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Abstract

Structurally diverse and ubiquitous toxicologically relevant pyrrolizidine alkaloids (PAs)
have gained increasing interest due to their occurrence in several plant species contami-
nating food and feed. After intestinal absorption, their hepatic activation can lead to the
formation of pyrrole esters which are able to form DNA and protein adducts and therefore
damage liver and other organs. Although acute intoxications leading to severe hepatic veno-
occlusive disease (VOD) have been reported in the past, long-term consumption of low PA
amounts (subchronic and chronic exposure) is mostly relevant to European consumers ow-
ing to a possible correlation with the development of malignant diseases. In this context, the
German Bundesinstititut fir Risikobewertung (BfR) recently published potentially harmful
concentrations of PAs in honey, tea, herbals, and plant-based dietary supplements and
recommends to keep the consumption of PA-containing food as low as reasonably achiev-
able. Moreover, food industry is requested to keep PA concentrations at a minimum as legal
regulations are expected to be introduced prospectively. Compared to the state-of-the-art
liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) based analysis method, antibody-
based enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs), requiring only minor-trained staff
and less-expensive equipment for analyzing a high number of samples in parallel could
provide a promising alternative for a cost-effective evaluation of PAs in contaminated food
and feed. Therefore, in this thesis new monoclonal antibodies (mAbs) capable of binding
specifically to the necine base Retronecine have been generated, intensively characterized
and tested for their applicability in an ELISA for the quantification of Retronecine-based
PAs. Using a well-characterized newly designed immunogen based on a nitrogen-contain-
ing spacer between Retronecine and the protein carrier for the immunization of rats and a
spacer-free heterologous Retronecine-BSA-conjugate for the screening of numerous hy-
bridoma cell culture supernatants, a mAb binding Retronecine could be identified.
MAb18H4, an IgG2a subtype with a molecular weight (MW) of 147 kDa, showed an ICso-
value of 115.8 + 30.3 ng/ml, a linear working range of 62.9 - 500.8 ng/ml and a limit of
detection (LOD) of 29.9 ng/ml for Retronecine in an indirect competitive ELISA. Compared
to previously published PA-mAbs, the analytical parameters for the basic structure Re-
tronecine were superior. The determination of the Ky value using Isothermal Titration Calo-
rimetry (ITC) and Surface Plasmon Resonance (SPR) Spectroscopy resulted in a value of
approximately 10 - 10”7 M. Analyzing its cross-reactivities (CRs) with 29 different PAs and
PA-N-Oxides (PANOs) revealed no CRs for PANOs but high CRs for Retronecine-based
open-chain diesters and two macrocyclic PAs Seneciphylline (Sp) and Integerrimine (Ig).

Different CRs were most likely caused by the contribution of the PA’s and especially the



ester’s conformation to the epitope structure. Moreover, mAb18H4 showed acceptable sta-
bility in organic solvents (ACN, MeOH, EtOH) and high pH-stability at pH 4.68 - pH 9.96 as
well as in 1:10 diluted and neutralized raw extracts from peppermint, fennel, chamomile,
and honey. However, a matrix-matched calibration for quantification by indirect competitive
ELISA is indispensable. The examined cationic-exchange sorbent-based solid-phase ex-
traction (SPE) sufficiently depleted matrix effects in honey extracts. Moreover, the quantifi-
cation of PANOs after zinc-based reduction showed promising results. In summary, the
application of mAb18H4 is suitable in the context of highly contaminated extracts, whereas
for low contaminated samples the optimization of extraction protocols and the selective en-
richment of Retronecine-based PAs for example by using molecularly imprinted polymer

(MIP)-based SPE offer promising approaches.



Kurzfassung

Die strukturell vielfaltigen und ubiquitar auftretenden toxikologisch relevanten Pyrrolizidinal-
kaloide (PA) erregen als potentielle Kontaminanten pflanzenbasierter Lebensmittel zuneh-
mend die 6ffentliche Aufmerksamkeit. So kdnnen sie nach Verzehr in der Leber zu toxi-
schen Pyrrol-Estern metabolisiert werden und infolge der Bildung von DNA- und Pro-
teinaddukten zu akuten Leberschadigungen fihren. In der Literatur sind Falle akuter Into-
xikation mit PA in Zusammenhang mit Leberversagen dokumentiert. Allerdings ist in Europa
die langfristige Aufnahme geringer Mengen von grofRerer Bedeutung, da diese im Zusam-
menhang mit der Entstehung maligner Erkrankungen diskutiert wird. Das BfR veroffentlichte
zuletzt zahlreiche Studien, welche von gesundheitlich bedenklichen PA-Konzentrationen in
Honig, (Krauter-)Tees, Krautern und pflanzlichen Nahrungserganzungsmitteln berichteten
und empfiehlt daher die Aufnahme von PA auf die geringst mogliche Menge zu reduzieren.
Auch die Nahrungsmittelindustrie ist angehalten, betreffende Produkte in Hinblick auf Kon-
taminationen zu prifen. Die Einfihrung gesetzlicher Vorgaben fir eine maximale Belastung
von Lebensmitteln wird gegenwartig diskutiert. Verglichen mit der derzeitigen Standard-
Analysemethode basierend auf LC-MS, bieten Antikdrper-basierte Enzymimmunoassays
(ELISAs) wegen des kostenglinstigen Equipments und dem Einsatz von weitgehend unge-
schultem Personal eine vielversprechende Alternative fir eine schnelle Vor-Ort-Bewertung
von potentiell mit PA belasteter Roh- und Fertigware. Aus diesem Grund wurden in der
vorliegenden Arbeit neue monoklonale Antikérper (mAk) gegen den PA-Grundkérper Re-
tronecin generiert, intensiv charakterisiert und in Hinblick auf die Verwendung in einem
ELISA fur die Quantifizierung von Retronecin-basierten PA untersucht. Unter Verwendung
eines neuen Heteroatom-enthaltenen Linkers zwischen Retronecin und Proteintrdger des
Immunogens sowie eines heterologen Retronecin-BSA-Konjugats ohne Linkerstruktur fur
das Screening der Hybridom-Zellkulturiiberstande (ZKU), konnte ein mAKk identifiziert wer-
den, welcher Retronecin weitgehend spezifisch detektiert. Flir den mAk18H4, ein 1IgG2a-
Subtyp mit einem Molekulargewicht (engl. molecular weight, MW) von 147 kDa, konnten in
einem indirekt kompetitiven ELISA ein ICso-Wert von 115,8 + 30,3 ng/ml, ein linearer Ar-
beitsbereich von 62,9 - 500,8 ng/ml und eine Nachweisgrenze (LOD) von 29,9 ng/ml flr
Retronecin ermittelt werden. Damit weist der mAk18H4 im Vergleich zu bisher bekannten
Arbeiten eine deutlich héhere Sensitivitat gegeniber dem PA-Grundkoérper Retronecin auf.
Der mittels Isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) und Oberflachenplasmonenresonanz-
spektroskopie (SPR-Spektroskopie) bestimmte Kq-Wert lag in einem Bereich von etwa 10°
- 107 M. Die Untersuchung der Kreuzreaktivitat (KR) gegeniiber 29 verschiedenen PA und
PA-N-Oxiden (PANO) ergab keine KR fir PANO, jedoch hohe KR flr Retronecin-basierte



offenkettige Monoester sowie fiir die makrozyklischen PA Seneciphyllin (Sp) und Integerri-
min (lg). Die unterschiedlichen KR lassen sich dabei durch die sterische Konformation der
PA und insbesondere durch die Struktur des/der Carbonsaureester/s als Teil des Epitops
erklaren. Der mAk18H4 zeigte gegeniber verschiedenen organischen Lésungsmitteln
(ACN, MeOH, EtOH) eine akzeptable sowie eine hohe pH-Stabilitat Giber einen Bereich von
pH 4,68 - pH 9,96. Die umfassende Testung seiner Stabilitat in neutralisierten Rohextrakten
aus Pfefferminze, Fenchel, Kamille und Honig ergab akzeptable Werte nach einer 1:10-
Verdinnung in PBS. Allerdings ist flr die quantitative Analyse eine matrix-matched Kali-
brierung mit einer geeigneten Blank-Matrix unverzichtbar. Die getestete Kationentauscher-
SPE konnte fur Honig eine ausreichende Abreicherung stérender Matrixbestandteile zei-
gen. Weiterhin war auch eine Quantifizierung reduzierter PANO im etablierten ELISA er-
folgreich. Folglich ist die Anwendung des mAk18H4 fur die Quantifizierung von Retronecin
und Retronecin-Aquivalenten im Kontext potentiell hoch belasteter pflanzlicher Extrakte
moglich. Im Zusammenhang mit geringer belasteten Proben stellen die Anpassung der Ex-
traktionsprotokolle sowie eine selektive Anreicherung von Retronecin-basierten PA auch
unter Verwendung von auf molekular gepragten Polymeren (engl. molecularly imprinted po-

lymers, MIPs) basierenden Festphasen vielversprechende Ansétze dar.
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Von latein. sub cutis, subkutan, unter die Haut

Single cylcle kinetic

Scanning electron microscopy

Sulfhydrylgruppe

Solid-phase extraction oder Festphasenextraktion
Surface plasmon resonance oder Oberflachenplasmonen-
resonanz

Temperatur

Trifluoroacetic acid oder Trifluoressigsaure
2-(Trifluoromethyl)acrylic acid

Thyreoglobulin

Thin layer chromatography oder Dunnschichtchromatographie
3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin

Trimethylsilan

Trimethylolpropane trimethacrylate

Umdrehungen



UHPLC

UN
uv
VOD
WFR
WHO
ZKU

Abkurzungsverzeichnis

Ultra-high performance liquid chromatography oder HPLC mit
gesteigerter Leistung

Uber Nacht

Ultraviolett

veno-occlusive disease oder venose okklusive Leberkrankheit
Wiederfindungsrate

World Health Organization

Zellkulturtberstand
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1. Einleitung

Erhéhte Konzentrationen von hepatotoxischen PA werden immer wieder von unabhangigen
deutschen Verbraucherschutzorganisationen in Lebensmitteln nachgewiesen. Stiftung Wa-
rentest konnte 2017 gesundheitlich kritische Konzentrationen von PA in Kamillentee' nach-
weisen. Im selben Jahr ermittelte ZDF WISO Uberdurchschnittlich hohe Konzentrationen
von PA in verschiedensten Schwangerschafts- und Stilltees® sowie Baby-Tees?, deren Ver-
zehr folglich eine Gesundheitsgefahr fur Schwangere und Kleinkinder darstellt. Auch das
BfR und die Europaische Behdrde fir Lebensmittelsicherheit (engl. European Food Safety
Authority, EFSA) berichten seit einigen Jahren von gesundheitlich bedenklichen Mengen
von PA unter anderem in Tee, Nahrungserganzungsmitteln, Krautern, Honig sowie Salat-
mischungen (BfR, 2007, 2011, 2013, 2016, 2018, 2019; efsa, 2011, 2016, 2017).

Die strukturell sehr vielféltigen PA oder 1,2-Dehydro-PA und 1,2-Dehydro-PA-N-Oxide
(PANO) als ihre wasserldslichere Speicherform (Hartmann et al., 1987), sind pflanzliche
Sekundarmetabolite und werden ubiquitér als FraRgift von etwa 3-5% aller bedecktsamigen
Pflanzen und damit einer groRen Anzahl von Pflanzen (ca. 6000) weltweit produziert
(Roeder, 2000; Smith et al., 1981; Wiedenfeld, 2013). Beim Verzehr PA-haltiger Pflanzen
fuhrt die metabolische Aktivierung der Protoxine durch Cytochrom P450 Monooxygenasen
in der Leber zur Entstehung von Pyrrol-Estern, welche als hochreaktive Alkylierungs-
reagenzien sowohl mit Proteinen als auch DNA Addukte bilden und somit akut oder chro-
nisch toxisch wirken kdnnen (Edgar et al., 2015). Akute Vergiftungsfalle sind sowohl fur
Zuchtvieh (Anjos et al., 2010; Hill et al., 1997) als auch fir Menschen (Chauvin et al., 1994;
Kakar et al., 2010) nach Verzehr PA-haltiger Pflanzen beschrieben. Sie manifestieren sich
durch die akute vendse okklusive Leberkrankheit (engl. veno-occlusive disease, VOD)
(Chen et al., 2010b; Zuckerman et al., 2002), welche bei schwerem Verlauf tédlich enden
kann (Senzolo et al., 2007). In Europa von deutlich héherer Relevanz ist die chronisch to-
xische Wirkung von PA bei langfristigem Verzehr geringer Konzentrationen. Zwar existieren

dazu bisher keine epidemiologischen Daten, in Tierversuchen konnte jedoch ein kausaler

' https://www.test.de/Kamillentee-von-Kusmi-Extrem-mit-Schadstoffen-belastet-5126437-0/ (aufgerufen am
02.10.2019)

2 https://www.zdf.de/verbraucher/wiso/krebserregende-stoffe-in-schwangerschafts-und-stillitees-100.html (auf-
gerufen am 02.10.2019)

3 https://www.zdf.de/verbraucher/wiso/krebserregende-stoffe-in-bio-babytee-100.html (aufgerufen am
02.10.2019)
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Zusammenhang zwischen dem Verzehr von PA und der Entstehung von chronischen Er-

krankungen wie Krebs hergestellt werden (Chen et al., 2010a).

Die Weltgesundheitsorganisation (engl. World Health Organisation, WHO) hat bereits 1988
im ,International Programme on Chemical Safety” (IPCS) auf die gesundheitsgefahrdende
Wirkung von PA hingewiesen (WHO, 1988). Basierend auf aktuellen wissenschaftlichen
Erkenntnissen zur Belastung von Lebensmitteln mit PA und Toxizitatsstudien mit Ratten
unter Verwendung des PAs Riddellin, haben zuletzt die EFSA im Jahr 2017 (efsa, 2017)
und darauf basierend das BfR aktualisierte Empfehlungen fur die maximale orale Aufnahme
von PA herausgegeben. Demnach sollen bei einem BMDL1o* (engl. benchmark dose lower
confidence limit1o) von 237 ug/kg Kérpergewicht und einem margin of exposure (MOE®) von
10.000 taglich nicht mehr als 23,7 ng/kg Kérpergewicht aufgenommen werden (BfR, 2018).
Gesetzliche Regelungen gibt es bisher nicht, ihre Einfuhrung durch die Bundesrepublik

Deutschland (BRD) oder die Europaische Union (EU) ist jedoch nicht auszuschlieRen.

Eine Intoxikation Gber Lebensmittel erfolgt in Europa hauptsachlich durch den Verzehr von
mit PA-haltigen Pflanzen kontaminierten (Krauter-)Tees, Krauter-haltigen Nahrungsergan-
zungsmitteln oder Honig (Mulder et al., 2018). So kann Tee durch Miternte von PA-haltigen
Pflanzen kontaminiert werden (Bodi et al., 2014), Nahrungserganzungsmittel hingegen wer-
den teilweise direkt aus PA-produzierenden Pflanzen gewonnen (Chen et al., 2017). In Ho-
nig kann PA-haltiger Pollen und Nektar durch Bienen eingetragen werden (Boppré et al.,
2005; Lucchetti et al., 2016). Aus diesem Grund appellieren EFSA und BfR besonders an
die Nahrungsmittelindustrie, durch entsprechende analytische Methoden eine Bewertung
ihrer Rohware vorzunehmen und hoch belastete Chargen nicht fir den Verkauf freizuge-

ben.

Derzeit werden fiir die qualitative und quantitative Bestimmung von PA und PANO in ver-
schiedensten Matrices Uberwiegend mit Massenspektrometrie (engl. mass spectrometry,
MS) gekoppelte Flissig- und Gaschromatographie (engl. liquid chromatography, LC und
engl. gas chromatography, GC) eingesetzt (Crews, 2013). Diese zeichnen sich zwar durch

eine hohe Sensitivitat und Selektivitat aus, setzen jedoch in vielen Fallen eine aufwendige

4 BMDL+o: Unteres Konfidenzlevel der Dosis, welche in Tierversuchen im Vergleich zur unbehandelten Kontroll-
gruppe einen Anstieg der Tumorentstehung bei 10% der Tiere bewirkt (BfR, 2019)

5 MOE: Quotient aus ermitteltem Referenzpunkt BMDL1o und der Gesamtexposition gegeniiber der Substanz
beim Menschen (BfR, 2019); Werte dienen der Priorisierung fir MaBnahmen des Risikomanagements (BfR,
2018)
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Probenvorbereitung, Verfugbarkeit von kostenintensiver Messtechnik und hoch ausgebil-
detes Personal fir die Durchfiihrung und Auswertung der Messungen voraus. Eine vielver-
sprechende Alternative stellen Antikdrper-basierte Nachweisverfahren, beispielsweise in
Form eines ELISAs, dar. Sie bieten im Vergleich zu LC-MS-basierten Methoden zahlireiche
Vorteile. So kann auf eine aufwendige Probenvorbereitung in vielen Fallen verzichtet wer-
den. Weiterhin ist die bendtigte instrumentelle Messtechnik weniger kostenintensiv und
Messungen kénnen von ungeschultem Personal durchgeflhrt und ausgewertet werden.
Auch ist die parallele Analyse einer Vielzahl von Proben, vergleichbar mit einem Hoch-
durchsatz-Screening (engl. high-throughput-screening, HTS), moglich. Voraussetzung fur
die Etablierung und Entwicklung eines sensitiven ELISAs ist die Verfugbarkeit von hoch

affinen und selektiven mAKk.

In der Vergangenheit gab es bereits Ansatze zur Generierung von Antikdrpern gegen PA
und ihre Verwendung flr die Etablierung von Immunoassays. In fast allen Arbeiten wurden
jedoch polyklonale Seren fur die Entwicklung der Bestimmungsmethode verwendet (Bober
et al., 1989; Langer et al., 1996; Lee et al., 2001; Oplatowska et al., 2014; Roeder et al.,
1995; Roseman et al., 1996; Roseman et al., 1992; Than et al., 2005). Diese Antikdrperge-
mische gegen verschiedenste Epitope eines Antigens eignen sich wegen fehlender Repro-
duzierbarkeit der Antikdrpergewinnung nicht fir den breiten Einsatz in einer sensitiven
Messmethode, welche die Verfiigbarkeit eines charakterisierten mAk mit definierten Bin-
dungseigenschaften voraussetzt. Die Generierung von mAk gegen einzelne PA ist bisher
nur in zwei Arbeiten beschrieben worden (Sakamoto et al., 2017; Zindorf et al., 1997). In
den Arbeiten wurde das makrozyklische PA Retrorsin sowie der PA-Grundkérper Retrone-

cin fur die Immunisierung verwendet, die KR jedoch nur sehr eingeschrankt untersucht.

Da in der Familie der toxischen 1,2-Dehydro-PA die strukturell auf der Necinbase Retrone-
cin-basierenden PA des Senecionin-, Lycopsamin-, Triangularin- und Monocrotalin-Typs
(Hartmann et al., 1995) aufgrund ihrer Haufigkeit von besonderer Relevanz sind, ist die
Generierung eines mAK fiir die Detektion dieses Grundkorpers und seine Verwendung bei
der Entwicklung eines ELISAs im Sinne der quantitativen Bestimmung von Retronecin-
Aquivalenten in Lebensmitteln von besonderem Interesse. Im Erfolgsfall kénnte der Le-
bensmittelindustrie eine einfache und schnelle Analysemethode flr die Bewertung ihrer

Rohware zur Verfigung gestellt werden.

Aus diesem Grund wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch die Immunisierung

mit speziellen Retronecin-basierten Immunogenen mAks gegen den PA-Grundkorper Re-
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tronecin generiert, ausfuhrlich charakterisiert und damit ihre Eignung in Hinblick auf die Ent-

wicklung einer mAk-basierten quantitativen Bestimmungsmethode von Retronecin-Aquiva-

lenten in pflanzlichen Rohextrakten gepruft.
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2. Theoretischer Hintergrund

2.1. Pyrrolizidinalkaloide (PA)

2.1.1. Allgemeines

PA sind naturlich vorkommende, konstitutiv als Abwehrmechanismus gegen Herbivoren ge-
bildete pflanzliche Sekundarmetabolite (Hartmann, 1999). Bedingt durch ihre hohe struktu-
relle Vielfalt sind bis dato etwa 660 verschiedene PA bekannt (Roeder, 2000). Es wird an-
genommen, dass etwa 3-5% aller Bedecktsamer PA produzieren (Smith et al., 1981;
Wiedenfeld, 2013). Besonders Pflanzen aus den Familien der Korbblitler (Asteraceae),
Raublatt- oder Borretschgewachse (Boraginaceae), Hundsgiftgewachse (Apocynaceae),
Orchideen (Orchidaceae) und Hulsenfriichtler (Fabaceae) gelten als Produzenten von PA
(Hartmann et al., 1995). Dabei ist der PA-Gehalt in den Pflanzen abhangig von verschiede-
nen Faktoren (bspw. Spezies, Teil der Pflanze, Ernte, Lagerung und Extraktionsmethode)
und kann zwischen Spurenmengen bis hin zu 19% des Trockengewichts variieren (Johnson
et al., 1985). Primare Speicherform der PA in Pflanzen sind die oxidierten und damit pola-
reren und wasserloslicheren N-oxide (PANO) (Ehmke et al., 1988; Hartmann et al., 1987).
Im Zusammenhang mit PA sind akut hepatotoxische, aber auch genotoxische und kanze-
rogene Wirkungen, in aktuellen Studien fur einigen Strukturen auch eine pharmakologisch

wertvolle Wirkung, beschrieben (Robertson et al., 2017).

