
4-Parametergleichung (in MS-Excel ausgewertet)

Bemerkung Konzentration Slope A B C D

p,p’-DDT [mV/g] [Ho/L]
DDT 7C12-Oyster 0,02 10,7 108 0,73 271 0,0
10 pg/mL in 2%BSA/PBS 0,2 93

1 71

2 6,1

10 34

100 0,3

200 0,0
DDT 7C12-Oyster 0,02 13,6 139 052 3,08 0,0
2,5pug/mL in 29%6BSA/PBS 0,2 10,0

2 8,0

20 53

100 0
DDT 7C12-Oyster 0,01 10,7 103 0,79 342 0,0
5 pg/mL in 2%BSA/PBS 0,1 93

05 8,6

1 71

5 5,0

50 0,9

100 0,0
DDT 7C12-Oyster 0,01 13,6 142 050 1,28 0,0
2 ug/mL in 2%BSA/PBS 0,1 10,6

1 6,6

10 5,8

100 0,2
DDT 7C12-Oyster 0,01 9,5 8,9 081 543 0,0
0,7 ug/mL in 29%6BSA/PBS 0,1 84

0,33 74

1 7,0

3,33 59

10 35

33,33 11
DDT 7C12-Oyster (n=3) 0,02 10,7 11,3 050 212 0,8
5 pg/mL in 2%BSA/PBS 0,2 8,9
MeanValue 0,66 6,5

2 5,8

6,66 52

20,000 4,967

66,66 10

666,660 0,000
7C12-Oyster 0,001 6,0 5,6 055 440 0,0
5 pg/mL in 2%BSA/PBS 0,01 5

0,1 4.8

1 39

25 2
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Fortsetzung Tab. B6:

Bemerkung Konzentration Slope A B C D
p.p’-DDT [mV/g] [Ho/L]
50 14
100 0,0
DDT 7C12-Oyster (n=2) 0,01 13,20 13,1 0,70 1,88 0,0
0,7 ug/mL in 2%BSA/PBS 0,1 11,25
MeanValue 0,5 9,30
1 7,35
5 5,95
10 3,60
20 1,10
50 0,00
DDT 7C12-Oyster (n=2) 0,01 9,4 8,7 1,14 527 0,0
0,7 ug/mL in 2%BSA/PBS 0,1 8,5
MeanValue 0,33 79
1 7,3
3,33 5,9
10 2,750
33,33 0,7
DDT 7C12-Oyster 0,05 12,5 12,3 1,01 521 0,0
2,5ug/mL in 2%BSA/PBS 0,5 111
1 10,1
5 6,6
100 0,0

Tab.B7: Zusammenfassung AQUA-OPTOSENSOR - DDT 1C1-Oyster ®-645 — 4-
Parametergleichung (in MS-Excel ausgewertet)

0,p’-DDT[Hg/L]

mAk DDT 1C1-Oyster-645

o,p’-DDT

Position Slope[mV/q] Time
5% (v/v) Isopropanol /40 mM PBS, pH 7,6-7,8  102-125 10,5 15-52
0,2 101-125 8,7 39-71
2 107-136 73 39-71
6,66 97-126 6,6 39-71
20 98-130 38 12-69
200 104-143 2,0 12-69
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Tab.B8: Zusammenfassung AQUA-OPTOSENSOR - DDT 7C12-Oyster ®-645 —

4-Parametergleichung (in MS-Excel ausgewertet); p,p’-DDT in 5% (v/v)

| sopropanol/40 mM PBS (pH 7,6-7,8)
(A) n=1(s. Abb. B6 (B))
(B) n=2-3 (s. Abb. B6 (B))

p,p’-DDT[ug/L]

mAK DDT 7C12-Oyster-645

Position Slope[mV/q] Time
5% Isopropanol/PBS 99-123 10,7 7-44
0,2 104-128 9,3 7-44
1 99-121 8,6 7-44
2 105-129 7,1 42-83
10 106-124 5,0 54-91
100 103-121 09 32-69
200 0,0

(A)

p,p’-DDT[ug/L] mAk DDT 7C12-Oyster-645

Position Slope[mV/q] Time
5% |sopropanol/PBS 104-139 11,2 34-69
5% | sopropanol/PBS 97-127 10,9 34-69
5% Isopropanol/PBS 107-130 10,1 34-69
0,2 99-127 9,2 34-69
0,2 99-127 8,7 34-69
0,2 105-135 89 34-69
0,66 104-127 6,7 34-69
0,66 108-127 6,4 34-69
0,66 105-124 6,3 34-69
2 107-137 5,7 34-69
2 96-128 59 34-69
6,66 106-125 55 15-52
6,66 108-129 57 34-69
6,66 107-127 44 34-69
20 95-129 44 34-69
20 98-127 5,4 34-69
20 102-129 51 34-69
66,66 113-135 10 34-69
66,66 117-134 1,0 34-69
666,66 0
666,66 0

(B)
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Tab. B9: Zusammenfassung AQUA-OPTOSENSOR - DDT 1B2-Oyster ®-645
— 4-Parametergleichung (in MS-Excel ausgewertet); in 5% (v/v) Isopropa-
nol/40 mM PBS (pH 7,6-7,8)

Analytep,p’-DDT[ug/L] Ergebniss/ mAk DDT 1B2-Oyster-645
Position Slope [mV/g] Time
PBS 101-122 12,5 27-61
1 108-135 111 59-105
2 104-131 10,1 47-88
10 105-126 6,6 47-79
200 0
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Teil C: Spektren
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Chprl 2, 2003,
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Abb. C1: Ubersicht zu den UV-Spektren
(A) DDT-Hapten
(B) BSA-Protein
(C) DDT-Hapten-BSA
(D) KLH-Protein
(E) DDT-Hapten-KLH
(F) OVA-Protein
(G) DDT-Hapten-OVA
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