2.1.2. Chemie und Klassifikation von PA

PA gehdren zur Stoffklasse der Alkaloide und sind damit stickstoffhaltige organische Ver-
bindungen unterschiedlichen Ursprungs mit einem mehr oder weniger ausgepragten basi-
schen Charakter (Hesse, 2000). Einige bekannte Vertreter der Alkaloide sind beispiels-
weise Nikotin, Koffein, Theobromin und Kokain.

PA setzen sich aus einer Necinbase sowie einer oder mehrerer Necinsauren zusammen.
Die Kombination einer Vielzahl von unterschiedlichen Necinbasen und -sauren sowie ver-
schiedene mogliche reversible und irreversible Modifikationen wie N-Oxidation, Hydroxylie-
rung oder Acetylierung, bedingen die groRe strukturelle Vielfalt der PA (Schramm et al.,
2019). Strukturelle Grundlage der Necinbasen bildet das Pyrrolizidin, ein bizyklisches
tertiares Amin (Molyneux et al., 2011) (s. Abbildung 1a). lhre Biosynthese wurde mittels
“C-Radiocarbondatierung hauptséchlich anhand von PA des Senecionin-Typs untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass ihre Synthese aus der nichtproteinogenen a-Aminosaure
Ornithin erfolgt (Wiedenfeld, 2013). Diese wird Uber die proteinogene a-Aminosaure Arginin

und weitere Zwischenstufen zu dem Diamin Putrescin verstoffwechselt. Durch die NAD-
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abhangige Homospermidinsynthase (HSS) katalysiert, erfolgt anschlie3end die Bildung von
Homospermidin Uber die Kondensation zweier Putrescinmolekile (Boéttcher et al., 1993)
oder eines Putrescin- und eines Spermidinmolekdls (Roeder, 2000). Das symmetrische In-
termediat wird anschlieRend zunachst zum entsprechenden Iminiumion zyklisiert und bildet
nach Reduktion und einer finalen Zyklisierung 1-Hydroxymethylpyrrolizidin (s. Abbildung
1b) als strukturelle Grundlage der Necinbasen (Roeder, 1995).

a) C) OH
T~
6 2
5 N
Pyrrolizidin Retronecin Heliotridin
b) CH,OH HO o OH HO OH
N T
1-Hydroxymethylpyrrolizidin Otonecin Platynecin

Abbildung 1: Pyrrolizidin als strukturelle Grundlage der PA (a), 1-Hydroxymethylpyrrolizidin (b) und
verschiedene, haufig vorkommende Necinbasen und PA-Grundkdrper (c).

Die bekanntesten und am haufigsten vorkommenden Necinbasen lassen sich abhangig von
ihrer Struktur in vier Gruppen einteilen (s. Abbildung 1c): Retronecin, sein Diastereomer
Heliotridin (Retronecin in (R)-Konfiguration®, Heliotridin in (S)-Konfiguration an Position C7),
Otonecin und Platynecin (Gottschalk et al., 2015). Alle weisen eine Hydroxymethylgruppe
am C1 und eine Hydroxylgruppe am C7 auf. Platynecin ist im Gegensatz zu den Ubrigen
Aminoalkoholen nicht 1,2-ungesattigt und gilt damit, wie alle gesattigten PA, als toxikolo-
gisch nicht relevant (Roeder et al., 2009). Nur 1,2-Dehydropyrrolizidine kénnen in der Leber
zu toxischen Intermediaten verstoffwechselt werden (Edgar et al., 2015). Otonecin unter-
scheidet sich zusatzlich durch eine Oxidation der Position C8, die Methylierung des Hete-

roatoms und folglich durch ein monocyclisches Ringsystems von den brigen Necinbasen.

6 Cahn-Ingold-Prelog Konvention
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In der Natur kommen PA selten in Form ihrer Necinbasen vor, sondern sind Uber die Hy-
droxylgruppen an Position C7 und C9 mit aliphatischen Mono- oder Dicarbonsauren, den
sogenannten Necinsauren, zu offenkettigen oder makrozylischen Strukturen verestert (s.
Abbildung 2) (Moreira et al., 2018). Diese Veresterung tragt mafRgeblich zur grof3en struk-
turellen Vielfalt der PA bei. Die Biosynthese der Necinsauren erfolgt hauptsachlich aus den
proteinogenen verzweigtkettigen aliphatischen a-Aminosauren L-Valin, L-Leucin und L-Iso-

leucin sowie der polaren a-Aminosaure L-Threonin (Roeder, 1995).

OR, } Necinsaure

Necinbase

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines PA - Veresterung eines PA-Grundkdrpers und einer Ne-
cinbase mit verschiedenen (R1 und R2) aliphatischen Mono- und Dicarbonsauren (Necinsauren).
Eine Veresterung mit Monocarbonsauren fuhrt zur Ausbildung offenkettiger Strukturen. Bei-
spiele flr mit Necinbasen veresterte einfache Monocarbonsauren sind die Essigsaure als
Co-Carbonsaure in einfachen PA wie 7-Acetylretronecin (EI-Shazly et al., 2003) oder 7-
Acetyllycopsamin (EI-Shazly et al., 1998) aus Pflanzen der Familie der Raublattgewachse.
Seltener zu finden ist die Milchsaure als Cs-Carbonsaure in 9-Lactylheliotridin, ebenfalls in
Pflanzen aus der Familie der Raublattgewachse (Ravi et al., 2008). Haufiger findet man
hingegen verzweigtkettige Carbonsauren wie Sarracinsaure als Cs-Carbonsaure in Trian-
gularinen aus Pflanzen der Familie der Korbblltler und Raublattgewachse (Langel et al.,
2011) oder die Echimidinsaure als C7-Carbonsaure in Echimidin (Culvenor et al., 1981),
ebenfalls in Pflanzen aus der Familie der Raublattgewachse. Selten findet man auch aro-
matische Monocarbonsauren, wie beispielsweise Benzoesaure in PA aus der Familie der
Orchideen (Frélich et al., 2006; Huang et al., 2013; Lining et al., 1966). Eine Veresterung
mit Dicarbonsauren fuhrt hingegen zur Bildung von makrozylischen Strukturen. Beispiele
fur mit Necinbasen veresterte Dicarbonsauren sind die Monocrotalin- und Trichodesmin-
saure in den elfgliedrigen makrozylischen PA Monocrotalin und Trichodesmin in Pflanzen
aus der Familie der Korbbltler (Langel et al., 2011) und die Seneciophyllin- oder die Jaco-
linecinsaure in den zwolfgliedrigen makrozylischen PA Seneciphyllin und Jacolin, ebenfalls
aus Pflanzen der Familie der KorbblUtler (Wiedenfeld et al., 2006).

Basierend auf der Art der Kombination von Necinbasen und Necinsauren sowie dem daraus

resultierenden Muster der Veresterung werden PA in fUnf verschiedene Klassen eingeteilt.
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So unterscheidet man zwischen Senecionin-, Triangularin-, Lycopsamin-, Monocrotalin und

Phalaenopsin- oder auch Ipangulin-Typ PA (s. Abbildung 3).

CH,OH
o
OH
OH
Senecionin-Typ-PA Triangularin-Typ-PA Lycopsamin-Typ-PA
Senecionin Triangularin Lycopsamin

Monocrotalin-Typ-PA Phalaenopsin-Typ-PA
Monocrotalin Phalaenopsin

Abbildung 3: Klassifizierung von PA.

Senecionin-Typ-PA reprasentieren die grofite Gruppe der PA. Sie gehdren zu den zwolf-
gliedrigen makrozylischen Diestern und bestehen aus einer Necinbase (z.B. Retronecin,
Platynecin oder Otonecin) und einer aus zwei Molekilen L-Isoleucin oder L-Isoleucin und
L-Leucin bestehenden verzweigtkettigen Cio-Dicarbonsaure (Hartmann et al., 1995). Man
findet sie hauptsachlich in Pflanzen des Tribus Senecioneae aus der Familie der Korbblutler
sowie in Pflanzen aus der Familie der Hulsenfrichtler. Triangularin-Typ-PA gehéren zu den
offenkettigen Mono- oder Diestern. Verestert sind die Necinbasen haufig mit zwei Cs-Mo-
nocarbonsauren oder ihren hydroxylierten Derivaten. Auch sie treten besonders haufig in
Pflanzen des Tribus Senecioneae aus der Familie der Korbblitler sowie in Pflanzen aus
der Familie der Raublatt- oder Borretschgewachse auf. Bei den Lycopsamin-Typ-PA han-
delt es sich ebenfalls um offenkettige Mono- oder Diester, welche aus einer Necinbase und
haufig der verzweigtkettigen hydroxylierten C7-Monocarbonsaure 2-Isopropylbuttersaure
gebildet werden. Sie treten vermehrt in Pflanzen aus der Familie der Raublatt- und Bor-
retschgewachse sowie in Pflanzen des Tribus Eupatoriaea aus der Familie der KorbblUtler
auf. Die Monocrotalin-Typ-PA bilden eine weitere, jedoch kleinere Gruppe makrozyklischer
PA. Im Gegensatz zu Senecionin-Typ-PA bilden sie einen nur elfgliedrigen Diester und sind

besonders haufig in Pflanzen aus der Familie der Korbblutler zu finden. Die letzte groRere
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Klasse der PA bilden die Phalaenopsin- oder auch Ipangulin-Typ-PA. Sie bestehen aus
einer 1,2-gesattigten Necinbase sowie haufig aromatischen Necinsauren und werden ver-
mehrt in Pflanzen aus der Familie der Orchideen nachgewiesen. Zusatzlich existiert noch
eine sechste Klasse, welche Strukturen beinhaltet, die sich entweder nicht zu den finf ge-
nannten Klassen zuordnen lassen oder die von besonders einfacher Struktur (Necinbase

und Necinsaure Essigsaure) sind. (Hartmann et al., 1995; Langel et al., 2011)

Zusatzlich kdbnnen PA unterschiedlich reversibel und irreversibel modifiziert sein. Die am
haufigsten auftretende reversible Modifikation der nicht Otonecin-basierten PA ist die N-
Oxidation (s. Abbildung 4). Durch die Oxidation des schwach lipophilen tertiaren Amins zu
einem geladenen polaren Molekdl wird die Wasserldslichkeit der PA gesteigert. Die PANO
stellen somit die Speicherform der PA in Pflanzen dar (Ehmke et al., 1988; Hartmann et al.,
1987).

a) b)

Senecionin Senecionin-N-oxid
Abbildung 4: Senecionin - Tertidres Amin (a) und N-Oxid (b).

2.1.3. Metabolisierung von PA

1,2- ungesattigte PA sind sogenannte Protoxine und werden erst durch die Verstoffwech-
selung in der Leber zu potenten und aktiv gewebeschadigenden Toxinen (Edgar et al.,
2015). Mechanistische Hypothesen ihrer Metabolisierung sind in diversen in vitro und in
vivo Versuchsstudien, beispielsweise in Ratten, Mausen und Meerschweinchen, untersucht
und Uberprift worden. Die Grundlagen der Verstoffwechselung von PA sind im Folgenden

beschrieben.

Nach Verzehr von mit PA und PANO kontaminierten Lebensmitteln, werden die Alkaloide
im gastrointestinalen Trakt resorbiert (Fu et al., 2004). PANO werden durch die intestinale
Flora zu PA reduziert (Mattocks, 1971; Wang et al., 2005), welche anschlieltend Uber die
BlutgefalRe zum zentralen Organ des Stoffwechsels transportiert werden. Die Leber ist ne-

ben der Lunge und den Nieren (Prakash et al., 1999) Hauptzielorgan der PA. Dort findet im
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Allgemeinen die metabolische Aktivierung und damit die Biotransformation von Xenobiotika
statt, was einerseits eine Exkretion von etwa 80% der verzehrten PA Uber Urin, Kot oder

Milch, andererseits jedoch auch eine toxische Wirkung ermdglicht (Moreira et al., 2018).

Die Metabolisierung der PA (s. Abbildung 5) erfolgt hauptsachlich tiber Cytochrom P450
Monooxygenasen der Isotypen CYP3A und CYP2B, aber auch Uber Flavin-enthaltende Mo-
nooxygenasen und mikrosomale Carboxylesterasen (Fu, 2017). Dabei werden drei ver-
schiedene Mdglichkeiten der Metabolisierung unterschieden. So existieren zwei Wege der
Detoxifikation, welche eine Exkretion der PA ermdglichen (s. Abbildung 5). Zum einen kdn-
nen PA durch Cytochrom P450 sowie Flavin-enthaltende Monooxygenasen oxidiert und in
N-Oxide umgewandelt werden (Edgar et al., 2015). Diese sind durch ihre héhere Polaritat
besser wasserldslich (Mattocks, 1971) und kénnen folglich besser ausgeschieden werden.
Da dieser Prozess jedoch reversibel ist, werden PANO umgekehrt auch zu PA reduziert
und damit ebenfalls zu hepatotoxischen Metaboliten (Tamariz et al., 2018). Zum anderen
koénnen die Alkaloide durch die hepatische mikrosomale Carboxylesterase hydrolysiert und
folglich in ihre Necinbasen und -sduren gespalten werden. Anschliefend werden beide

Hydrolyseprodukte ausgeschieden (Fu et al., 2004).

Die Bildung hepatotoxischer Metabolite erfolgt iiber Cytochrom P450-Monooxygenasen (Fu
et al., 2004). PA werden dabei zu Dehydropyrrolizidinalkaloiden (DHPA) oxidiert. Diese
Pyrrolester stellen die primaren toxischen Metabolite und chemisch sowie biologisch hoch-
reaktive Alkylierungsreagenzien dar und kénnen mit nukleophilen Gruppen wie Sulfhydryl
(SH)-, Amino (NH)- oder Hydroxyl (OH) -gruppen in der DNA (Zhao et al., 2012), zellularen
Proteinen (Ma et al., 2018) oder dem antioxidativ wirkenden ubiquitaren zellularen und nu-
kleophilen Tripeptid Glutathion (y-L- Glutamyl-L-cysteinylglycin, GSH) (Chen et al., 2016b;
Meister et al., 1983; Muluneh et al., 2018) reagieren und eine Mischung aus C7 und C9

mono- oder di- (cross-linked, vernetzt) Konjugaten’ und -Addukten® bilden.

AuRerdem ist die spontane Hydrolyse der DHPA zu sekundaren toxischen Metaboliten, den
weniger reaktiven, jedoch stabileren Dehydronecinen (Dehydroretronecin oder Dehydrohe-
liotridin, (x)-6,7-dihydro-7-hydroxy-1-hydroxymethyl-5H-pyrrolizin, DHP) méglich. Diese Di-
ole sind wasserloslicher als DHPA, was ihre Exkretion begunstigt. Jedoch kénnen auch
DHP Addukte und Konjugate mit der DNA und zellularen Proteinen bilden. (Mattocks, 1986)

7 Eine molekulare Spezies, welche in einem Organismus aus zwei Molekiilen unterschiedlichen Ursprungs ge-
bildet wird (z.B. Xenobiotikum und GSH) und z.B. die Wasserloslichkeit des Xenobiotikums steigert (aus dem
Englischen, (De Bolster, 1997)).

8 Eine neue chemische Spezies, welche aus der direkten 1:1-Kombination zweier Molekiile entsteht und ohne
den Verlust von Atomen erfolgt (aus dem Englischen, (Muller, 1994)).
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Ihre Bildung beschrankt sich dabei nicht nur auf die Leber. Studien konnten verschiedene
Addukte und DHP in diversen Organen, wie beispielsweise Lunge, Niere (Candrian et al.,
1985) und Blut (Mattocks et al., 1990), nachweisen.

idati Necinbase
N-Oxidation Hydrolyse +
—_—
Reduktion Necinsaure
0 Senecionin
Senecionin-N-oxid
Oxidation
GSH s
/ %,
(7
Dehydrosenemomn ’%
(Pyrrolester, DHPA) Se
OH
OH
OH GSH
GSH GSH Bildung von
Addukte =
= — N /
N .
N/ N/ oH ! Dehydronecin
Glutathion-Konjugat (DHP)
utathion-Konjugate _—
N/
OH Nu
Nu Nu
— —
N/ N/

Protein- und DNA- Addukte

Abbildung 5: Schematische Darstellung (in Anlehnung an (Moreira et al., 2018)) der Metabolisie-
rung von PA am Beispiel von Senecionin.

Dies ist vermutlich darin begrundet, dass DHP oder auch DHP-Addukte aus der Leber her-

aus Uber den Blutkreislauf andere Organe erreichen. So kdnnen auch aufterhalb der Leber

1"
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Addukte und Konjugate mit nukleophilen Strukturen gebildet und die Dauer der schadigen-
den Wirkung von PA durch die Reversibilitdt der Interaktion zwischen DHP und Proteinen
oder DNA verlangert werden. (Edgar et al., 2015)

2.1.4. Toxizitat und Pathogenitit von PA

Die Toxizitat und Pathogenitat von PA hangt von verschiedenen Faktoren ab. So beeinflus-
sen die Konzentration sowie die Dauer der oralen Aufnahme ihre akute, subakute oder
chronisch toxische Wirkung. Weiterhin ist die toxische Wirkung stark von der metabolischen
Aktivitat der bei der Bioaktivierung und Detoxifikation beteiligten Enzyme abhangig. So sind
Spezies-spezifische Unterschiede in der Empfindlichkeit gegenliber PA-induzierten toxi-
schen Effekten beschrieben. Ratten, Rinder, Pferde und Hihner sind dabei deutlich emp-
findlicher als Schafe, Kaninchen und Hamster (Cheeke, 1998), was sich mit der unter-
schiedlichen Aktivitat der an der Metabolisierung der PA beteiligten mikrosomalen Enzyme
erklaren lasst (Huan et al., 1998). In Versuchen mit Affen konnte auRerdem gezeigt werden,
dass das Alter eine Rolle bei der Empfindlichkeit gegenlber einer toxischen Wirkung von
PA spielt. Jungaffen zeigten ein anderes Krankheitsbild als ausgewachsene Affen, was
durch eine unterschiedliche Aktivitdt der Cytochrom P450 Monooxygenasen begrindet
werden kann (Allen et al., 1972). Weiterhin spielt die chemische Struktur der PA eine Rolle.
So zeigen nicht alle PA im selben Male toxische Wirkungen. Studien mit Drosophila mela-
nogaster (Frei et al., 1992) und humanen Hepatozyten (Luckert et al., 2015) konnten nach-
weisen, dass makrozyklische Diester toxischer sind als offenkettige Diester und diese wie-
derum toxischer als Monoester. In Versuchen mit mannlichen Ratten konnten fir strukturell
unterschiedliche PA und PANO mittlere letale Dosen (engl. median lethal dose, LDso) zwi-
schen 50 - 2000 mg/kg Kérpergewicht ermittelt werden, wobei sich flir makrozyklische Dies-
ter die niedrigsten und fur N-Oxide die hochsten LDso-Werte ergaben (Stegelmeier et al.,
2016). Allgemein werden PA mit hepatotoxischen, genotoxischen, zytotoxischen, kanzero-

genen und neurotoxischen Wirkungen in Verbindung gebracht (Tamariz et al., 2018).

Der Toxizitat zugrundeliegende physiologische Mechanismen sind anhand von zahlreichen
in vitro und in vivo Studien untersucht worden. Die Leber ist als Ort der Bioaktivierung der
PA das Hauptzielorgan ihrer akuten und subakuten sowie chronisch toxischen Wirkung. So
konnte gezeigt werden, dass die bei oraler Aufnahme von hohen PA-Konzentrationen
(mg/kg Korpergewicht) akut auftretende hepatische VOD (auch hepatic sinusiodal obstruc-
tion syndrome, HSOS) (Altaee, 1998; Chauvin et al., 1994) mdglicherweise durch die PA-
abhangige Depletion von GSH in sinusoidalen Endothelzellen (DeLeve et al., 1996) bedingt
ist. Dies fuhrt durch die Steigerung von oxidativem Stress sowie der Oxidation von Lipiden

(Segall et al., 1985) zu morphologischen Veranderungen der Zellen (DeLeve et al., 1999)
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und einer daraus resultierenden Verstopfung der Sinusoide und damit mangelhaften Durch-
blutung der Leber. Die VOD, welche sich durch Symptome wie Ubelkeit, vergréRerter Leber
und blutigem Durchfall kennzeichnet, kann bei schwerem Krankheitsverlauf tédlich enden
(Senzolo et al., 2007). Bei schwangeren Frauen sind bedingt durch die Plazentagangigkeit

von PA Falle von embryonaler VOD dokumentiert (Rasenack et al., 2003).

Auch eine kanzerogene und damit chronische Wirkung von PA konnte in Tier- und Zellkul-
turversuchen mit humanen Zelllinien gezeigt werden. So induziert die Fitterung von Ver-
suchstieren wie Ratten mit PA (z.B. Riddellin) Tumore unter anderem in Leber, Lunge, Niere
und Darm (Chen et al., 2010a). Erklart wird dies durch die genotoxische Wirkung der PA.
So kann die Bildung von DNA-Addukten mit DHP zu Genmutationen flihren. Beschrieben
sind beispielsweise die Induktion von Punktmutationen im Proto-Onkogen K-ras sowie dem
Tumorsuppressorgen p53 (Hong et al., 2003). Weiterhin sind DNA-Cross-linking, Brechen
von DNA-Strangen oder chromosomale UnregelmaRigkeiten beschrieben (Chen et al.,
2010a). Dass PA auch fur Tumorerkrankungen beim Menschen verantwortlich sind, konnte
bisher nicht zweifelsfrei gezeigt werden, epidemiologische Studien existieren nicht. Jedoch
kénnen Falle von primaren Lebertumoren in Zentral- und Sudafrika mit der Einnahme von
PA-haltigen Pflanzen aus der traditionellen Medizin (Pavlica et al., 1970; Schoental, 1968)
in Zusammenhang gebracht werden. AuRerdem wird diskutiert, ob eine langer andauernde
Exposition und dadurch bedingte Anhaufung von PA-Addukten langfristig zur Entstehung

von Tumorerkrankungen beitragen kann (Schoental, 1968).

Zusatzlich wird im Zusammenhang mit PA auch die subakute Entstehung der pulmonalar-
teriellen Hypertonie (engl. pulmonary arterial hypertension, PAH) beschrieben (Huxtable,
1990). Sie wird durch morphologische Veranderungen und daraus resultierenden Gefaf-
verstopfungen und Erhéhung des Blutdrucks in der Lunge hervorgerufen. In Ratten konnten
auRerdem embryonale kongenitale Anomalien und damit eine teratogene Wirkung der PA

gezeigt werden (Peterson et al., 1980).

Pharmakologisch wertvolle Wirkungen wie eine anti-inflammatorische, anti-mikrobielle,
anti-kanzerogene oder anti-retrovirale Wirkung, sowie eine inhibitorische Wirkung auf die
Acetylcholinesterase, welche eine besondere Rolle bei der Entstehung neurologischer Er-
krankungen spielt, sind flr PA ebenfalls beschrieben (Moreira et al., 2018), sollen aber an

dieser Stelle nicht weiter thematisiert werden.

2.1.5. PA in Lebensmitteln
PA sind ausschlieBlich pflanzlichen Ursprungs und kénnen auf verschiedenen Wegen un-

beabsichtigt in die Nahrungskette gelangen und folglich zu einer Gesundheitsgefahr fiir den
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Menschen werden. So ist es moglich, dass PA-produzierende Krauter direkt als Tee, Phy-
topharmaka oder in Form von Nahrungserganzungsmitteln verzehrt werden (Mulder et al.,
2018). Weiterhin kdnnen Lebensmittel entweder direkt, beispielsweise ber eine unbeab-
sichtigte Miternte, mit PA-produzierenden Pflanzen kontaminiert sein oder auch indirekt,
uber die Sekretion und den Transfer von PA in tierische Produkte wie Milch (Hoogenboom
et al., 2011), Eier (Edgar et al., 1999) oder Honig (Beales et al., 2007; Boppré et al., 2005).
Im Allgemeinen sind Falle akuter Toxizitat in Folge der oralen Aufnahme einer grof3en
Menge PA (mg Mengen/kg Korpergewicht) selten, oft regional und vornehmlich in Entwick-
lungs- und Schwellenlandern gehauft dokumentiert. So werden beispielsweise bestimmte
PA-produzierende Krauter in der traditionellen Medizin eingesetzt (Pavlica et al., 1970;
Roeder et al., 2011; Steenkamp et al., 2000) oder im Nahen Osten PA-haltige Unkrauter
wie Kreuzkrauter (Altaee, 1998; Azadbakht et al., 2010) und Raublattgewachse (Kakar et
al., 2010) bei der Weizenernte mitgeerntet. In den Industrienationen, in welchen die Le-
bensmittelproduktion stark kontrolliert ist, ist der langfristige Verzehr geringer Mengen und

damit die Gefahr einer potentiell kanzerogenen Wirkung der PA von besonderer Relevanz.

Studien des BfR und der EFSA konnten PA in verschiedensten alltaglichen Lebensmitteln
nachweisen. In allen Studien wurde dabei jeweils ein eingeschranktes Spektrum von 17 bis
28 in Lebensmitteln relevanten 1,2-ungesattigten PA und PANO in die Analyse aufgenom-
men. So konnte 2007 das PA-produzierende Gemeine Greiskraut (Senecio vulgaris) in Sa-
latmischungen nachgewiesen werden (BfR, 2007). Auch in Honig konnten in einer Studie
aus dem Jahr 2011 verschiedene PA nachgewiesen werden (BfR, 2011). Fur Rohhonig
ergab sich dabei Uber vier Jahre ein Wert von 54,5 yg PA Summengehalt/kg Rohhonig, mit
teilweise grofen regionalen Unterschieden, fir Fertigware hingegen Uber drei Jahre ein
Wert von 21,4 ug PA Summengehalt/kg. Auch getrocknete oder tiefgefrorene Krauter kon-
nen hoch mit PA belastet sein. Eine Studie des BfR aus dem Jahr 2019 (BfR, 2019) konnte
besonders hohe Summengehalte von PA in Borretsch (Borago officinalis, > 50.000 ug/kg),
welcher als PA-Produzent gilt, Liebstockelkraut (Levisticum officinale, 1781 ug/kg), Ore-
gano (Origanum vulgare) und Majoran (Origanum majorana) (4038 ug/kg) nachweisen.

Ganz besonders belastet kbnnen auflerdem Phytopharmaka, Krautertees und -aufglsse
sowie verschiedene weitere Teesorten wie beispielsweise Schwarz-, Rooibos-, Kamillen-,
Fenchel- oder Pfefferminztee sein. Fir die Herstellung von Phytopharmaka und Krauter-
aufglssen werden dabei oft Pflanzen wie Borretsch, Echter Beinwell (Symphytum offi-
cinale) und Gewohnlicher Wasserdost (Eupatorium cannabinum) verwendet, welche selbst
als Produzenten von PA gelten. Folglich kénnen Phytopharmaka besonders stark mit PA

belastet sein und hohe Konzentrationen (> 10.000 ug PA-Summengehalt/kg Trocken-
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masse) nachgewiesen werden (efsa, 2016). Die Belastung von Schwarz-, Rooibos-, Kamil-
len-, Fenchel- oder Pfefferminztees ist hingegen auf eine Miternte von PA-produzierenden
Unkrautern zurickzuflihren, da diese Pflanzen selber keine PA bilden. Die ermittelte Kon-
tamination hangt dabei stark davon ab, in welcher Region der Tee angebaut und geerntet
wird und welche PA-produzierenden Unkrauter lokal wachsen. Verschiedene Studien des
BfR konnten PA in verschiedenen Teesorten mit teilweise gro3en Schwankungen zwischen
den einzelnen Proben ermitteln (BfR, 2013). Geringe durchschnittliche Werte konnten fur
Fencheltees (181 pg/kg) und griinen Tees (197 pg/kg) ermittelt werden. Kamillen- und Me-
lissentees hingegen wiesen deutlich hdhere Gehalte auf (554 und 763 ug/kg). Eine Studie
der EFSA konnte besonders in Rooibos- und Schwarztees hohe Summengehalte (598,5
und 571,6 pg/kg) und niedrigere Gehalte in Kamillentees (273,8 ug/kg) nachweisen (Mulder
et al., 2015).

Auch ZDF WISO berichtete im Jahr 2017 Uber eine hohe Belastung von Bio-Tees fur Kin-
der®. In fiinf der insgesamt 17 getesteten Tees wurden PA (12-313 ug/kg Tee) nachgewie-
sen, einer Uberstieg den durch die EFSA und das BfR empfohlenen Richtwert, der fir Er-
wachsene langfristig nicht Uberschritten werden sollte. Auflerdem wurden Schwanger-
schafts- und Stilltees getestet'®. Auch hier wiesen die unabhangigen Labore in zwdlf von
28 getesteten (Bio-)Tees PA (13-205 pg/kg Tee) nach. Die Stiftung Warentest berichtete
im Jahr 2018 aufRerdem von hohen PA-Gehalten (73,2 mg/kg Tee) im Kamillentee der

Marke KUSMI und warnte vor dem Verzehr des Tees'".

2.1.6. Gesetzgebung und Grenzwerte

Gesetzlich festgelegte Grenzwerte fur die Belastung von Lebensmitteln mit PA existieren
bisher weder in Deutschland noch in der EU. Eine zukunftige Einfihrung ist allerdings nicht
auszuschlielen. Aufgrund der bereits 1988 von der WHO proklamierten Toxizitat von PA
sowie ihrem Vorkommen in Lebensmitteln und der damit verbundenen potentiellen akuten
nichtneoplastischen sowie chronischen genotoxischen und kanzerogenen Wirkung, haben
das BfR sowie die EFSA Empfehlungen fur den Verzehr von mit 1,2-ungesattigten PA kon-

taminierten Lebensmittel herausgegeben. Die Bewertung des gesundheitlichen Risikos fur

9 https://www.zdf.de/verbraucher/wiso/krebserregende-stoffe-in-bio-babytee-100.html (aufgerufen am
02.10.2019)

10 https://www.zdf.de/verbraucher/wiso/krebserregende-stoffe-in-schwangerschafts-und-stilltees-100.html (auf-
gerufen am 02.10.2019)

" https://www.test.de/Kamillentee-von-Kusmi-Extrem-mit-Schadstoffen-belastet-5126437-0/ (aufgerufen am
02.10.2019)
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den Verbraucher wurde zuletzt durch die EFSA im Jahr 2017 (efsa, 2017) und darauf ba-
sierend durch das BfR im Jahr 2018 (BfR, 2018) aktualisiert. So werden akute toxische
Effekte bei einem kurzfristigen Verzehr beispielsweise von PA-kontaminierte Nahrungser-
ganzungsmitteln von 1-3 mg/kg Korpergewicht erwartet. Fir die Bewertung langfristiger
nichtneoplastischer Wirkungen wird haufig der Health based guidance value (HBGV'?) be-
stimmt. Dieser wurde durch die EFSA und das BfR auf Grundlage der Entstehung von Le-
berschadigungen in Futterungsversuchen mit Ratten und dem PA Riddellin sowie unter Be-
ricksichtigung eines Sicherheitsfaktors von 100 fur 1,2-ungesattigte PA bestimmt und liegt
bei einem Wert von taglich 0,1 pyg/kg Kérpergewicht. Eine Differenzierung zwischen ver-
schiedenen 1,2-ungesattigten PA erfolgt dabei nicht. Fur die Bewertung des langfristigen
Risikos chronischer Erkrankungen wird ublicherweise das BMDL4o verwendet. Dieses
wurde auf Grundlage der Daten aus einer Tierversuchsstudie mit Ratten und dem PA Rid-
dellin bei taglicher Aufnahme auf einen Wert von 237 ug/kg Kérpergewicht festgelegt und
fur die Berechnung des MOE-Werts verwendet. Ein MOE-Wert von = 10.000 wird allgemein
als gesundheitlich unbedenklich angesehen und benétigt keine MalRnahmen zur Expositi-
onsreduktion. Der Quotient aus BMDL+o und MOE ergibt dabei die tagliche Dosis, welche
in Bezug auf das kanzerogene Risiko noch als unbedenklich gilt. Sie liegt bei taglicher Auf-
nahme aktuell bei einem Wert von 23,7 ng/kg Kérpergewicht. Die EFSA und das BfR kom-
men zu dem Schluss, dass eine Exposition mit einem MOE-Wert von < 10.000 und folglich
eine potentielle gesundheitliche Gefahr fir den Verbraucher unter bestimmten Vorausset-
zungen gegeben ist. So besteht die Mdglichkeit, dass der Verzehr geringer Mengen von PA
Uber einen langeren Zeitraum erfolgt. Kinder sind aufgrund ihres geringen Korpergewichts
in diesem Zusammenhang besonders gefahrdet. Hier kann beispielsweise der Verzehr gro-
Rer Mengen kontaminierten Honigs eine potentielle Gesundheitsgefahr darstellen. Gleiches
gilt aufgrund der Plazenta- und Milchgéangigkeit von PA fir Schwangere und Stillende, die
regelmafig grolkere Mengen von kontaminierten (Krauter-)Tees trinken. Zusatzlich kbnnen
verschiedene PA-kontaminierte Lebensmittel gleichzeitig verzehrt werden. Es wird daher
derzeit empfohlen, den Verzehr kontaminierter Lebensmittel durch geeignete MalRnahmen
auf ein erreichbares und sinnvolles Minimum zu reduzieren (ALARA-Prinzip: as low as
reasonably achievable). Auf den Verzehr von pflanzlichen Lebensmitteln, welche durch die
Eigenproduktion von PA entsprechend hoch belastet sind, sollte entweder, wie fir Nah-

rungserganzungsmittel (mit Ausnahme von Ol-basierten Nahrungserganzungsmitteln)

2 HBGV berechnet sich aus dem Non observed adverse effect level (NOAEL) aus Tierversuchsstudien und
einem festgelegten Extrapolationsfaktor (BfR, 2019).
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empfohlen, vollstandig verzichtet oder die Verzehrmenge, wie beispielsweise fiir PA-haltige
Krauter, auf ein Minimum reduziert werden.

Auch die Lebensmittelindustrie ist angehalten durch entsprechende MalRnahmen bei der
Produktion von potentiell PA-haltigen Lebensmitteln sowie einer Uberwachung ihrer Waren

mit einer geeigneten Analytik fir eine Reduktion der PA-Kontaminationen Sorge zu tragen.

2.2. Analytik von PA

Voraussetzung fiir eine genaue Uberwachung und Untersuchung von Lebensmitteln in Hin-
blick auf eine potentielle Kontamination mit PA sind geeignete chemische oder physikoche-
mische Analysemethoden. Im Folgenden sind bereits etablierte Methoden in der PA- und
PANO-Analytik in Anlehnung an einen Review-Artikel von Colin Crews (Crews, 2013) und

einen Bericht der EFSA (efsa, 2011) zusammenfassend vorgestellt.

2.2.1. Extraktion und Aufarbeitung von PA und PANO

Grundlegende Voraussetzung fur die instrumentelle qualitative und quantitative Analytik
von PA und PANO ist ihre Extraktion sowie Aufarbeitung und Aufreinigung aus pflanzlichem
Material und Bienenprodukten. Vor einer Extraktion missen die Proben durch Vermischung
und Mahlen homogenisiert werden. Im Kontext pflanzlicher Proben setzt die quantitative
Analyse der PA auflerdem eine vorherige Trocknung bei Raumtemperatur (RT), unter Va-
kuum, durch Gefriertrocknung oder Erhitzen voraus. Bei letzterer Methode ist jedoch bisher
unklar, ob der PA-Gehalt und die Zusammensetzung durch die Behandlung der Probe mit

Hitze beeinflusst werden. (Crews et al., 2010)

Aufgrund ihrer unterschiedlichen polaren Eigenschaften werden in Abhangigkeit vom ein-
gesetzten Extraktionsmittel PA oder/und PANO extrahiert. Die Extraktion von PA ist beson-
ders haufig durch den Einsatz von semipolaren bis polaren organischen Lésungsmitteln,
wie MeOH (Mroczek et al., 2006), Chloroform (Gray et al., 2004) und MeOH/Chloroform
(Jorgelina C. A. Wuilloud, 2004) oder angesauerten wassrigen Lésungsmitteln (Lebada et
al., 2000), beschrieben. PANO hingegen lassen sich mit Hilfe von polaren organischen L6-
sungsmitteln und verdinnten wassrigen Sauren, wie Schwefelsaure (Bodi et al., 2014;
Kaltner et al., 2018; Witte et al., 1992a), oder mit angesauerten Mischungen aus Wasser
und MeOH (Altamirano et al., 2005) extrahieren.

Wurde das pflanzliche Material nicht bereits vor der eigentlichen Extraktion tber unpolare
Extraktionsmittel von stérenden unpolaren Verbindungen wie Fetten, Wachsen oder Terpe-
nen aufgereinigt, erfolgt nach der Extraktion haufig eine Festphasenextraktion (engl. solid-

phase extraction, SPE) und damit eine Aufreinigung von koextrahierten Substanzen. Hierfur
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kommen haufig gangige C18- (Chung et al., 2018; Schulz et al., 2015), Ergosil- (Gray et al.,
2004) oder anionische (engl. strong cation exchange, SCX) (Gottschalk et al., 2018; Kaltner
et al., 2018) SPE-Kartuschen zum Einsatz. Letztere erlauben die simultane Aufreinigung
von PA und PANO aus pflanzlichen Rohextrakten. Bei Verwendung von C18-SPE-Kartu-
schen ist fur eine analytische Erfassung der PANO eine vorgeschaltete Reduktion der
PANO zu PA mit Hilfe von Zinkstaub notwendig (Mathon et al., 2014; Oplatowska et al.,
2014).

2.2.2. Spektrophotometrie

Der rein spektrophotometrische Nachweis von PA erfolgt in L6sung. Dabei wird die Summe
aller 1,2-ungesattigten PA und PANO in einer Probe ermittelt. Die Differenzierung verschie-
dener PA und PANO ist nicht méglich. Eine Quantifizierung kann tber eine externe Kali-
brierung mit PA-Standards erfolgen.

Fir die spezifische Detektion von PA und PANO (keine Otonecin-basierten PA) auch in
pflanzlichen Matrices ist das sogenannte Ehrlich-Reagenz beschrieben (Mattocks, 1968;
Mattocks et al., 1987). Es besteht aus 4-(N,N-Dimethylamino)benzaldehyd in 20%iger Salz-
saure-Losung. Das tertidare Amin wird dabei zunachst zum N-Oxid oxidiert und zum Pyrrol
dehydriert. Das Pyrrol reagiert anschlieend mit dem Dimethylaminobenzaldehyd zu einem
magentafarbigen und bei 563 nm absorbierenden Molekil. Die Sensitivitat des Assays liegt
durchschnittlich bei etwa 1-25 pg/ml. Weiterhin ist ein relativ unspezifischer Nachweis von
PA mit dem Azofarbstoff Methylorange beschrieben. Nach einer stéchiometrischen Reak-
tion protonierter PA mit dem Farbstoff in organischem Lésungsmittel, wird dieser durch An-
sduerung der Losung aus dem Komplex entlassen und kann bei 525 nm photometrisch
bestimmt werden. Die Sensitivitat des semiquantitativen Assays liegt im Bereich von 2-15
pg/ml und damit &hnlich, wie bei der Verwendung des Ehrlich-Reagenz. (Birecka et al.,
1981)

2.2.3. Chromatographische Methoden

Im Vergleich zum spektrophotometrischen Nachweis von PA in Lésung wird bei der Dinn-
schichtchromatographie (engl. thin layer chromatography, TLC) ein Gemisch aus PA und
PANO zunéchst vertikal aufgetrennt und schlieRlich durch Anfarbung visualisiert. Dabei ist
die Verwendung von Kieselgel als stationare Phase und die chromatographische Auftren-
nung mittels basischen oder sauren mobilen Phasen aus Chloroform und Alkoholen
(Hovermale et al., 2002; Mattocks, 1967) beschrieben.

Die Visualisierung der 1,2-ungeséttigten PA und PANO (keine Otonecin-basierten PA) kann
mit Hilfe des bereits vorgestellten Ehrlich-Reagenz erfolgen. Eine weitere deutlich unspezi-

fischere allgemeine Farbemethode fur Alkaloide und tertiare Amine ist die Verwendung des
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Dragendorff-Reagenz (Hovermale et al., 2002). Das Reagenz bildet einen Kalium-Tetraio-
dobismutat-Komplex und nach Protonierung der aliphatischen basischen Amine ein nicht
I6sliches orangerotes lonenpaar aus [Bils] und [HNR3]* (Madea et al., 2003). Durch Mes-
sung einer Kalibrierung mit einem Referenzstandard kann eine Quantifizierung erfolgen und

ermdglicht so eine schnelle Detektion von etwa 1 ug PA (Crews, 2013).

Hochsensitive Methoden, welche PA und PANO im Spurenbereich nachweisen konnen,
basieren aktuell auf Gas- oder Flissigchromatographie (GC, engl. gas chromatography,
LC, engl. liquid chromatography, HPLC, engl. high performance liquid chromatography).
Sie werden derzeit als Standardmethoden fiir die PA-Analytik in diversen Matrices einge-
setzt. Da PA und PANO nur unspezifisch UV-aktiv sind (Absorptionsmaximum Amax fur PA
etwa 215 nm (Sangster et al., 1965)), werden GC, LC oder HPLC haufig mit massenspekt-
rometrischen Detektoren (GC-MS oder LC- beziehungsweise HPLC-MS(/MS)) gekoppelt.
Die GC-gestutzte Analyse ermoglicht dabei keine direkte Analyse der nicht flichtigen PANO
(Crews, 2013) und erfordert fur die Einzelanalytmethode eine prachromatographische Re-
duktion der PANO zur tertidren Base unter Verwendung von Zinkstaub. Die Summenme-
thode setzt die Lithiumaluminiumhydrid (LiAlH4)-basierte Reduktion zu den entsprechenden
PA-Grundkérper-Aquivalenten und deren Derivatisierung, beispielsweise mit Trimethylsilan
(TMS), voraus (Kempf et al., 2008). Fur eine anschlieBende chromatographische Auftren-
nung der PA kommen vielfaltige unpolare (Kowalczyk et al., 2018; Witte et al., 1992b) sta-
tionare Phasen zum Einsatz. Fir die MS-basierte Detektion werden haufig die Elektronen-
stoRionisation (engl. electron ionization, El) oder auch die chemische lonisation (engl. che-
mical ionization, Cl) eingesetzt. EI-MS ermdglicht die Analyse von PA aufgrund ihrer Frag-
mentierungsmuster und damit der Massen ihrer Tochterionen. Als sanftere lonisierungsme-
thode ermdglicht die CI-MS die Massenanalyse des Mutterions (Crews, 2013). Fir die GC-
MS-basierte Analytik von PA ist fiir Heliotridin- und Retronecinaquivalente ein LOD von 20
Mg/kg verschiedener Lebensmittel (Kempf et al., 2011) oder auch fir Lycopsamin-Typ-PA
ein LOD von 20 ug/kg Borretschdl (Wretensjo et al., 2003) verdffentlicht.

Die LC-gestutzte Analyse ermdglicht die zeitgleiche Detektion von PA und PANO ohne vor-
herige Reduktion von PANO zur korrespondierenden tertidren Base. Somit ist die Proben-
vorbereitung von geringerer Komplexitat. Fir die HPLC und die eine deutlich héhere Auflo-
sung beziehungsweise Trennleistung bietende UHPLC (engl. ultra high performance liquid
chromatography) werden hauptsachlich unpolare stationare Phasen wie C18-basierte Ma-
terialien (Kaltner et al., 2018; Zhou et al., 2010) verwendet. Die lonisierung fur die hochsen-
sitive Massenanalyse erfolgt Uiberwiegend mit Elektrosprayionisierung (engl. electrospray

ionization, ESI), seltener durch eine chemische lonisierung unter Atmospharendruck (engl.
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atmospheric pressure chemical ionization, APCI) (Crews, 2013). Da es sich bei vielen PA
und PANO um Stereoisomere mit identischen Massen und Strukturformeln handelt, ist im
Kontext der PA-Analytik vor allem die Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) unter Ver-
wendung der CID (engl. collision-induced dissociation) von Bedeutung. Sie erzeugt fur die
PA- und PANO-Grundkoérper Retronecin und Heliotridin (m/z 94, 120, 138 und 94, 118, 136)
sowie Otonecin (m/z 122, 150, 168) charakteristische Fragmentierungsmuster und ermég-
licht ihre hochsensitive qualitative und quantitative Analyse (efsa, 2011). Veroffentlichte LC-
MS(/MS)- Methoden weisen mit LOD-Werten im unteren einstelligen pg/kg-Bereich eine im
Vergleich zur GC-MS-basierten Analytik hdhere Sensitivitat auf. So ist fir zwolf PA eine auf
einer hochsensitiven Massenspektrometrie (engl. high resolution mass spectrometry,
HRMS) basierende Methode mit einem LOD von 0,2 - 0,6 pg/kg (Wang et al., 2019) und fur
weitere sechs PA eine Methode mit einem LOD von 0,1 - 1 pg/kg Honig veréffentlicht
(Valese et al., 2016).

Probleme sowohl fir die GC- als auch LC-MS(/MS) gestitzte Analytik und im Speziellen
die Spurenanalytik, stellen die teilweise geringe Verfuigbarkeit und der hohe Preis von PA-
oder PANO-Referenzstandards sowie von isotopenmarkierten Standards (efsa, 2011) dar.
Diese sind fur eine externe oder interne Kalibrierung jedoch zwingend erforderlich. Folglich

ist bisher nicht fur alle PA und PANO eine hochsensitive quantitative Analyse madglich.

2.2.4. Kernspinresonanz-Spektroskopie

Kernspinresonanz (engl. nuclear magnetic resonance, NMR) wird im Kontext der Analyse
von zuvor aufgereinigten PA hauptsachlich fir ihre Strukturaufklarung sowie ihren qualita-
tiven Nachweis verwendet. Es existieren sowohl Datenbanken mit '"H-NMR-Spektren (Logie
et al., 1994; Segall et al., 1983; Villanueva-Cafiongo et al., 2014) als auch *C-NMR-Spek-
tren (Jones et al., 1982; Molyneux et al., 1982; Roeder, 1990) fir viele PA und einige wenige
PANO. Die "H-NMR-Spektroskopie bietet dabei aufgrund der héheren Isotopenhaufigkeit
(natiirliche Haufigkeiten: 'H 99,98%, *C 1,11%, (Wachter, 2012)) gegeniiber der *C-NMR-
Spektroskopie einige Vorteile: So ist die Messdauer bei 'H-NMR deutlich kiirzer und auch
die benétigte Probenmenge ist im Vergleich zur *C-NMR geringer. Die ">*C-NMR liefert im
Gegensatz dazu mehr strukturelle Informationen. (Crews, 2013)

Ansatze fir einen "H-NMR-basierten quantitativen Nachweis von 1,2-ungeséattigten PA in
pflanzlichen Extrakten mit jedoch geringer Sensitivitat (Proben enthielten einige Milligramm
PA) sind ebenfalls beschrieben (Molyneux et al., 1979; Pieters et al., 1985). Der Einsatz
von NMR fir den hochsensitiven qualitativen und quantitativen Nachweis von PA in kom-
plexen pflanzlichen Extrakten setzt zuklnftig die Verfugbarkeit verbesserter Hochfeld-

NMR-Technologie voraus (efsa, 2011).
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2.2.5. Immunoassays fiir die Detektion von PA

Antikoérper-basierte Immunoassays bieten im Vergleich zu gangigen analytischen Metho-
den verschiedene Vorteile. So zeichnen sie sich durch eine schnelle, selektive und sensitive
Detektion verschiedener Analyten in komplexen Matrices aus. Aufterdem kénnen grofde
Probenanzahlen parallel analysiert werden. Eine aufwandige Probenaufbereitung ist in den

meisten Fallen nicht notig.

Die Generierung von Antikdrpern gegen verschiedene PA und die anschlieRende Verwen-
dung fur die Entwicklung von Detektions- oder Anreicherungsmethoden in diversen Matri-
ces (beispielsweise Honig, Grassilage, Heu, Weizen, Luzerne, Sojabohnen, PA-produzie-
rende Pflanzen, Tierfutter oder Blut) ist bisher nur in einigen wenigen Arbeiten beschrieben.
Dabei lassen sich zwei grundsatzliche Ansatze unterscheiden: die Generierung polyklona-
ler Seren oder polyklonaler Antikérper (pAk) und damit die Verwendung eines Antikorper-
gemisches fur die Detektion des Zielanalyten sowie die Generierung von mAk (Kéhler et
al., 1975) und folglich die Verwendung eines einzelnen, gegen ein bestimmtes Epitop ge-

richteten Antikdrpers.

Verwendung polyklonaler Seren

Die Mehrzahl der Veréffentlichungen beschreibt die Verwendung polyklonaler Seren fir die
Immunoassay-basierte Detektion von PA. Dabei wurden zun&chst geeignete Immunogene
synthetisiert und fiir die Immunisierung von Versuchstieren (bspw. Kaninchen, Schafe oder
Mause) verwendet. Die gewonnen Seren wurden anschliel3end ohne weitere Selektion der
PA-spezifischen Antikorper (teilweise nach Isolation der Immunoglobulin G-Fraktion) in er-
forderlicher Verdinnung fir die Entwicklung der Immunoassays eingesetzt. Dabei kamen

verschiedenste Immunogene zum Einsatz.

So sind einige Arbeiten publiziert, die tGber den Einsatz von Retronecin-basierten Protein-
konjugaten fur die Immunisierung von Versuchstieren berichten (Bober et al., 1989; Rose-
man et al., 1996; Roseman et al., 1992). Weiterhin wurden Protein-Konjugate verwendet,
welche einfach oder zweifach veresterte, auch makrozyklische, Retronecin- und Heliotridin-
basierte PA wie Retrorsin (Langer et al., 1996; Oplatowska et al., 2014; Roeder et al., 1995;
Roseman et al., 1996), Heliotrin (Oplatowska et al., 2014; Than et al., 2005), Riddelliin und
dessen N-Oxid (Lee et al., 2001), Monocrotalin (Roseman et al., 1996), Senecionin und
Integerrimin (Oplatowska et al., 2014) sowie Echimidin und Anacrotin (Than et al., 2005)
auf ihrer Oberflache prasentierten. Die mit Hilfe der Seren etablierten Immunoassays zeig-
ten teilweise hohe Sensitivitaten gegentiber dem bei der Immunisierung verwendeten PA.

So konnten ICso-Werte von < 1 ng/ml PA erreicht werden (Oplatowska et al., 2014). Alle
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Seren zeigten zudem auch KR mit verschiedenen strukturell verwandten PA. Jedoch er-
folgte keine umfassende und systematische Charakterisierung der Selektivitaten der Anti-

korper.

Verwendung monoklonaler Antikorper

Die Generierung von mAK fur die Detektion von PA ist nur in zwei Arbeiten beschrieben. So
berichten Zindorf et al. iber die Immunisierung von Mausen unter Verwendung eines Ret-
rorsin-BSA-Konjugats und ein anschlieRendes Screening von ZKU nach geeigneten Zell-
klonen fur die Produktion von mAk. Fur Retrorsin ergab sich dabei im etablierten Immuno-
assay ein ICso-Wert von 210 ng/ml. Weiterhin wurden KR fir verschiedene veresterte PA
ermittelt. Fir den Grundkoérper Retronecin konnte keine KR bestimmt werden (Zindorf et
al., 1997).

Sakamoto et al. hingegen verwendeten den Grundkdrper Retronecin fir die Immunogen-
synthese und generierten einen fir das makrozyklische Retronecin-basierte PA Monocro-
talin spezifischen mAk (LOD 48,8 pg/ml) (Sakamoto et al., 2017). Im Vergleich dazu zeigte
der mAk4B8 nur eine 0,11%ige KR gegenuber dem fiir die Immunisierung verwendeten

Grundkorper Retronecin.

2.3. Immunoassays und Antikorper

2.3.1. Immunoassays

Unter dem Begriff Inmunoassays werden verschiedene bioanalytische Methoden zusam-
mengefasst, deren Messprinzip auf der spezifischen Interaktion des Paratops eines Anti-
korpers mit dem Epitop eines Antigens und somit auf der Entstehung eines Immunkomple-
xes beruht. Die Bildung des Immunkomplexes kann hierbei direkt durch Messung von Tru-
bung oder Lichtstreuung quantifiziert werden. Eine weitere Mdglichkeit ist die indirekte
Quantifizierung durch eine zusatzliche Markierung mit radioaktiven, fluoreszierenden und
lumineszierenden Substanzen oder auch Chromogen-umsetzenden Enzymen und folglich
die Messung einer radioaktiven Strahlung oder Lichtstrahlung. (Gressner et al., 2019)
Grundsatzlich wird zwischen homogenen und heterogenen Immunoassays unterschieden.
Die homogenen Immunoassays finden in einer homogenen flissigen Phase statt und erfor-
dern keine physikalische Trennung der gebundenen und ungebundenen Antikdrper oder
Analyten. Beispiele fur homogene Immunoassays sind die Enzyme-multiplied Immunoas-
say Technique (EMIT) (Rubenstein et al., 1972) oder der Fluoreszenzpolarisations-Immu-
noassay (FPIA). Der deutlich sensitivere und daher haufiger eingesetzte heterogene Immu-

noassay hingegen findet an einer Festphase, haufig einer Mikrotiterplatte (MTP) (Clark et
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al., 1977) aus Polystyrol, statt und erméglicht so die Abtrennung ungebundener Analyten
und Antikérper anhand der Durchflihrung von Waschschritten. Ein Beispiel fur einen hete-
rogenen Immunoassay ist der bereits 1960 verdffentlichte hochsensitive Radioimmunoas-
say (RIA) (Yalow et al., 1960), dessen Messprinzip auf der Detektion eines radioaktiv mar-
kierten Analyten beruht. Aufgrund der radioaktiven Strahlenbelastung und aufwendigen
Handhabung kommen heutzutage jedoch Uberwiegend der ebenfalls heterogene Enzym-
immunoassay (engl. enzyme immunoassay, EIA) (Van Weemen et al., 1971) und der ELISA
(Engvall et al., 1971) zum Einsatz. Diese Assays unterscheiden sich gegenuber ihren Vor-
gangern durch das Detektionsprinzip der Interaktion zwischen Antikérper und Antigen. Hier-
fur wird ein immunologisches Konjugat bestehend aus einem sekundaren Antikérper und
einem Enzym verwendet, um die Bildung des Immunkomplexes durch eine Enzym-Sub-

strat-Reaktion zu detektieren (Gressner et al., 2019).

2.3.2. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Speziell der ELISA hat in der Analytik einen besonderen Stellenwert und wird aufgrund
seiner hohen Spezifitat und Sensitivitat fir die qualitative und quantitative Detektion ver-
schiedenster Analyten (Makromolekile und Haptene, s. Abschnitt 2.3.4), auch in komple-
xen Matrices, eingesetzt. Angewendet wird er vor allem in medizinischen Laboren und in
der pharmazeutischen Industrie fur die Entwicklung diagnostischer Produkte sowie in Auf-
sichtsbehdrden fiir die Qualitatsiberprifungen (Lequin, 2005). Bei Verflugbarkeit hochspe-
zifischer Antikérper oder Antikdrperfragmente stellt er eine hochsensitive (unterer pg/mi-
Bereich) (Engelberts et al., 1991; Helle et al., 1991; Kim et al., 2000; Sakamoto et al., 2017),
kostenglinstige und einfache Alternative zu gangigen Methoden wie der LC-MS dar (Findlay
et al., 2000).

Fir die Herstellung immunologischer Konjugate haufig verwendete Enzyme sind die alkali-
sche Phosphatase (Engvall et al., 1972; Nilson et al., 1988), die Glukoseoxidase (Arakawa
et al., 1985; Gyss et al., 1987; Yoshitake et al., 1979) und besonders haufig die Meerret-
tichperoxidase (HRP, engl. horseradish peroxidase) (Imagawa et al., 1983; Porstmann et
al., 1981; Van Weemen et al., 1971). Die Hadm-enthaltende Peroxidase katalysiert die Oxi-
dation des Substrats 3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) (Josephy et al., 1982). Dabei
wird das chromogene Molekil in Anwesenheit von H.O2 zu einem instabilen blauen Charge-
Transfer Komplex mit einem Absorptionsmaximum von 650 nm oxidiert. Nach Zugabe einer
verdunnten Schwefelsaurelésung erfolgt eine finale Oxidation zu einem stabilen gelben
Diimin mit einem Absorptionsmaximum von 450 nm. Die Entstehung dieses gelben Reakti-

onsprodukts kann mit Hilfe eines Spektralphotometers detektiert werden.

23



Theoretischer Hintergrund

Der funktionelle Aufbau eines ELISAs lasst sich anhand verschiedener Kriterien variieren.
So lassen sich ELISAs in direkte und indirekte Assays unterteilen. Bei einem direkten ELISA
ist der spezifische Antikdrper oder auch das Antigen selbst mit einem Enzym markiert. Sie
sind in der Durchfuhrung schneller, setzen aber die zeitlich und finanziell aufwendige Mo-
difikation des Primarantikdrpers voraus. Bei einem indirekten ELISA hingegen wird fir die
Detektion der Interaktion zwischen dem Antikdrper und seinem Antigen ein Enzym-markier-
ter sekundarer Spezies-spezifischer Antikorper eingesetzt, der beispielsweise gegen den
Fc-Teil (engl. fragment crystallizable, s. Abschnitt 2.3.3) des sogenannten Detektions- oder
Primarantikorpers gerichtet ist. Durch mehrfache Markierung des sekundaren Antikdrpers

kann eine Signalverstarkung erreicht werden.

Zusatzlich kann zwischen Antigen- und Antikdrper-capture Formaten unterschieden wer-
den. Bei einem Antigen-capture ELISA ist der Antikorper, bei einem Antikorper-capture
ELISA hingegen das Antigen beziehungsweise das an einen Proteintrager kovalent gebun-
dene Hapten als coating-Antigen auf der Oberflache der MTP immobilisiert. Beispiel flr
einen Antigen-capture ELISA ist der Sandwich-ELISA, welcher einen ,Fanger-Antikorper*
(engl. capture antibody) fur die Immobilisierung des Antigens auf der MTP verwendet. Ein
zweiter Antikdrper mit gegentiber dem Antigen unterschiedlicher Epitopspezifitat, auch De-
tektionsantikérper (engl. detection antibody) genannt, wird entweder direkt mit einem En-
zym konjugiert eingesetzt oder die Bindung des Detektionsantikorpers an das immobilisierte
Antigen Uber einen zusatzlichen markierten sekundaren Antikdrper messbar gemacht. Da-
bei nimmt die gemessene Intensitat der Farbentwicklung mit zunehmender Antigenkonzen-
tration in der Probe zu. Der Sandwich-ELISA wird haufig fir die Quantifizierung von Antige-
nen verwendet, welche nur in geringen Konzentrationen in sehr komplexen Proben enthal-
ten sind, da Uber die spezifische Interaktion zwischen Fanger-Antikérper und Antigen eine
Konzentration des Antigens an der Oberflache der MTP erfolgt. Weiterhin findet er haufig
bei grolen Analyten welche mehrere Epitope aufweisen Anwendung und ist fiir die Detek-

tion von Haptenen ungeeignet.

ELISAs kénnen auferdem in einem kompetitiven und nicht kompetitiven Format durchge-
fuhrt werden. Bei einem kompetitiven ELISA konkurrieren geldstes und immobilisiertes An-
tigen gleichermalRen um die Bindungsplatze der in einer bestimmten Konzentration einge-
setzten spezifischen geldsten Antikdrper oder geldste, in bestimmter Konzentration einge-
setzte markierte und nicht markierte Antigene, um Bindungsplatze der immobilisierten An-
tikdrper. Das gemessene Signal beziehungsweise die Farbintensitat verhalt sich dabei in-
vers zur Antigenkonzentration. Umgekehrt verhalt es sich bei einem nicht kompetitiven

ELISA, der im Allgemeinen eine héhere Sensitivitat aufweist.
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Fir einige Problemstellungen haben sich bestimmte Konzeptionen des ELISAs als beson-
ders geeignet erwiesen. So wird der indirekt nicht kompetitive ELISA (s. Abbildung 6) haufig
fur die Quantifizierung von Antikrpern, der sogenannten Titerbestimmung, oder auch fur
die Charakterisierung der Antigen- und Epitopspezifitat eines Antikdrpers eingesetzt. Der
spezifische Antikdrper bindet dabei an das als coating-Antigen auf einer MTP immobilisierte
Antigen oder kovalent an einen Proteintrdger gebundene Hapten. Das Bindungsereignis
wird Uber einen Enzym-markierten sekundaren Antikérper, welcher eine chromogene Sub-
stratumsetzung katalysiert, detektiert. Die messbare Farbintensitat nimmt dabei mit zuneh-

mender Antikbrperkonzentration in der Probenlésung zu.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung eines indirekt nicht kompetitiven ELISAs - Immobilisierung
eines Antigens auf einer MTP (a); nach einem Waschschritt erfolgt die Absattigung unbesetzter Bin-
dungsstellen der MTP mit einem globularen Protein (z.B. BSA oder Casein) (b); nach einem weiteren
Waschschritt wird mit der Antikdrper-enthaltenen Probe inkubiert, die Antikdrper binden spezifisch
an die immobilisierten Antigene (c); es folgt ein weiterer Waschschritt, welcher alle ungebundenen
Antikorper entfernt (d) und schlieRlich die Signalentwicklung durch Inkubation mit einem HRP-mar-
kierten sekundaren Antikdrper und weiterhin die Zugabe des Enzym-spezifischen Substrats (z.B.
TMB/H202) (e); das gemessene Signal steigt in Abhangigkeit der Antikdrperkonzentration an.

Der indirekt kompetitive ELISA (s. Abbildung 7) hingegen wird haufig fir die Quantifizierung
von kleinen und nur aus einem Epitop bestehenden Antigenen sowie zur Untersuchung von
KR eingesetzt. Dabei wird zundchst das Antigen oder das an Proteintrager gekoppelte Hap-
ten als coating-Antigen auf der MTP immobilisiert. Nach Zugabe der Probenlésung, welche
ebenfalls das geldste und zu quantifizierende Antigen/Hapten enthalt, wird die Antikorper-
I6sung zugegeben. Immobilisiertes und geldstes Antigen/Hapten stehen folglich in Konkur-
renz um die limitierte Paratopanzahl der gelésten Antigen- oder Hapten-spezifischen Anti-
korper. Die Detektion des Bindungsereignisses erfolgt ebenfalls iber einen Enzym-markier-
ten sekundaren Antikorper. Die messbare Farbintensitat sinkt dabei mit zunehmender An-

tigen- oder Haptenkonzentration in der Probenlosung.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung eines indirekt kompetitiven ELISAs - Immobilisierung eines
Antigens auf einer MTP (a); nach einem Waschschritt erfolgt die Absattigung unbesetzter Bindungs-
stellen der MTP mit einem globuléren Protein (z.B. BSA oder Casein) (b); nach einem weiteren
Waschschritt wird mit einer Antikdrperldsung sowie der Antigen-enthaltenen Probe inkubiert, die An-
tikdrper binden spezifisch und konzentrationsabhangig an die immobilisierten oder sich in Lésung
befindlichen Antigene (c); es folgt ein weiterer Waschschritt, der alle ungebundenen Antikdrper sowie
Antigene entfernt (d) und schlie3lich die Signalentwicklung durch Inkubation mit einem HRP-mar-
kierten sekundaren Antikdrper und weiterhin der Zugabe des Enzym-spezifischen Substrats (z.B.
TMB/H2032) (e); das gemessene Signal sinkt in Abhangigkeit der steigenden Antigenkonzentration in
der Probe.

Auswertung von Immunoassays

Immunoassays gehoéren zu den sogenannten Ligandenbindungstests (engl. ligand binding
assay, LBA), welche sich durch einen nicht linearen sigmoidalen Zusammenhang zwischen
Analytkonzentration und gemessenem Signal beziehungsweise gemessener Absorption
auszeichnen (Findlay et al., 2007). Durch halblogarithmische Darstellung der Analytkon-
zentration und Interpolation der Daten mit Hilfe des vierparametrischen logistischen Modells
(engl. 4-parameter logistic model) (Berkson, 1944), lasst sich abhangig vom Aufbau des
Assays der direkte oder inverse Zusammenhang zwischen gemessenem Signal und der
Konzentration des Analyten darstellen. Fur die Quantifizierung einer unbekannten Probe
muss die Messung verschiedener Konzentrationen und die Erstellung einer Kalibierkurve
erfolgen. Diese lasst sich mit Formel 1 beschreiben.

Der Testmittelpunkt X, wird auch als ICso-Wert (engl. inhibitory concentration) bezeichnet
und reprasentiert abhangig vom Aufbau des Assays die Analytkonzentration entweder bei
halbmaximalem gemessenem Signal (nicht kompetitives Format) oder bei einer Reduktion

des Signals um 50% (kompetitives Format) (Findlay et al., 2000).
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A1 = maximale Absorption (obere Asymptote) Az= minimale Absorption (untere Asymptote)
X = Analytkonzentration Xo = Konzentration des Analyten am Testmittelpunkt

Y = Absorption p= Steigung am Testmittelpunkt

Erfolgt die Auflésung der Gleichung nach X, ist die Bestimmung der Analytkonzentration
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Eine Quantifizierung erfolgt ausschlieRlich Uber den linearen Bereich der sigmoidalen

moglich.

Kurve. Dieser lineare Arbeitsbereich wird im Kontext von Immunoassays haufig als Analyt-
konzentration zwischen IC2 und ICgo definiert (Fojtikova et al., 2017; Hibner et al., 2015;
Vial et al., 2017). Das Detektionslimit oder die Nachweisgrenze (LOD) und das Quantifizie-
rungslimit oder die Bestimmungsgrenze (engl. limit of quantification, LOQ) (MacDougall et

al., 1980) definieren sich bei tblicher Dreifachbestimmung (m=3) wie folgt:

LOD =%y —3 "5, (3)
LOQ =Xy —10"-s, (4)

X, = Blindwert s, = Standardabweichung

2.3.3. Antikorper
Fir den Einsatz von Immunoassays oder ELISAs in der quantitativen Analytik ist die Ver-

fugbarkeit von hoch spezifischen Antikérpern zwingende Voraussetzung.

Antikorper, auch Immunglobuline genannt, sind 16sliche Glykoproteine und werden in Ver-
tebraten als Teil der humoralen Immunantwort und adaptiven Immunreaktion nach Kontakt
mit einer dem Organismus fremden Struktur, dem Immunogen, von B-Lymphozyten gebil-
det und sekretiert. lhre Aufgabe besteht darin, Antigene zu binden und sie schlief3lich Gber
Rekrutierung von Effektormolekulen und -zellen des Immunsystems und folglich Aktivierung

der Neutralisierung, Opsonierung oder der Komplementkaskade zu eliminieren. In Sauge-
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tieren unterscheidet man finf verschiedene Immunglobulinklassen (s. Tabelle 1), auch Iso-
typen genannt, welche sich durch ihr Molekulargewicht und damit ihren Aufbau, ihre Ef-
fektorfunktion und auch Konzentration im Blutplasma unterscheiden: Immunglobulin G
(19G), A (IgA), M (IgM), D (IgD) und E (IgE).

Tabelle 1: Ubersicht Eigenschaften Immunglobulin-Isotypen (Lottspeich et al., 2012).

Anteil am Gesamt-Immunglobulin

Isotyp Molekulargewicht [kDa] im Plasma [%]
IgG 150 Monomer 75
IgA 160 monomer, 390 Dimer 15
IgM 970 pentamer 7
IgD 180 monomer 0,5
IgE 190 monomer 0,002

Alle Isotypen sind aus schweren und leichten Polypeptidketten aufgebaut. Man unterschei-
det zwei Typen leichter Ketten, die «- und 1 -Ketten. Sie kommen immer paarweise in
allen Isotypen gleichermalen vor. Weiterhin existieren funf verschiedene Typen schwerer

Ketten, welche die Klasse und Effektorfunktion eines Immunglobulins bestimmen: die v -
Kette in IgG, die « -Kette in IgA, die u -Kette in IgM, die ¢ -Kette in IgD und die ¢ -Kette in
IgE.

Der detaillierte Aufbau eines Immunglobulins wird im Folgenden am Beispiel des IgGs (s.

Abbildung 8) beschrieben und erlautert.

Das IgG-Molekil weist ein durchschnittliches Molekulargewicht von 150 kDa auf. Seine
Form entspricht einem Ypsilon (s. Abbildung 8). Es besteht aus je zwei leichten (ca. 25
kDa), auch als L (engl. light) -Ketten bezeichneten, und zwei schweren (ca. 50 kDa), auch
als H (engl. heavy) -Ketten bezeichneten, Polypeptiden. Die leichten Ketten bestehen aus
je einer variablen (V) und einer konstanten Doméane (C.), die schweren Ketten aus je einer
variablen (Vu) und drei konstanten Domanen (Cx1-Ch3). Alle Domanen bestehen aus je
110 Aminosauren. Cn2 kann zusatzlich posttranslational durch Kohlenhydrate modifiziert
sein. Kovalent verbunden sind die beiden schweren Ketten, sowie je eine leichte und eine

schwere Kette Uber Disulfidbriicken.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung eines I1gGs.

Das IgG-Molekdl gliedert sich in drei globulare Teile, welche Uber flexible Polypetidketten
in der Gelenkregion (engl. hinge region) miteinander verbunden sind. Am aminoterminalen
Ende des IgGs definieren die variablen Domanen Vyund Vi mit ihren hypervariablen Ami-
nosauresequenzen hvi, hv2 und hvs, auch CDR (engl. complementary determining regions)
genannt, zwei identische und einzigartige Antigenbindungsstellen oder auch das Paratop
des Antikorpers. Das carboxyterminale Ende des IgGs beschreibt Uiber die schweren Ketten
die Effektorfunktion des Molekiils.

Ein enzymatischer Verdau des IgGs mit der Protease Papain spaltet das bivalente Molekil
auf der aminoterminalen Seite der Disulfidbriicken in der Gelenkregion in drei Fragmente:
zwei monovalente Fab-Fragmente (engl. fragment antigen binding) und ein Fc-Fragment.
Die Protease Pepsin hingegen spaltet das IgG auf der carboxyterminalen Seite der Disul-
fidbriicken in der Gelenkregion in ein bivalentes Fab‘2-Fragment und weiterhin den Fc-Tell
des Antikorpers in mehrere kleine Fragmente. Die Fab-Fragmente stellen folglich zwei mo-

novalente Molekile, das Fab‘2-Fragment ein bivalentes Molekil ohne Effektorfunktion dar.

Der strukturelle Teil des Antigens (z.B. eines Proteins oder Polysaccharids), welcher von
einem Antikorper erkannt wird, wird auch als Antigendeterminante oder Epitop bezeichnet.
Die hypervariablen Aminosauresequenzen der variablen Domanen des Antikorpers definie-

ren dabei die rdumliche und ladungsbedingte Komplementaritat. Die Interaktion erfolgt
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durch elektrostatische Wechselwirkungen, wie lonenbindung, die Ausbildung von Wasser-
stoffbriickenbindungen oder Van-der-Wals-Interaktionen, aber auch hydrophobe Wechsel-
wirkungen unter Ausschluss von Wassermolekilen oder Kationen- x -Interaktionen. Diese
nichtkovalenten Interaktionen kénnen durch extreme pH-Werte, Salzkonzentration, organi-

sche Losungsmittel sowie Detergenzien negativ beeinflusst werden.

2.3.4. Generierung polyklonaler und monoklonaler Antikérper

Antikorper finden heute bedingt durch ihre hohe Bindungsaffinitat und -spezifitdt gegenuber
ihren Bindungspartnern breite Anwendung in der Wissenschaft und Medizin. So werden sie
fur die quantitative und qualitative Analyse (z.B. fur Western Blot, Immunoassay (ELISA),
Microarray oder Immunohistochemie) und die gezielte Aufreinigung oder Anreicherung von
Antigenen mittels Affinitdtschromatographie oder auch Fluoreszenz-aktivierter Zellsortie-
rung (engl. Fluorescence-activated cell sorting, FACS), beispielsweise in der Bioanalytik,
sowie fur die Vermittlung physiologischer Effekte in Forschung, Diagnostik und medizini-
scher Therapie (Blattman et al., 2004; Reichert, 2011) eingesetzt. Um die Antikdrper der
Wissenschaft und Medizin zuganglich zu machen, muss ihre gezielte und gegen definierte

molekulare Strukturen gerichtete Produktion erfolgen. (Lipman et al., 2005)

Zum Zweck der Generierung von Antikdrpern kdnnen Versuchstiere, wie beispielsweise
Mause, Ratten oder Kaninchen mit zuvor ausgewahlten und designten immunogenen
Strukturen immunisiert werden. Dabei missen die immunogenen Strukturen einige Voraus-
setzungen erfillen, um eine Immunantwort in den Versuchstieren zu induzieren. Dazu zéh-
len unter anderem die Zuganglichkeit der immunogenen Strukturen auf der Oberflache ei-
nes fur die Immunisierung verwendeten Molekiils, die Stabilitdt des Immunogens, die che-
mische Differenz des Immunogens zu kdrpereigenen Strukturen des Versuchstiers sowie
die GroRe der immunogenen Struktur. Entsprechend muss das Molekulargewicht eines Im-
munogens > 5 kDa betragen. Molekule geringeren Molekulargewichts, auch Haptene
(Landsteiner, 1921) genannt, kénnen keine Immunantwort im Versuchstier induzieren und
mussen vor der Immunisierung an immunogene Tragerproteine (engl. carrier) wie Thyreo-
globulin (TG), Schlitzschnecken-Hamocyanin (engl. keyhole limpet hemocyanin, KLH) oder
auch Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumine, BSA) gekoppelt werden. Ver-
suchstiere werden haufig mit einem Gemisch aus Immunogen und einem Adjuvans, haufig
dem inkompletten Freund-Adjuvans (engl. incomplete Freunds adjuvant, IFA), immunisiert.
Das Adjuvans enthalt Mineraldl fir eine Depotwirkung und verlangsamte Freisetzung des
Immunogens sowie einen Emulgator fiir die Stabilisierung des Ol-Wassergemischs und un-

terstutzt somit die Aktivierung der humoralen und zellulare Immunantwort auf das Immuno-
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gen (Stils, 2005). Die Injektionen des Immunogens erfolgt haufig subkutan (s.c.), intrader-
mal (i.d.), intramuskular (i.m.), intraperitoneal (i.p.) oder intravends (i.v.) (Leenaars et al.,
2005).

Die Herstellung polyklonaler Seren oder pAk (s. Abbildung 9) erfolgt aufgrund der einfachen

Haltung und des grof3en Blutvolumens haufig in Kaninchen (Stills, 2012).

R
@ ‘B ' r‘ Zentrifugation

e — e —
polyklonales
Antiserum

Immunisierung Blutenthahme

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Herstellung polyklonaler Antiseren.

Nach abgeschlossener Immunisierung wird dem Versuchstier Blut enthommen, welches
anschlieltend zentrifugiert wird. Das erhaltene Serum enthalt alle wasserléslichen Immun-
globuline. Folglich ist das Serum polyklonal, da es Antikdrper verschiedenster Epitopspezi-
fitat und -affinitat enthalt. Die exakte Reproduktion eines solchen Antiserums ist nicht mog-
lich. Nachteile polyklonaler Seren sind folglich ihre limitierte Verfligbarkeit sowie ihre ge-
ringe Reinheit und Konzentration im Vergleich zum Immunglobulin-Gesamtgehalt im Serum
(50-200 ug/ml). Vorteile polyklonaler Seren sind ihre schnelle, kostenglinstige und wenig
technische Fertigkeiten vorrausetzende Gewinnung. Weiterhin weisen pAk in Lésung eine
hohe Stabilitat gegenlber einem breiten Spektrum an Salzkonzentrationen und pH-Werten
auf. Da sie von mehreren B-Zellklonen gebildet werden, zeigen sie haufig eine besonders

hohe Spezifitat gegenliber ihnrem Antigen.

Im Kontext der Entwicklung analytischer Methoden erfolgt haufiger die Produktion von mAk
nach Kéhler und Milstein (s. Abbildung 10). MAk werden von einem einzigen B-Lymphozy-
ten gebildet und sekretiert und binden folglich nur ein spezifisches Antigen. Fir ihre Pro-
duktion werden die Antikérper-produzierenden B-Lymphozyten aus der Milz (Splenozyten)
des immunisierten Versuchstiers, haufig Maus oder Ratte, isoliert und mit genetisch modi-
fizierten murinen Myelomazellen fusioniert. Dies flhrt zur Bildung eines Zellgemischs be-
stehend aus nicht fusionierten B-Lymphozyten und Myelomazellen, homokaryotischen Hyb-
riden aus B-Lymphozyten und Myelomazellen sowie heterokaryotischen Hybriden aus je
einem B-Lymphozyt und einer Myelomazelle. Nur letztere kénnen Uber ein HAT-Selektions-
medium (enthalt Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin) kultiviert werden und zeichnen
sich phanotypisch durch eine unlimitierte Proliferation und die Produktion eines einzigarti-

gen Antikérpers aus. Die Hybridomzellen werden anschlieRend vereinzelt und der ZKU der
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Zellklone auf die Produktion geeigneter mAKk, beispielsweise mit ELISA oder FACS-Ana-

lyse, getestet und selektiert.

Immunisierung

Isolierung der Antikorper-
produzierenden Zellen aus der Milz
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Testung der Zellkulturiberstédnde auf die Produktion geeigneter mAk

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Herstellung von mAk mittels Hybridomtechnik nach
Kéhler und Milstein.

Die Vorteile von mAk bestehen zum einen darin, dass ein hochreines Reagenz, aus gegen-
Uber einem Epitop affinen und spezifischen Antikérpern bestehend, generiert wird, welches
durch Kultivierung des entsprechenden Zellklons in groBem Mafstab unbegrenzt in hoher
Konzentration und in gleichbleibender Qualitat verfigbar gemacht werden kann. Zum an-
deren ermdglicht die Sequenzierung des mAk seine rekombinante Synthese, beispiels-
weise in Bakterien. Weiterhin kdnnen chimare oder humanisierte Antikdrper hergestellt wer-
den. AuRerdem ist Uber Proteinengineering die Modifikation der Aminosauresequenz des
Paratops und damit die Beeinflussung der Bindungseigenschaften gegeniber dem Epitop
méglich. Nachteile von mAk sind die oft hohe Empfindlichkeit gegeniiber kleineren Ande-
rungen der Salzkonzentrationen oder pH-Werte ihres Umgebungsmediums sowie ihre

lange aufwendige und teure Herstellung.
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2.4. Charakterisierung monoklonaler Antikorper

Um mAK fir die Entwicklung bioanalytischer Methoden einzusetzen, muss ihre ausfihrliche
Charakterisierung erfolgen. Zu diesem Zweck werden verschiedenste Methoden einge-

setzt.

Die Konzentration eines geldsten mAk kann mittels herkdmmlicher Proteinbestimmungs-
methoden unter Verwendung eines Spektralphotometers ermittelt werden. So kénnen Bi-
uret-, Lowry-, Bicinchoninsaure- und Bradfordassays verwendet werden (Lottspeich et al.,
2012), welche sich im Wesentlichen durch benétigte Probenvolumina und Nachweisgren-
zen unterscheiden. Weiterhin ist die Quantifizierung mittels direkter spektralphotometri-
scher Bestimmung der Absorption im ultravioletten (UV) Bereich (A = 280 nm) durch aro-
matische Aminosauren wie beispielsweise Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin méglich
(Simonian, 2002).

Die qualitative Charakterisierung und Bestimmung der Reinheit einer Antikdrper-Losung
sowie Bestimmung der Molekilmasse und damit Ermittlung des Antikoérper-lsotyps kann
nach Reduktion in leichte und schwere Ketten abschatzend tber die Durchfihrung einer
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (engl. polyacrylamid gel electrophoresis, PAGE;
(Laemmli, 1970)) erfolgen. Fur genauere Analysen mit hoher Massengenauigkeit werden
oft massenspektrometrische Ansatze verfolgt. So kommen haufig sanfte lonisierungsme-
thoden wie ESI oder auch Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation (engl. matrix-as-
sisted laser desorption ionisation, MALDI) zum Einsatz (Zhang et al., 2009). MALDI-basierte
MS kommt dabei ohne Dekonvolution aus. Die Ermittlung der Antikérper-Isotypen kann au-
Rerdem mit Hilfe Subtyp-spezifischer Antikdrper Gber einen direkten oder Sandwich-ELISA
(Hornbeck et al., 2017) sowie durch Bestimmung der genauen Molekilmasse anhand be-

reits erwahnter massenspektrometrischer Methoden erfolgen.

Auch die Sequenzierung und damit Bestimmung der Aminosauresequenz des Paratops
oder des gesamten mAks sowie die Analyse posttranslationaler chemischer Modifikationen,
wie Glykosylierungen, sind durch massenspektrometrische Methoden haufig nach einem
enzymatischen Verdau oder einer Fragmentierung sowie anschlieflender chromatographi-

scher Auftrennung der einzelnen Fragmente moglich (Zhang et al., 2009).
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Die dreidimensionale Struktur von mAKk lasst sich mit Hilfe von NMR oder Rontgenstruktur-
analyse ermitteln. Erstere lasst sich in wassriger Lésung durchflihren und kann folglich Aus-
sagen Uber die Dynamik sowie Orientierung der einzelnen Doméanen in Lésung treffen. Die
Réntgenstrukturanalyse hingegen erfolgt anhand von Proteinkristallen, in welcher die mAk

in einem Kristallgitter fest verpackt sind (Vu et al., 2009).

Far die Entwicklung Antikorper-basierter analytischer Methoden von besonderer Wichtigkeit
sind auRerdem die Bestimmung der Stabilitat, Spezifitdt und Selektivitat sowie Affinitat ei-
nes mAKk. Von besonderer Relevanz ist die Stabilitat eines mAk und des ausgebildeten Im-
munkomplexes in relevanten Probenmatrices. Sind die zu analysierenden Proben sehr
komplex und enthalten neben dem Zielanalyten noch viele weitere Molekile unterschiedli-
cher Polaritat und Struktur, kann die Interaktion zwischen mAk und Antigen gestort werden.
Auch Salzkonzentration, pH-Werte, Viskositat und organische Lésungsmittel spielen in die-
sem Zusammenhang eine Rolle und kdnnen zusatzlich die funktionelle Faltung eines Anti-
korpers negativ beeinflussen. Die Summe der Effekte aller in einer Probe vorkommenden
Komponenten, welche die Messung des Zielanalyten beeinflussen, werden auch als Mat-
rixeffekte bezeichnet (Raem et al., 2007) und missen bei Entwicklung einer Antikorper-

basierten Analytik untersucht werden.

Spezifitdt und Selektivitat lassen sich Uber die Untersuchung von KR bestimmen. Obwohl
mAKk im Gegensatz zu pAk aufgrund der Antigen-gesteuerten somatischen Mutationen mo-
nospezifisch sein und ausschlieRlich mit ihrem Antigen und folglich einem Epitop reagieren
sollten, werden haufig sogenannte KR beobachtet. Dabei handelt es sich um eine Interak-
tion zwischen Antikérper und seinem Antigen strukturell verwandten Molekilen (Kramer et
al., 1997). Begriindet sind diese Beobachtungen darin, dass aufgrund der strukturellen Ahn-
lichkeit eine rdumliche und chemische Komplementaritat zwischen Antikérper und Kreuz-
reaktanden besteht (Mariuzza et al., 1993). Ermitteln lassen sich KR beispielsweise mit
Hilfe eines indirekt kompetitiven ELISAs und einem Vergleich der ermittelten 1Cso-Werte fiir
das Antigen und dem Antigen strukturell verwandten Molekilen, den Substituenten. Die KR

|asst sich dabei folgendermalien berechnen:

ICSO (Substituent)

Kreuzreaktivitit (KR) [%] = - 100 (5)

ICS() (Antigen)

Je kleiner die detektierte KR, desto selektiver ist der Antikorper. Die Untersuchung der KR

ermoglichen auRerdem die Charakterisierung der strukturellen antigenen Determinante fir
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die Interaktion zwischen Antikorper und Antigen. Unterstutzend kann hier auch das struk-
turelle Alignment des Antigens mit ausgewahlten Substituenten oder dem Immunogen hin-

zugezogen werden.

Die Affinitat oder auch intrinsische Affinitat eines Antikdrpers wird als Starke der Wechsel-
wirkungen der monovalenten Interaktion zwischen einem Antikdrper und seinem Antigen
definiert. Sie unterscheidet sich von der Aviditat, welche als funktionelle Affinitat die Starke
einer Bindung unter Berlcksichtigung der Valenzen definiert (Delves et al., 2017) und lasst
sich beispielsweise durch einen kompetitiven ELISA Uber die Bestimmung der ICso-Werte
abschatzen (s. Abschnitt 2.3.2). Eine genauere Charakterisierung kann tber die Bestim-
mung der Dissoziations- und Assoziationskonstanten erfolgen. Da die Bindung zwischen
Antikérper und Antigen reversibel ist, handelt es sich um eine Gleichgewichtsreaktion, wel-

cher die thermodynamischen GesetzmaRigkeiten des Massenwirkungsgesetzes zugrunde

liegen:
ka
Ak +Ag = AkAg (6)
Ak = Antikorper [M] Ag = Antigen [M] AkAg = Antikoérper-Anti-
gen-Komplex [M]
ka= Assoziationsraten- ka= Dissoziationsraten-
konstante [1/M - s] konstante [1/s]

Aus der Gleichgewichtsreaktion lassen sich die Bindungsaffinitdten als Ka (Affinitats-

konstante) oder Kq (Dissoziationskonstante) definieren:

K k, [AkAg] 1 (7)
® ka [AK]-[Ag] Kq
Ka = Assoziationskonstante im Gleichge- Ka = Dissoziationskonstante im Gleichge-
wicht [1/M] wicht [M]

Antikorper-Antigen-Interaktionen gelten als hoch affin und zeichnen sich Ublicherweise
durch Kg-Werte im nano- bis pikomolaren (nM - pM) Bereich (Landry et al., 2015;
Stubenrauch et al., 2013) aus.
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2.41. Bestimmung der thermodynamischen Bindungskonstanten

Fir die thermodynamische Charakterisierung und damit Bestimmung der Bindungsaffinitat
eines mAKk gegenuber seinem Antigen werden haufig die ITC oder die SPR-Spektroskopie
eingesetzt. Die Bestimmung der Bindungskonstanten mit Hilfe eines ELISAs ist ebenfalls
beschrieben (Friguet et al., 1985).

Isotherme Titrationskalorimetrie

Die ITC ermoglicht eine markierungsfreie thermodynamische Charakterisierung biochemi-
scher Interaktionen zwischen sich in Losung befindlichen Reaktionspartnern. Durch die
Messung der Temperaturanderung wahrend der chemischen Reaktion kénnen die Dissozi-
ationskonstante Ky, die Bindungsenthalpie AH, die Bindungsstdchiometrie N sowie weiter-
hin die freie Enthalpie AG und Entropie AS ermittelt werden. (Frasca, 2016; Lewis et al.,
2005)

Die ITC wird vor allem fur die Charakterisierung von Protein-Ligand-, Protein-Protein-, DNA-
Protein-, Protein-Kohlenhydrat-, Protein-Lipid- und Antigen-Antikorper-Interaktionen einge-
setzt (Velazquez-Campoy et al., 2004) und wurde erstmals in den 1960er Jahren beschrie-
ben (Lewis et al., 2005). Das Messprinzip beruht auf der kontinuierlichen Vermischung der
Reaktionspartner, beispielsweise eines mAks und seinem Antigen, in einem adiabatischen
System (s. Abbildung 11). Abhangig von der thermodynamischen Natur der Reaktion wird

dabei Warme freigesetzt (exotherme Reaktion) oder aufgenommen (endotherme Reaktion).

Injektionspritze
(enthalt Ligand)

Adiabatischer Mantel

e BN

Referenzzelle

(enthalt Puffer):

Konstant beheizt

Abbildung 11: Schematische Darstellung eines isothermen Titrationskalorimeters - Ein Ligand wird
schrittweise zu einem Makromolekl in der Messzelle titriert und die Temperaturdnderung im Ver-
gleich zur Referenzzelle bestimmt und ausgeglichen (in Anlehnung an (Lottspeich et al., 2012)).
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Eine Temperaturanderung erfolgt so lange, bis alle Bindungsstellen des Makromolekiuls ab-
gesattigt sind (Ladbury et al., 1996) und wird im Vergleich zu einer konstant beheizten Re-
ferenzzelle ermittelt und ausgeglichen. Diese Differenzheizleistung (engl. differential power,
DP) wird schlieBlich als Funktion der Zeit aufgetragen. Die Integrale der Reaktionsspitzen
reprasentieren proportional zur Menge der interagierenden Reaktionspartner die bei der

Reaktion entstandene oder verbrauchte Warme AH. (Frasca, 2016; Lottspeich et al., 2012)

Die generierte Isotherme wird anschlieRend mittels nicht linearer Regression und unter An-
wendung eines geeigneten Bindungsmodells (z.B. bimolekulare Reaktion Antikdrper/Anti-
gen mit 1:1 single site model) angepasst, was die Bestimmung von Ky als Steigung der
Kurve, der Bindungsstochiometrie N als Wendepunkt der Kurve und der absoluten Bin-
dungsenthalpie AH als maximale Signaldifferenz (AHmax- AHmin) ermdglicht (Ghai et al.,
2012).

Zusatzlich lassen sich mit Hilfe der ITC verschiedene weitere thermodynamische Parame-
ter (AG, AS) bestimmen (s. Formel 8), wodurch eine vollstdndige thermodynamische Cha-

rakterisierung der bimolekularen Reaktion ermdéglicht wird (Ladbury et al., 1996).

— RTInK,; = AG = AH — TAS (8)

R = allgemeine Gaskonstante []/K mol ] AG = freie Enthalpie / Gibbs-Energie []]

T = Reaktionstemperatur [K] AH = Enthalpie []]

Ka = Dissoziationskonstante [M] AS = Entropie [J/K]

Damit eine Interaktion zwischen zwei Molekilern erfolgt, muss die freie Enthalpie AG
negativ sein. Die Gibbs-Energie ermdglicht es dabei, Affinititen bei verschiedenen
Bedingungen (pH Wert, Temperatur usw.) direkt zu vergleichen. Je hoher die Affinitat
zwischen Makromolekdl und Ligand, desto kleiner Ky und desto negativer AG. AH und AS
geben weiterhin Aufschluss Uber den der Interaktion zugrundeliegenden Mechanismus.
Enthalpie-Anderungen sind mit der Entstehung und dem Aufbrechen von nichtkovalenten
Bindungen verknlpft. Die netto-Zunahme von nichtkovalenten Bindungen ist energetisch
immer favorisiert. Weiterhin kann die Entropie AS Informationen utber die Ordnung oder
Unordnung im System und damit die konformationellen Freiheitsgrade liefern. (Frasca,
2016)
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Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie

Genau wie die ITC erméglicht die SPR-Spektroskopie eine markierungsfreie Charakterisie-
rung der Interaktion von Biomolekilen. Im Gegensatz zur ITC befindet sich nur einer der
beiden Interaktionspartner in Lésung, wahrend der zweite an einer Oberflache immobilisiert
ist (Karlsson, 2004). Optische SPR-Biosensoren kdnnen dabei durch Umwandlung eines
biologischen in ein elektrisches Signal die Zusammensetzung, Struktur oder Funktion bio-

logischer Proben messbar machen (Guo, 2012).

Die SPR-Spektroskopie wird unter anderem fir die qualitative und quantitative Charakteri-
sierung der Interaktionen von Proteinen, Peptiden, Lipiden, Viren, Nukleinsauren und phar-
makologisch wirksamen kleinen organischen Molekulen eingesetzt (Frostell et al., 2013;
Karlsson, 2004). Die Beobachtung der Interaktion von Antikérpern und Antigenen anhand
von SPR-Spektroskopie wurde erstmal 1983 beschrieben (Liedberg et al., 1983). Das phy-
sikalische Messprinzip (s. Abbildung 12) beruht auf einer lokalen Anderung des Brechungs-
index an der Sensoroberflache, welche haufig aus Gold besteht. Durch ein Prisma geleite-
tes Licht kann an einer Metalloberflache Elektronengas in Schwingung versetzen, welches
im Sinne der Energieerhaltung und als Resonanzphanomen Oberflachenplasmonen an-
regt. Durch Anderung des Brechungsindex an der Sensoroberflache, beispielsweise durch
unterschiedliche Lésungen oder Immobilisierung von Biomolekiilen, erfolgt eine Anderung
der Fortpflanzungskonstante der Oberflachenplasmonen an der Metalloberflache und damit
eine Anderung des Ausfallswinkels des reflektierten Lichts. Durch das zeitaufgeldste Moni-
toring des Brechungsindex entsteht ein Sensorgramm. (Karlsson et al., 1991; Lottspeich et
al., 2012)

Das heutzutage kommerziell verfiigbare System Biacore™ der Firma GE Healthcare kom-
biniert einen Detektor und einen Sensorchip mit geeigneter Mikrofluidik fir den Transport
von Proben- und Pufferlésungen und erméglicht die thermodynamische Charakterisierung
einer Vielzahl unterschiedlicher biologischer Interaktionen. Das Funktionsprinzip beruht da-
bei beispielsweise auf der Immobilisierung eines Antikdrpers Uber Protein G oder funktio-
nelle Gruppen auf einer modifizierten Goldchipoberflache und der Adsorption und Desorp-
tion eines geldsten Antigens in einer Flusszelle. Die zeitlich aufgeldste Schichtdickenande-
rung wahrend Assoziation und Dissoziation des Antikérper-Antigen-Komplexes, kann dann

als Anderung der RU (engl. refractive units) detektiert werden. (Malmqvist, 1993)

Mit Hilfe von SPR-Spektroskopie lassen sich sowohl die Assoziations (ka)- als auch die
Dissoziationsratenkonstante (kq) und damit die Assoziations (Ka)- und Dissoziations-
konstante Kq einer monovalenten, aber auch bivalenten Rezeptor-Liganden-Interaktion be-

stimmen.
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Lichtquelle Fotodiodenzeile
Prisma
9! Sensorchip mit
i Goldfilm

Flusszelle

N\Y 4 o
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der SPR-Spektroskopie - Nach Immobilisierung eines Lig-
anden (z.B. mAKk) wird eine Analytiésung (enthalt Antigen) Gber die Chipoberflache geleitet. Die Ad-
sorption des Antigens an den mAKk flihrt zu einer Schichtdickenzunahme und damit Anderung des
Brechungsindex an der Oberflache des Sensorchips. Die dadurch bedingte Anderung des Ausfalls-
winkels des polarisierten Lichts an der Oberflache wird zeitaufgeldst aufgenommen (Abbildung nach
(Malmgqvist, 1993)).

Vergleicht man die beiden vorgestellten Methoden, bietet die ITC einige Vorteile. So sind in
modernen Geraten, beispielsweise von Malvern Panalytical GmbH, heutzutage nur noch
kleine Probenvolumina fir eine kalorimetrische Messung notwendig. Weiterhin bildet die
ITC im Gegensatz zur SPR-Spektroskopie realitatsnaher die Interaktion zwischen Antikor-
per und Antigen ab, da sich beide Reaktionspartner in Lésung befinden. Die Methode gilt
deshalb als Goldstandard fur die thermodynamische Charakterisierung bimolekularer Inter-
aktionen und wird oft zur Validierung von SPR-Ergebnissen eingesetzt (Frasca, 2016). Ein
Nachteil besteht jedoch darin, dass sich mittels ITC-Messung keine Ratenkonstanten (ka
und kq) bestimmen lassen. Die Dynamik der Komplexbildung aus Antikdrper und Antigen

kann entsprechend nicht abgebildet werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Generierung monoklonaler Antikorper fur die Detektion des PA-

Grundkorpers Retronecin

3.1.1. Design, Synthese und Charakterisierung von Immunogenen

Das PA Retronecin zahlt mit einem MW von 155,19 g/mol zu den sogenannten Haptenen,
welche nicht in der Lage sind, eine Immunantwort in einem Organismus zu induzieren. Aus
diesem Grund war die Kopplung an einen dem Organismus madglichst strukturfremden Pro-
teintrager fur die Immunisierung nétig. Da fur die Kopplung mit Proteinen eine aktivierte
funktionelle Gruppe, wie eine Carboxyl- oder primare Aminofunktion notwendig ist, setzt
diese haufig die Aktivierung oder Einfuhrung funktioneller Gruppen in das Hapten und damit
seine chemische Derivatisierung voraus. Weiterhin werden bei der Immunogensynthese
haufig sogenannte Linker- oder Spacerstrukturen einer Lange von zwei bis sechs Atomen
(Marco et al., 1995) eingefiihrt, um die Haptene auf der Oberflache der globularen Protein-
struktur zu exponieren und somit dem Immunsystem zuganglich zu machen. Da es sich bei
Retronecin um ein Diol handelt (s. Abbildung 13), musste vor der Einfiihrung eines Linkers
und der Kopplung an einen Proteintrager folglich die Aktivierung einer Hydroxylgruppe er-
folgen.

OH

Abbildung 13: Fir die Immunisierung verwendeter PA-Grundkodrper Retronecin.

Die Synthese der Retronecin-basierten Immunogene erfolgte in Zusammenarbeit mit der
Squarix GmbH in Marl. Basierend auf der Kopplung des Haptens an die Proteintrager BSA
und TG uber die chemisch reaktivere primare Hydroxylgruppe und Verwendung eines
Quadratsaure-Diethylesters (Glisenkamp et al., 1991) wurden Konjugate synthetisiert, wel-
che neben Kohlenstoff auch Heteroatome wie Stickstoff in der Linkerstruktur zwischen Hap-

ten und Proteintrager enthielten (s. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Struktur der in Zusammenarbeit mit der Squarix GmbH synthetisierten Retronecin-
basierten Protein-Konjugate.

Das Design des Linkers war dabei zum einen in einer erhohten Stabilitdt des Konjugats
gegenuber einer Hydrolyse sowie der starken chemischen Unterscheidung gegentber gan-
gigen Seitenketten der Retronecin-basierten PA begriindet. So enthalten voll veresterte PA
neben dem tertidren Stickstoffatom im Grundkorper keine zusatzlichen Stickstoffatome. Die
gewahlte Strategie sollte hierbei die Generierung von mAk unterstitzen, welche in erster
Linie den Grundkorper Retronecin, unter Umstanden aber auch voll veresterte Retronecin-

basierte PA erkennen.

Die qualitative Charakterisierung des TG-basierten Immunogens sowie des heterologen
BSA-Konjugats erfolgte mittels indirekt nicht kompetitivem ELISA unter Verwendung des
mAKk4B8 der japanischen Arbeitsgruppe Morimoto (Sakamoto et al., 2017) von der Kyushu
Universitat Fukuoka (s. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Indirekt nicht kompetitiver ELISA zur qualitativen Uberpriifung der Synthese von Re-
tronecin-Quadratsaure-Linker-Konjugaten unter Verwendung des mAk4B8 (Sakamoto et al., 2017),
m=3, Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

Der mAk4B8 erkennt hochspezifisch das makrozyklische PA Monocrotalin, zeigte jedoch
auch eine geringe KR (0,11%) gegenliber Retronecin. Sowohl fir das heterologe BSA- als

auch das TG-Konjugat konnten im Vergleich zu ungekoppeltem BSA und TG eine Bindung
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des mAk4B8 an die Retronecin-gekoppelten Proteine festgestellt werden, wie durch die

signifikante Absorptionserh6hung bei 450 nm deutlich wurde.

Die reprasentative Bestimmung der Kopplungsdichte am BSA-Konjugat mittels MALDI-
TOF-MS (s. Abbildung 16) und Verwendung von a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (engl. alpha-
Cyano-4-hydroxycinnamic acid, HCCA) als organische Matrixsubstanz (dried droplet),
ergab, berechnet aus der Massendifferenz MWRetronecin-8sa - MWasa, eine mittlere Kopplungs-

dichte von 16 Retronecin-Molekulen pro BSA-Molekdl.
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Abbildung 16: MALDI-TOF-MS-Spektren von BSA (schwarz) und Retronecin-BSA-Konjugat (blau)
zur quantitativen Bestimmung der Kopplungsdichte; Matrix: HCCA, dried droplet, Laserenergie: 60%
Aufgrund der im indirekt nicht kompetitiven ELISA bei vergleichbarer Coating-Konzentration
und Entwicklungszeit gemessenen und nahezu identischen Absorption sowohl fur das BSA-
als auch das TG-Konjugat, ist davon auszugehen, dass die Kopplungsdichte fir den im
Vergleich zum BSA (MW ~ 67 kDa) etwa zehnfach schwereren Proteintrager TG (MW ~
660 kDa) deutlich hoher lag. Eine exakte Bestimmung der Kopplungsdichte des TG-Konju-
gats mittels MALDI-TOF-MS war aufgrund des zu hohen MW jedoch nicht mdglich.
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Das Retronecin-TG-Konjugat wurde schlieBlich fir die Immunisierung von Ratten in Zusam-
menarbeit mit der MAB Monoclonal Antibody Core Facility des Helmholtz Zentrums Mun-
chen (Dr. Regina Feederle) und damit fir die Generierung von mAk zur Detektion des PA-

Grundkorpers Retronecin verwendet.

3.1.2. Synthese und Charakterisierung eines heterologen Konjugats

Da im Rahmen dieser Arbeit hoch affine mAk generiert werden sollten, welche ein méglichst
breites Spektrum an strukturell verschiedenen Retronecin-basierten PA detektieren, wurde
fur das Screening der Hybridom-ZKU mittels indirekt kompetitivem ELISA ein heterologes
Retronecin-BSA-Konjugat eingesetzt. Die Verwendung eines heterologen Protein-Konju-
gats stellt sicher, dass wahrend des Screenings der ZKU ausschlieRlich Zellklone identifi-
ziert werden, welche Antikérper gegen das Hapten, nicht aber fir den bei der Immunisie-
rung verwendeten Proteintrager produzieren. Um auch Antikérper auszuschlie3en, welche
Teile der Linkerstruktur im Retronecin-Linker-TG-Konjugat erkennen, wurde ein Retrone-
cin-BSA-Konjugat ohne Linkerstruktur synthetisiert. Fur die Synthese erfolgte die Kopplung
des Retronecins Uber 1,1'-Carbonyldiimidazol (CDI) (Sakamoto et al., 2017) an primare &-

Aminogruppen der Aminosaure Lysin des Proteintragers BSA (s. Abbildung 17).

a) oH HO
X 0 5
@ Q )J\ )
CDI
3h, 30°C, 0 | N
unter No
Retronecin Bis-Retronecinyl-Carbonat
HQ,
o] g
J o~ ‘
O O _—
Bis-Retronecinyl-Carbonat Retronecin-BSA-Konjugat

Abbildung 17: Derivatisierung von Retronecin mittels CDI zum Bis-Retronecinyl-Carbonat (a) und
Kopplung an BSA Uber primare e-Aminogruppen (b).

Die Entstehung des Bis-Retronecinyl-Carbonats wurde mittels ESI-MS Uberprift (s. Abbil-
dung 18). Neben dem Reaktionsprodukt ((M+H]" m/z 337,17554), wies das aufgenommene
Spektrum das Edukt Retronecin ([M+H]* m/z 156,10213), das Hauptnebenprodukt der Re-

aktion von Retronecin und CDI, sowie das Zerfallsprodukt von CDI Imidazol ([M+H]" m/z
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Abbildung 18: ESI-MS-Spektrum der Reaktion von Retronecin mit CDI.
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Abbildung 19: Indirekt nicht kompetitiver ELISA zur qualitativen Uberpriifung des Retronecin-BSA-
Konjugats unter Verwendung des mAk4B8 (Sakamoto et al., 2017), m=3, Fehler reprasentiert die

Standardabweichung.
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Die anschlieRende Kopplung an den Proteintrager BSA wurde in Borax-Puffer durchgeflhrt.
Nach Dialyse und Lyophilisierung des Konjugats erfolgte wiederum eine qualitative Kon-
trolle des Kopplungserfolgs mittels indirekt nicht kompetitivem ELISA und Verwendung des
mAKk4B8 der japanischen Arbeitsgruppe Morimoto (Sakamoto et al., 2017) (s. Abbildung
19). Die im Vergleich zu ungekoppeltem BSA signifikante Absorptionserhéhung fur das Re-

tronecin-BSA-Konjugat bestatigte eine erfolgreiche Kopplungsreaktion.

Die quantitative Bestimmung der Kopplungsdichte mittels MALDI-TOF-MS und Verwen-
dung von HCCA als organische Matrixsubstanz (dried droplet) (s. Abbildung 20) ergab, be-
rechnet aus der Massendifferenz MWhRetronecin-8sa - MWasa, eine mittlere Kopplungsdichte
von nur ein bis zwei Molekiilen Retronecin pro BSA-Molekiil und steht damit in Uberein-

stimmung mit den Ergebnissen von Sakamoto.
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Abbildung 20: MALDI-TOF-MS-Spektren von BSA (schwarz) und Retronecin-BSA-Konjugat (blau)
zur quantitativen Bestimmung der Kopplungsdichte; Matrix: HCCA, dried droplet, Laserenergie: 85%.
Das Konjugat wurde nachfolgend fiir das Screening der Hybridom-ZKU und in Immunoas-
says fur die Abschatzung der Antikérperaffinitat und -Stabilitat, die Untersuchung der KR
sowie die Bestimmung der Bindungskonstanten der mAk mittels SPR-Spektroskopie ver-

wendet.
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3.1.3. Immunisierung und Screening von Zellkulturiiberstanden

Fir die Generierung von mAk zur Detektion des PA-Grundkoérpers Retronecin wurden drei
Wistar-Ratten mit dem synthetisierten Retronecin-Quadratsaure-Linker-TG-Immunogen (s.
Abbildung 14) immunisiert. Nach sechs Wochen erhielten die Ratten eine erste, nach wei-
teren vier Wochen eine zweite Booster-lmmunisierung. Drei Tage nach der letzten Immu-
nisierung erfolgte die Entnahme der Milz und die Hybridomzellkultur. Zu ihrem Zweck wur-
den die aus der Milz isolierten B-Zellen mit der murinen Myelomazelllinie P3X63-Ag8.653
fusioniert und die ZKU nach zehntagiger Kultivierung auf die Produktion von Retronecin-
spezifischen Antikdérpern untersucht. Die Identifizierung geeigneter Zellklone und damit
mAK erfolgte mittels indirekt kompetitivem ELISA. Um nur die fir den Grundkdérper spezifi-
schen mAk zu identifizieren, wurde fir die Beschichtung der MTP das heterologe Retrone-

cin-BSA-Konjugat ohne Linkerstruktur zwischen PA und Proteintrager (s. Abbildung 17) ver-

wendet.
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Abbildung 21: Aus etwa 800 im indirekt kompetitiven ELISA getesteten ZKU ermittelte positive Zell-
klone (Signalreduktion Absorption im kompetitiven ELISA > 30%), Verdiinnung ZKU im Verhaltnis
1:2 (v/v) in PBS, Absorptionswerte bei 450 nm auf 1 normiert, m=2, Fehler reprasentiert die Stan-
dardabweichung.
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Um das Screening nach geeigneten Zellklonen mdglichst effizient zu gestalten, wurde eine
einzige Retronecin-Konzentration von 2 ug/ml fir den kompetitiven Assay gewahlt und auf-
grund des geringen ZKU-Volumens jeweils nur in Duplikaten gemessen. Insgesamt wurden
etwa 800 ZKU auf diese Weise untersucht und 51 positive Klone identifiziert, unter denen
32 eine Signalreduktion der gemessenen Absorption bei 450 nm von > 30% im indirekt
kompetitiven ELISA zeigten (s. Abbildung 21). Positiv getestete Zellklone wurden expan-
diert, kryokonserviert und anschlie3end rekultiviert. Dieser Vorgang gewahrleistet, dass nur
gefrier-, und damit lagerstabile, sowie genetisch stabile Zellklone fir die Produktion von
mAKk ausgewahlt werden. Es ergaben sich 24 Zellklone, welche erneut mittels indirekt kom-
petitivem ELISA auf die Produktion von Retronecin-spezifischen mAk untersucht wurden.
Fir sechs der getesteten Klone ergab sich im kompetitiven ELISA eine Reduktion der ge-

messenen Absorption bei 450 nm um > 40% (s. Abbildung 22a).

a) b)
1,5 —
= ohne Retronecin 12 = Kion 18H4
e+ 2 ug/ml Retronecin ’ * Kilon 12A7
— Klon 16F1
= S 1.0
c
104 1 i i P i I @,
3 ! * 1 ! | £0,8
=, S
S < 0,6
o =3
= Y o
505 . 504
2 . { . 8
0,24
00l — . . . - ; 0,0 L . . . :
6E3 12A7 13D11 16F1 18H4 22F7 0,0 0,01 0,1 1 10 100
Klonnummer Retronecin [ug/mL]

Abbildung 22: Aus 24 im indirekt kompetitiven ELISA getesteten ZKU ermittelte positive Klone (Sig-
nalreduktion Absorption im kompetitiven ELISA > 40%), Verdiinnung ZKU im Verhaltnis 1:500 (v/v)
in PBS, Absorptionswerte bei 450 nm auf 1 normiert, m=3 (a); ermittelte Kalibrierkurven (0,01 - 100
ug/mL Retronecin in PBS) fiir die Klone 18H4 (Verdiinnung ZKU im Verhaltnis 1:500 (v/v) in PBS),
12A7 (Verdinnung ZKU im Verhaltnis 1:5000 (v/v) in PBS), 16F1 (Verdiinnung ZKU im Verhaltnis
1:500 (v/v) in PBS), m=3 (b), Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

Fir die Klone 12A7, 16F1 und 18H4 konnte im indirekt kompetitiven ELISA bei einer Kali-
brierung Uber einen Konzentrationsbereich von 0,01 - 100 ug/ml Retronecin in PBS eine
Kompetition detektiert werden (s. Abbildung 22b). Da der Zellklon 18H4 im Screening bei
einer fur die Kompetitionsreaktion eingesetzten Konzentration von 2 pg/ml Retronecin die
starkste Signalreduktion (> 90%) und folglich im indirekt kompetitiven ELISA eine im Ver-
gleich zu den Zellklonen 12A7 und 16F1 deutliche Linksverschiebung der sigmoidalen Ka-
libierkurve, hin zu niedrigeren Retronecin-Konzentrationen, zeigte, wurde dieser Zellklon
zur Reklonierung durch Einzelzellverteilung und Generierung eines monoklonalen Hy-

bridoms ausgewahlt. AuRerdem wurde unter Verwendung von IgG-Subklassen/Isotypen-
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spezifischen mAk die Subklasse des mAk18H4 mittels direktem ELISA als IgG2a ermittelt.
Der monoklonale Zellklon wurden anschlieRend erneut expandiert und der ZKU fiir die Pro-
tein G-basierte Affinitatsaufreinigung gesammelt. Der aufgereinigte mAk18H4 wurde bis zur

weiteren Verwendung und seiner umfangreichen Charakterisierung bei 4°C gelagert.

3.1.4. MALDI-TOF-MS des aufgereinigten mAk18H4

Zur Uberpriifung der Reinheit des aufgereinigten mAk18H4 wurde ein MALDI-TOF-MS-
Spektrum aufgenommen. Aufgrund des im Vergleich zum BSA deutlich héheren MW wurde
fur die Charakterisierung des mAk18H4 mittels MALDI-TOF-MS Sinapinsaure (engl.
sinapinic acid, SA) als organische Matrixsubstanz verwendet. Diese ist im ,double layer*
besonders gut fur die Messung intakter Proteine geeignet und wird haufig fur die Charakte-
risierung von Proteinen mit einem MW > 100 kDa verwendet (Moniatte et al., 1996;
Schlosser et al., 2003; Tissot et al., 2005).
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Abbildung 23: MALDI-TOF-MS-Spektrum von mAk18H4; Matrix: SA, double layer, Laserenergie:
100%.

Die MALDI-TOF-MS-Messungen des mAk18H4 ergaben Massenpeaks fir [M+4H]*,
[M+3H]**, [M+2H]** sowie [M+H]" und ein MW von etwa 147 kDa (s. Abbildung 23).

Da die Kultivierung des Zellklons 18H4 fur die Produktion des aufgereinigten Antikdrpers in

Serum-freiem Medium erfolgte und der Anteil am Gesamtprotein nach Aufreinigung des
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Antikorpers Uber eine Affinitatschromatographie unter Verwendung einer Protein G-Saule
rechnerisch bei etwa 1% lag, ist davon auszugehen, dass die Elutionsfraktion nahezu frei
von Rinder-IgG war und auszuschlieRen, dass es sich bei der detektierten Masse um Rin-
der-IgG handelte. Weiterhin wiesen die Massenpeaks keine prominenten Schultern auf,
was auf eine hohe Reinheit der Antikérper-Losung schlieRen Iasst. Diese hohe Reinheit war
besonders im Hinblick auf die Bestimmung der Affinitdtskonstanten mittels SPR-Spektro-
skopie und ITC von besonderer Bedeutung, da ohne den Einsatz exakter Mengen des mAk

keine exakte Bestimmung der Bindungskonstanten moglich ist.

3.2. Affinitatsbestimmungen des murinen mAk18H4

Fir eine ausfuhrliche Charakterisierung des mAk18H4 erfolgten als Ausdruck der Antikor-
peraffinitéat die Bestimmung des ICso-Werts mittels ELISA sowie die Bestimmung weiterer

thermodynamischer Bindungskonstanten mittels ITC und SPR-Spektroskopie.

3.2.1. Affinitatsbestimmung mittels indirekt kompetitivem ELISA

Anhand des halbmaximalen Absorptionssignals (ICso) kann in einem indirekt kompetitiven
ELISA die Affinitat eines Antikdrpers gegentiber seinem Antigen naherungsweise ermittelt
werden. Dazu werden ublicherweise zunachst die Konzentrationen des Coating-Antigens
und des primaren Antikorpers so lange reduziert, bis eine weitere Verringerung der Kon-
zentrationen keine Verbesserung des ICso-Werts erzielt oder das messbare Absorptions-
signal nach ausreichender Entwicklungszeit zu gering ist. Aus den gemessenen Kalibrier-
kurven bei optimalen Bedingungen wird schlie3lich der ICso-Wert sowie der lineare Arbeits-
bereich (IC20-1Cs0) bestimmt. AuRerdem lassen sich der LOD- und der LOQ-Wert ermitteln.
Fir die Bestimmung des ICso-Werts wurden MTP mit Retronecin-BSA (ohne Linkerstruktur,
coating-Antigen) mit einer ermittelten optimalen Konzentration von 1 ug/ml und fir eine ma-
ximal effiziente Adsorption an die Polystyrol-Oberfléche tiber Nacht (UN) bei 4°C beschich-
tet. Das verwendete Konjugat (s. Abschnitt 3.1.2) wies eine geringe Kopplungsrate von ein
bis zwei Retronecin-Molekllen pro BSA-Molekul auf. Die Blockierung unbesetzter Bin-
dungsstellen auf der MTP erfolgte durch die Inkubation mit einer Lésung aus 1% Casein in
PBS. Die ermittelte optimale Konzentration des primaren Antikérpers mAk18H4 lag abhan-
gig vom Alter des mAk bei 260 ng/ml beziehungsweise 520 ng/ml in PBS. Die Kalibrierung
beziehungsweise Kompetition mit dem PA-Grundkérper Retronecin erfolgte Uber einen
Konzen-trationsbereich von 0,001 - 100 ug/ml PBS. Fir die Detektion gebundener primarer
Antikérper an immobilisierte Coating-Antigene wurde ein sekundarer HRP-gekoppelter anti-
Ratte-IlgG-Antikérper (aus Ziege) mit einer Konzentration von 180 ng/ml PBS eingesetzt.

Die Farbreaktion durch die Umsetzung von TMB wurde nach etwa 10 min gestoppt und das
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Absorptionssignal bei 450 nm ausgelesen. Die aus der sigmoidalen Kalibrierkurve (s. Ab-

bildung 24) durchschnittlich ermittelten Parameter sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Abbildung 24: Kalibrierkurve fiir den aufgereinigten mAk18H4 unter optimierten Bedingungen; Kon-
zentration coating-Antigen 1 pg/ml, Konzentration primarer Antikérper (mAk18H4) 260 ng/ml oder
520 ng/ml, Konzentration sekundarer Antikérper (HRP-gekoppelter anti-Ratte-IgG-Antikorper aus
Ziege) 180 ng/ml, Kalibrierung 0,001 - 100 ug/ml Retronecin in PBS; n=7, m=3, Fehler reprasentiert
die Standardabweichung.

Tabelle 2: Ermittelte analytisch relevante Parameter aus der Kalibrierkurve fir mAk18H4.

ICso Linearer Arbeitsbereich LOD LOQ
[ng/ml] IC20-1Cs0 [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
mAk18H4 115,8 + 30,3 61,9 - 500,8 29,9 96,6

So konnte fir den mAk18H4 in PBS ein ICso-Wert von durchschnittlich 115,8 + 30,3 ng/ml,
sowie ein linearer Arbeitsbereich (IC2 - ICg) von 61,9 - 500,8 ng/ml ermittelt werden. Der
LOD lag bei 29,9 ng/ml, der LOQ bei 96,6 ng/ml. Die sich aus dem ICso-Wert in grober
Naherung ergebende Dissoziationskonstante (Kq) lag mit 746 nmol/l (7,46 x 10”7 M) im obe-
ren nanomolaren Bereich. Vergleicht man die ermittelten Werte mit veréffentlichten analy-

tischen Parametern von anti-PA mAk, wird eine signifikant hdhere Bindungsaffinitat des
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mAk18H4 gegenliber Retronecin deutlich. So weist der von Sakamoto et al. veroffentlichte,
fur das PA Monocrotalin hochspezifische, mAk4B8 eine KR von 0,11% flir Retronecin auf,
was einem LOD von 44,36 ng/ml entspricht. Der von Ziindorf et al. veréffentliche Retrorsin-

spezifische mAk hingegen zeigt gegentber dem PA-Grundkoérper keine KR.

Der etablierte ELISA wurde im Folgenden auch fir die Untersuchungen der Stabilitat des
mAk18H4 in Gegenwart unterschiedlicher organischer Lésungsmittel, pH-Werte und pflanz-

licher Rohextrakte sowie fur die Quantifizierung reduzierter PANO eingesetzt.

3.2.2. Bestimmung thermodynamischer Bindungskonstanten mittels ITC und SPR-
Spektroskopie

Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

Fir die Bestimmung der Dissoziationskonstanten und weiterer thermodynamischer Para-
meter der Interaktion von mAk18H4 und Retronecin mittels ITC, wurde das Antigen Retro-
necin schrittweise zum mAk18H4 titriert und die benétigte Heizleistung fir den Ausgleich
der Temperatur zwischen Referenz- und Messzelle gemessen. Sobald es zu einer Satti-
gung des Paratops kam, fluhrte das Hinzufligen des Antigens zu keiner weiteren messbaren
Temperaturanderung mehr. Da es sich bei der Wechselwirkung zwischen mAk18H4 und
Retronecin um eine exotherme Reaktion handelt, war die ermittelte Differenzheizleistung
(DP) negativ (s. Abbildung 25a).

a) b)
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Abbildung 25: Rohdaten ITC-Messung der exothermen Reaktion von mAk18H4 (8,8 pM) mit
Retronecin (132 pM) (a) und angepasste (Bindungsmodell 1:1) Titrationskurve/lsotherme der
integrierten Signalspitzen des Sensorgramms (b).

Durch die Integration der Signalspitzen des Sensorgramms wurde die Isotherme (s. Abbil-

dung 25b) ermittelt, welche durch Wahl des Bindungsmodells fiir eine 1:1-Interaktion zur
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Berechnung der Dissoziationskonstanten Kq (Steigung der Isotherme), der Bindungsstéch-
iometrie N (Wendepunkt der Isotherme) sowie der Reaktionsenthalpie AH (Signalmaxi-
MUMisotherme = Signalminimumisotnerme) Verwendet wurde. Weiterhin konnten Parameter der
thermodynamischen Signatur (AG, AS) der Reaktion zwischen mAk18H4 und Retronecin

bestimmt werden (s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Mit ITC bestimmte durchschnittliche Dissoziationskonstante Ka, Werte fir AH, AG, -TAS
und die Bindungssttchiometrie N, n=3, Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

) Kq AH AG -TAS N
Titrant [M] [kcalimol]  [kcalimol]  [kcal/mol]
Ret . 2,13x107+ -13,67 + -9,15+ 4,55 + 1,09 £
etronecin 9,00 x 10 0,85 0,29 1,12 0,03
5 T
0 .
5
£ 5]
s
-10 -
-1 5 .

AG AH -TAS

Abbildung 26: Mit ITC ermittelte thermodynamische Parameter fir die Interaktion von mAk18H4
und Retronecin, n=3, Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

Fir die Dissoziationskonstante Kq ergab sich ein Wert von 2,13 x 107 + 9,00 x 10® M. Der
negative Wert fir die Reaktionsenthalpie AH von -13,67 + 0,85 kcal/mol deutet auf die in-
teraktionsbedingte Entstehung von Wasserstoffbriicken- und weiteren nichtkovalenten Bin-
dungen hin. Der positive Wert fur die Entropie -TAS von 4,55 + 1,12 kcal/mol hingegen gibt
Hinweis auf einen Verlust von Freiheitsgraden durch die bimolekulare Reaktion von
mAk18H4 und Retronecin.
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Der Wert der Bindungsstdchiometrie N lag fiir das vorliegende Experiment bei 1,09 £ 0,03
und damit etwas Uber 1. Setzt man bei der bimolekularen Reaktion von Antigen und Anti-
korper eine 1:1-Interaktion voraus, ist die Abweichung wahrscheinlich auf eine fehlerhafte
Konzentration entweder des Antigens oder des Antikdrpers zurtickzufihren. Wahrscheinli-
cher ist eine fehlerhafte Konzentration des Antikérpers, was durch die durchgefiihrten SPR-

Messungen bestatigt werden konnte.

Eine ITC-Messung fiir die Interaktion des mAk18H4 und BSA ergab erwartungsgemaf

keine unspezifische Interaktion (Daten nicht gezeigt).

Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR-Spektroskopie)

Im Unterschied zur ITC kann Uber die SPR-Spektroskopie die Charakterisierung der Dyna-
mik einer molekularen Interaktion anhand der Bestimmung der Ratenkonstanten ks und kg
erfolgen. Fur ihre Bestimmung ist im Gegensatz zur ITC die Immobilisierung eines der bei-
den Reaktionspartner der bimolekularen Reaktion auf einer Sensoroberflache erforderlich.
Fir die Charakterisierung der Interaktion zwischen Antikdrper und Antigen hat sich die Im-
mobilisierung des Antikorpers (Antibody-capture Format) auf der Oberflache des Sen-
sorchips bewahrt. Dadurch kénnen Aviditatseffekte vermindert und die Aktivitat des Anti-
gens erhalten werden. Haufig wird zu diesem Zweck eine carboxymethylierte Dextran-
Matrix mit immobilisiertem rekombinanten Protein G verwendet. Protein G bindet spezifisch
den Fc-Teil von IgG (Bjorck et al., 1984) und sorgt somit fur eine gerichtete Immobilisierung

des Antikorpers auf der Sensoroberflache.

Fir die Bestimmung der Ratenkonstanten ki und kq sollte das maximale Analytsignal (Rmax)
einen Wert von 100 RU nicht Ubersteigen. Die bendtigte Ligandendichte (R.) auf der funk-

tionalisierten Chipoberflache lasst sich dabei nach Formel 9 ermitteln.

Ry = —Anabvt g g (9)
max M WLigand
Rmax = 100 RU RL = Ligandendichte auf s = Stochiometrisches
Sensoroberflache Verhaltnis
Analyt= Retronecin-BSA Ligand = mAk18H4

Da die Verwendung von Retronecin als Analyt aufgrund seines geringen MW und folglich
eines nicht messbaren Analytsignals nicht méglich war, wurde fur die SPR-Messungen das
bereits eingeflhrte Retronecin-BSA-Konjugat ohne Linkerstruktur verwendet. Unter Be-
ricksichtigung des MW des mAk18H4 (147 kDa) sowie des Retronecin-BSA-Konjugats (67
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kDa) und Auflésung der Formel nach R, konnte eine fir die Messung der Kinetik notwendige
RU von 110 ermittelt werden. Die berechnete Ligandendichte war jedoch nicht ausreichend,
um eine Kinetik messbar zu machen. Zu vermuten ist, dass die Fab-Fragmente einiger mAk
nicht korrekt gefaltet waren. Infolgedessen wurde die Ligandendichte in Flusszelle 2 Uber

langere Immobilisierungszeiten auf einen Wert von R.=1000 erhoéht.

Die Bestimmung der Affinitats- und Dissoziationsratenkonstanten (k. und kq) sowie die da-
raus resultierende Dissoziationskonstante (Kq) erfolgte Gber die Messung einer single cycle
Kinetik (SCK). Hierfur wurden beginnend mit der niedrigsten Konzentration jeweils 120 s
Retronecin-BSA (Assoziationsphase) und anschlieRend jeweils 180 s Laufpuffer (Dissozi-
ationsphase) tber den Sensorchip geleitet. Fir die Bestimmung der Ratenkonstanten wird
die Konzentration des Analyten ublicherweise Uber einen Bereich von 0,1 - 10 beziehungs-
weise 100 x Kq titriert. Bei einer im FlieRgleichgewicht (engl. steady state) ermittelten Dis-
soziationskonstante K4 von 6,74 x 10° M (s. Abbildung 27) wurde Retronecin-BSA entspre-

chend Uber einen Konzentrationsbereich von 1,88 - 30 uM titriert.

344 = Retronecin-BSA
Langmuir-Isotherme

32
30
28
26
24

22 1

Refraktive Einheiten [RU]

20 A

18 .
:qI, T : T T T T T :r
0,0 5,0x10°1,0x10°1,5x10°2,0x10%2,5x107°3,0x10°
Retronecin-BSA [M]

Abbildung 27: Ermittelte RUmaxim Flie3gleichgewicht (steady state) bei Titration der Analytkonzen-
trationen von 1,88 - 30 uM. Das Fitting der Daten ergibt die Dissoziationskonstante im Gleichgewicht
Ka (gestrichelte Linie) als Wendenpunkt der Langmuir-Isotherme.

Nach Injektion der hochsten Analytkonzentration wurde der Chip fiir weitere 35 min mit
Laufpuffer gespult. Das erhaltene Sensorgram (s. Abbildung 28a) wurde unter Verwendung
eines geeigneten Fitting-Modells fir die Berechnung der Ratenkonstanten ka und kq ver-
wendet. Fur die Anpassung der Daten und unter Bericksichtigung der Dissoziation des
mAKk18H4 von der Chipoberflache als am besten geeignet, erwies sich das Modell fiir einen

heterogenen Liganden. Dieses Modell legt zugrunde, dass ein heterogener Ligand vorliegt
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und es zur Ausbildung zweier Komplexe (Komplex 1 und Komplex 2) aus Ligand und Analyt
mit unterschiedlichen Halbwertszeiten und dementsprechend jeweils individuellen und un-

terschiedlichen ka-, kq¢- und folglich Kg- Werten kommt.
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Abbildung 28: Sensorgramm fiir die Analyse der Kinetik der Interaktion von mAk18H4 mit Retrone-
cin-BSA - Die Zugabe der Analytldsung erfolgte jeweils fiir 60 s (Assoziationsphase), die Zugabe
von Laufpuffer fir jeweils 180 s (Dissoziationsphase); Anpassung der Daten mit Hilfe des Modells
,Heterogener Ligand' (a); Zerlegung des angepassten Sensorgramms in einzelne zur Kinetik beitra-
gende Komponenten: Komplex 1, Komplex 2 und Drift (b).
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Es ergaben sich einerseits ein relativ instabiler Komplex 1 und andererseits ein stabilerer
Komplex 2 (s. Abbildung 28b). Die erhaltenen Ratenkonstanten sind in Tabelle 4 zusam-

mengefasst.

Tabelle 4: Mittels SPR-Spektroskopie bestimmte kinetische Konstanten ka, kq und Ka.

ka [1/Ms] ka [1/s] Kq [M]
Steady state 6,74 x10°
Komplex 1 3,63 x10° 3,43 x102 9,46 x10°
Komplex 2 1,40 x10* 1,49 x10* 1,06 x10

Die unterschiedliche Stabilitat der Komplexe wird vor allem durch den Vergleich der ermit-
telten ke-Werte von 3,43 x102 M fiir Komplex 1 und 1,49 x10* M fir Komplex 2 deutlich.
Komplex 1 wies mit einem Kg-Wertvon 9,46 x 10 M einen im Vergleich zum Uiber die Ana-
lyse der Interaktion zwischen mAk18H4 und Retronecin-BSA im FlieRgleichgewicht ermit-
telten Kg-Wert von 6,74 x 10° M (s. Abbildung 27) &hnlichen Wert auf. Die Bildung des

stabileren Komplex 2 war durch einen Kq-Wertvon 1,06 x 10 M charakterisiert.

Die Entstehung zweier Komplexe mit unterschiedlichen Halbwertszeiten 1asst sich mdglich-
erweise durch die Ausbildung eines instabileren Komplexes aus mAk18H4 und nur einem
Retronecin-Molekil als monovalente Interaktion sowie eines stabileren Komplexes aus
mAKk18H4 und zwei Retronecin-Molekilen auf einem oder zwei Konjugaten als bivalente
Interaktion erklaren. Dabei zeigte sich fur die Bildung von Komplex 1 eine deutlichere Ab-
hangigkeit von der eingesetzten Analytkonzentration, wohingegen die Bildung von Komplex
2 eine schnelle Sattigung zeigte. Da der Chip durch Zugabe von BSA in den Laufpuffer mit
einem dem eingesetzten Retronecin-Konjugat entsprechenden Proteintrager abgesattigt
war und auch die ITC-Messungen keine Interaktion des mAk18H4 mit BSA detektieren
konnte, kann ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem zusatzlichen Komplex um eine
unspezifische Interaktion des mAk18H4 mit BSA handelte.

Vergleich der Uber ITC und SPR-Spektroskopie ermittelten Affinitdtskonstanten

Die mittels ITC und SPR-Spektroskopie ermittelten Kq-Werte fir die monovalente Interak-
tion von mAk18H4 und Retronecin lagen mit Werten von 2,13 x 107 + 9,00 x 10® M (ITC)
und 6,74 x10° M beziehungsweise 9,46 x10° M (SPR) in einem sehr dhnlichen Bereich.
Allerdings sind ITC und SPR-Spektroskopie und damit die ermittelten K¢-Werten nur bedingt
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vergleichbar, da sich das Messprinzip und das Design der Experimente deutlich unterschei-
den. Bei der ITC liegen beide Bindungspartner in Lésung vor, bei der SPR-Spektroskopie
hingegen ist einer der beiden Bindungspartner auf der Sensorchipoberflache immobilisiert.
Zusatzlich wurde flr die Bestimmung der Kg-Werte mittels ITC Retronecin als Titrant ver-
wendet, wohingegen bei der SPR-Spektroskopie aufgrund des zu geringen MW von Retro-
necin das Retronecin-BSA-Konjugat verwendet werden musste. Dennoch stehen die Kg-
Werte aus beiden Messprinzipien in guter Ubereinstimmung mit dem im ELISA vom ICso-
Wert abgeleiteten Kq-Wert. Dieser lag bei einer Analytkonzentration von 115,8 £+ 30,3 ng/ml
und damit bei 7,46 x 107 M. Es sei erwahnt, dass ein direkter Vergleich zwischen ICso- und
Kg-Wert nur unter Annahme eines FlieRgleichgewichts sinnvoll und daher fir einen kompe-
titiven ELISA nur bedingt zulassig ist (Cheng et al., 1973).

3.3. Untersuchung der Kreuzreaktivitaten gegenuber verschiedenen

Retronecin-, Heliotridin- und Otonecin-basierten PA

Da flr die Immunisierung und damit Generierung des mAk18H4 der PA-Grundkodrper Re-
tronecin verwendet wurde, sollte weiterhin untersucht werden, ob der Antikdrper eine Bin-
dung von kompletten Retronecin-basierten und damit strukturell verwandten offenkettigen
und makrozyklischen PA oder auch mit Heliotridin- und Otonecin-basierten PA zeigte. Aus-
gewabhlte Retronecin-basierte PANO wurden ebenfalls in die Untersuchungen einbezogen.
Insgesamt wurden fur 29 PA und PANO die KR ermittelt. Dies erfolgte fir alle Strukturen
mit einem indirekt kompetitiven ELISA Uber einen aquimolaren Konzentrationsbereich von
0,01 - 100 pg/ml aus Stammldsungen in PBS. Die Berechnung der KR flr die einzelnen
Substituenten erfolgte im Vergleich zu Retronecin (Antigen) (s. Formel 5). Eine vollstandige
Auflistung aller untersuchten PA sowie der fur den betrachteten Konzentrationsbereich er-
mittelten KR sind in Tabelle 5, eine Ubersicht (iber alle fiir die Untersuchungen der KR

eingesetzten molekularen PA-Strukturen in Tabelle 9 (Anhang) zusammengefasst.

Tabelle 5: Ubersicht (iber ermittelte KR gegentiber 29 PA und PANO fiir den mAk18H4, n=2-3 (KR
< 1%: -), Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

Pyrrolizidinalkaloid (PA) Kreuzreaktivitat [%]

Retronecin 100

Retronecin-basierte, offenkettige PA

Intermedin (Im) 177,0 + 58,6

7-O-Acetylintermedin (Aclm) 94977

58



Ergebnisse und Diskussion

7-O-Acetyllycopsamin (AcLy) 66,9 £ 10,3
Indicin (Ic) 59,3+14,0
Lycopsamin (Ly) 33,0+£14

Echimidin (Em) -

Retronecin-basierte, makrozyklische PA

Seneciphyllin (Sp) 216,9+6,9
Integerrimin (Ig) 932+24
Monocrotalin (Mc) 14,4 £ 5,6
Trichodesmin (Td) 129+4,6
Sceleratin (SI) 12,7+4,7
Senecionin (Sc) 10,0+ 0,9
Merenskin (Mk) 98+1,8
Retrorsin (Re) 76+0,3
Merepoxin (Mx) 57+15
Jacolin (JI) 3,7+1,0
Erucifolin (Ec) 3,0+17
Senecivernin (Sv) 3,0+£0,8

Jacobin (Jb) -

Retronecin-basierte PANO

Retronecin-N-Oxid -
Seneciphyllin-N-Oxid -
Integerrimin-N-Oxid -
Intermedin-N-Oxid -

Heliotridin-basierte PA

Heliotridin (Hd) 29,6 £1,3
Heliotrin (Ht) 28+1,0
Lasiocarpin (Lc) 2,6+0,2
Europin (Eu) 20+0,5
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Otonecin-basierte PA

Otonecin (On) -

Senkirkin (Sk) -

Die umfangreichen Untersuchungen ergaben flr Retronecin-basierte PA sehr unterschied-
liche Ergebnisse mit teilweise hoher KR fur offenkettige und makrozyklische PA. Mit einer
einzigen Ausnahme, dem Em, zeigten alle untersuchten offenkettigen Retronecin-basierten
PA eine KR > 30%. Fur Im ergab sich mit 177,0 + 58,6% sogar eine KR > 100%, was auf
die Ausbildung eines im Vergleich zu Retronecin stabileren Immunkomplexes mit mAk18H4
schlief3en lasst. Strukturell unterscheidet sich Em als offenkettiger Diester von den Ubrigen
PA vor allem durch die an Position C7 veresterte Cs-Angelicasaure. Alle weiteren offenket-
tigen Retronecin-basierten PA liegen entweder als Monoester (Im, Ly, Ic) vor oder sind an
Position C7 lediglich acetyliert (Aclm, AcLy). An Position C9 ist Em Uber eine Echimidin-
saure, Im und Aclm jeweils Uber eine (+)-Trachelanthinsaure und Ly und AcLy Uber eine
(-)-Viridiflorinsaure verestert. Ic hingegen ist an Position C9 der Necinbase Retronecin uber

eine (-)-Trachelanthinsaure verestert (s. Abbildung 29).

Angelicasaure  (+)-Trachelanthinsdure  (-)-Trachelanthinsdure (-)-Viridiflorinsaure

4
Echimidinsaure Heliotrinsaure Lasiocarpinsaure

Abbildung 29: Ausgewahlte Cs- und C7-Monocarbonsauren, welche als Necinsauren mit den Ne-
cinbasen Retronecin und Heliotridin offenkettigen Mono- oder Diester bilden (Roeder, 1995).

Strukturell unterscheiden sich die PA folglich nur minimal in den Topizitaten weniger Ste-
reozentren der veresterten Necinsauren, was jedoch zu deutlichen Unterschieden in den
ermittelten KR fuhrte.
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In der Gruppe der makrozyklischen Retronecin-basierten Diester konnten nur fiir die PA Sp
mit 216,9 £ 6,9% und Ig mit 93,2 + 2,4% KR > 30 % ermittelt werden. Alle anderen unter-
suchten PA zeigten Werte deutlich < 15%. Da fur Sp genau wie fir Im eine KR > 100%
ermittelt werden konnte, ist der ausgebildete Immunkomplex besonders stabil. Strukturell
unterscheiden sich die elf- oder zwoélfgliedrigen makrozyklischen Diester durch die Uber die
Positionen C7 und C9 des PA-Grundkoérpers Retronecin veresterten unterschiedlichen Di-
carbonsauren. So ist Sp mit einer Seneciophyllinsaure, Ig mit einer Integerrinecinsaure, Mc
mit einer Monocrotalinsdure, Td mit einer Trichodesminsaure, SI mit einer Sceleranecin-
saure, Sc mit einer Senecinsaure, Mk mit einer Chlordeoxysceleranecinsaure, Re mit einer
Isatinecinsaure, Mx mit einer Epoxysceleranecinsaure, JI mit einer Jacolinecinsaure, Ec mit
einer Erucifolinecinsdure, Sv mit einer Seneciverninsaure und Jb mit einer Jacobinecin-
saure verestert (s. Abbildung 30). Die Dicarbonsauren unterscheiden sich dabei teilweise
ebenfalls nur in geringem Malle durch die Stereochemie einzelner Stereozentren (vgl.
Seneciophyllin- und Senecinsaure) oder auch deutlich durch die Anzahl substituierter Me-
thylgruppen oder funktioneller und polarer Gruppen wie Hydroxylgruppen und Epoxidfunk-

tionen. Die Chlordeoxysceleranecinsaure weist au3erdem ein Chloratom auf.

Fir die untersuchten PANO hingegen konnte keine KR ermittelt werden. Gleiches gilt fir
Otonecin-basierte PA. Hier konnten weder fur den Grundkdrper noch fir das makrozykli-
sche PA Sk, welches einen Diester mit einer Integerrinecinsaure (s. Abbildung 30) bildet,
eine KR bestimmt werden. Fur Heliotridin-basierte PA konnte fiir den Grundkérper eine KR
von knapp 30% ermittelt werden. Keine signifikanten KR (< 3%) hingegen ergaben sich flir
die drei weiteren untersuchten Heliotridin-basierten PA Ht, Lc und Eu, welche sich wieder-
rum in ihren veresterten Necinsauren unterscheiden. So ist Ht an Position C9 mit einer
Heliotrinsaure, Lc und Eu hingegen mit einer Lasiocarpinsaure verestert. Lc ist als offen-
kettiger Diester zusatzlich an Position C7 mit einer Angelicasaure verestert (s. Abbildung
29).
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Integerrinecinsaure Monocrotalinsaure

Trichodesminsaure

Cl

OH HO

Jacolinecinsaure Erucifolinecinsaure Seneciverninsaure

Jacobinecinsaure

Abbildung 30: Ausgewahlte Dicarbonsauren, welche als Necinsduren mit den Necinbasen Retro-
necin und Otonecin makrozyklische PA bilden (Bredenkamp et al., 1985; De Waal et al., 1948;
Drewes et al., 1982; Roeder, 1995).
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3.3.1. Untersuchung der antigenen Determinante

Durch den Vergleich der fur 29 PA ermittelten KR sollte die antigene Determinante und
damit das Epitop naher charakterisiert werden. Sie ist strukturell komplementar zum Pa-
ratop eines mAk. Dazu wurden zunachst die KR fir verschiedene PA-Grundkérper und
PANO verglichen. Aufgrund des Immunogen-Designs (s. Abbildung 14) unter Verwendung
von Retronecin waren KR mit nicht-Retronecin-basierten PA als weitgehend unwahrschein-
lich einzuschatzen, was fiir die Necinbase Otonecin bestatigt werden konnte. Dies lasst
sich einerseits durch die Einflihrung einer Methylgruppe am tertidren Amin und andererseits
durch die Oxidation an Position C8 sowie einer dadurch bedingten Entstehung eines mo-
nozyklischen Ringsystems und im Vergleich zum Retronecin stark abweichenden chemi-
schen Struktur erklaren (s. Abbildung 31). Folglich konnten auch fur Otonecin-basierte PA
keine KR detektiert werden. Gleiches gilt fur alle untersuchten PANO, welche am tertiaren
Amin oxidiert sind und somit eine zusatzliche polare Gruppe im Grundkdrper aufweisen (s.
Abbildung 31).

OH

A\

N

Retronecin Retronecin-N-Oxid Otonecin

Abbildung 31: Strukturen von Retronecin, Retronecin-N-Oxid und Otonecin.

Die fir den PA-Grundkorper Heliotridin ermittelte KR von etwa 30% lasst sich durch den
nur geringen strukturellen Unterschied im Stereozentrum an der Position C7 erklaren. Re-
tronecin weist an dieser Stelle eine (R)-Konfiguration, Heliotridin hingegen eine (S)-Konfi-
guration auf (s. Abbildung 32). Fir die Ausbildung des Immunkomplexes ist die raumliche
Position der tertiaren Hydroxylgruppe aber von besonderer Bedeutung. Es ist davon aus-
zugehen, dass sie eine Rolle bei der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwi-

schen mAk18H4 und Antigen spielt.

Retronecin Heliotridin

Abbildung 32: Strukturen der zueinander stereoisomeren PA-Grundkorper Retronecin und Heliotri-
din.
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Im Kontext Retronecin-basierter offenkettiger und makrozyklischer PA konnten trotz der
strukturellen Uberschneidungen nicht fir alle getesteten PA KR in gleicher oder ahnlicher
Hohe detektiert werden. Anhand der teilweise tUber 100% liegenden KR lasst sich der struk-
turelle Einfluss der Linkerstruktur des Immunogens (s. Abbildung 14) auf die antigene De-
terminante erkennen. Die Stabilitat des Immunkomplexes kann durch die Ausbildung des
Carbonsaureesters tiber die primare OH-Gruppe an Position C9 der Necinbase erhéht sein.
Méglicherweise stabilisiert der Carbonsaureester als Teil der antigenen Determinante den

Immunkomplex Uber die Ausbildung von Wasserstoffbriicken.

Weiterhin lieR® sich beobachten, dass fur die getesteten offenkettigen PA mit Ausnahme von
Em hoéhere KR ermittelt werden konnten, als fur alle makrozyklischen PA mit Ausnahme
von Sp und Ig. Dabei beeinflusst die Acetylierung an Position C7 der Necinbase die Stabi-
litat des Immunkomplexes negativ. So halbierte sich die ermittelte KR fur Acim (KR 94,9 +
7,7%) im Vergleich zu Im (KR 177,0 £ 58,6%) nahezu. Konsequenterweise konnte fur den
offenkettigen Diester Em, welcher Uber die tertiare OH-Gruppe an Position C7 nicht acety-
liert, sondern mit einer raumfordernden Cs-Carbonsaure verestert ist, keine KR ermittelt
werden. Da jedoch auch in der Gruppe der Monoester nicht fir alle PA die gleiche KR er-
mittelt werden konnte, spielt héchstwahrscheinlich die raumliche Struktur der Necinsauren
auch gleicher Summenformel eine wichtige Rolle bei der Interaktion von mAk18H4 und den
Kreuzreaktanden. Das wird besonders deutlich, wenn man die ermittelte KR fir Im (KR
177,0 £ 58,6%) und Ly (KR 33,0 £ 1,4%) vergleicht, deren Necinsauren (+)-Trachelanthin-
saure und (-)-Viridiflorinsaure Stereoisomere sind und sich nur in der Topizitat des Stereo-
zentrums an Position C3 unterscheiden. Vergleicht man die Struktur mit der auf den
Carbamatester folgenden Linkerstruktur des Immunogens, so weist diese eine deutlich ge-
ringere strukturelle Komplexitat auf. Zusatzliche Methylgruppen sowie polare Gruppen kon-
nen abschirmende Wirkung fur die Ausbildung nichtkovalenter Interaktionen haben oder

durch Raumforderung die raumliche Komplementaritat zum Paratop herabsetzen.

Im Kontext der makrozylischen PA lasst sich feststellen, dass die Einfuhrung zuséatzlicher
polarer Gruppen wie Hydroxylgruppen oder auch Epoxide als Elektronendonoren in den
Dicarbonsauren zu einer starken Verminderung der KR flhrten und folglich die Ausbildung
des Immunkomplexes negativ beeinflussten. Auch die Anzahl und Position von raumfor-
dernden Methylgruppen beeinflusste die KR. Interessant sind in diesem Zusammenhang
vor allem die unterschiedlichen ermittelten KR fiir die PA Sp (KR 216,9 + 6,9%) und Sc (KR
10,0 £ 0,9%), welche sich lediglich durch die Substitution an Position C4 ihrer Necinsauren
mit einer Methylen- und einer Methylgruppe unterscheiden. Aus diesem Grund wurde die
Betrachtung der raumlichen Struktur der PA in die Untersuchungen mit aufgenommen. Aus-

gewahlte Verbindungen wurden hierbei in eine dreidimensionale Struktur Uberfihrt und die
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potentielle Energie durch Optimierung von Bindungslange und Torsionswinkel innerhalb der
Molekule unter Verwendung eines MM2 Kraftfelds (Allinger, 1977) minimiert. Die Molekule
wurden anschlieRend durch ein Alignment und Verwendung der Software FlexS (Lemmen
et al., 1998) miteinander verglichen. Zu diesem Zweck wurden Retronecin als Basisfrag-
ment und Ankerstruktur definiert und darauf basierend das Testmolekul auf dem starren
Referenzmolekul platziert. Unter Berucksichtigung der korrekten Bindungslangen, Torsi-
onswinkel und Polaritaten, wurde das Testmolekil anschliefend mit dem Referenzmolekiil
aligned. Die erhaltenen Konformationen wurden in Bezug auf die Qualitat des Alignments,
beispielsweise hinsichtlich sinnvoller Platzierung des Basisfragments, bewertet. Die Unter-
suchungen ergaben fir den Vergleich der dreidimensionalen Strukturen von Sp und Sc,
dass bei Platzierung der PA-Grundkoérper vor allem der Carbonsaureester an Position C9
des Retronecins sowie die Hydroxylgruppen an Position C2 der beiden Necinsauren nicht

zur Deckung gebracht werden kann (s. Abbildung 33).

Abbildung 33: Alignment aus Sp (lila, Referenzstruktur) und Sc mit Retronecin als Basisfragment;
N = blau, O = rot, H = weil3.

Betrachtet man hingegen das Alignment der Cis-Trans-Isomere Sp und Ig, so kann der
Carbonsaureester bei nicht ganz vollstandiger Platzierung der Basisfragmente besser zur
Deckung gebracht werden (s. Abbildung 34), wodurch sich Ig deutlich besser in das Volu-
men des Sp einpassen lasst. Erklarbar ware dadurch die hohe, jedoch im Vergleich zu Sp
verminderte KR von 93,2 + 2,4%.
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Abbildung 34: Alignment aus Sp (lila, Referenzstruktur) und Ig mit Retronecin als Basisfragment; N
= blau, O =rot, H = weil}.

Vergleicht man die Konformation der PA Sp und Jb, fir welche keine KR ermittelt werden
konnte, ergeben sich wiederum starke Unterschiede in der Konformation der PA (s. Abbil-
dung 35).

Die Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass geringe Unterschiede in der atomaren
Zusammensetzung der Dicarbonsaure die Konformation des Makrozyklus und somit mog-
licherweise auch die Komplementaritat zum Paratop und konsequenterweise die Stabilitat
des ausgebildeten Immunkomplexes deutlich beeinflussen. Monoester sind im Vergleich zu
den rigiden makrozyklischen PA dabei deutlich flexibler, wodurch sich die allgemein hdéhere
KR fur offenkettige PA erklaren Iasst. Die strukturelle Determinante wird daher erwartungs-
gemal von der Necinbase Retronecin sowie dem Carbonsaureester an Position C9 be-
stimmt. Sie steht in enger Beziehung zur Konformation des Carbamatesters des fur die

Immunisierung verwendeten Immunogens.
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Abbildung 35: Alignment aus Sp (lila, Referenzstruktur) und Jb mit Retronecin als Basisfragment;
N = blau, O = rot, H = weil3.

Weiterhin ist denkbar, dass zusatzliche Substituenten wie polare Hydroxylgruppen oder
raumfordernde Methylgruppen den Immunkomplex destabilisieren, da sie entweder die
Konformation des Makrozyklus und somit auch die des Carbonsaureesters beeinflussen

oder auch die Wechselwirkung zwischen PA und mAk18H4 rdumlich nicht zulassen.

Allgemein lasst sich weiterhin festhalten, dass weder die Konformationen des Immunogens
oder der im Immunkomplex gebundenen PA, noch die Kristallstrukturen des mAk18H4 oder
eines vollstandigen Immunkomplexes bekannt waren. Aus diesem Grund basieren alle
Uberlegungen auf den Konformationen ungebundener PA. Weiterhin ist ein Einfluss von
Aminosaureseitenketten des Proteintragers auf die strukturelle Determinante des Antigens

nicht auszuschlieRen.
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3.4. Stabilitatsuntersuchungen des murinen mAk18H4

Die Stabilitatsuntersuchungen des mAk18H4 sollten Aufschluss Uber seine potentielle An-
wendbarkeit im Kontext einer ELISA-basierten Quantifizierung von Retronecin-basierten

PA in pflanzlichen Rohextrakten geben.

3.4.1. Stabilitat gegeniiber verschiedenen organischen Losungsmitteln und pH-
Werten

Die Sekundar- und Tertiarstruktur und damit Faltung und Konformation eines Antikdrpers
hat maR3geblichen Einfluss auf seine Funktion. Die durch Wasserstoffbriickenbindungen,
hydrophobe und ionische Wechselwirkungen sowie Van-der-Waals-Krafte und Disulfidbri-
cken gebildete funktionelle Struktur kann durch Abweichungen von physiologischen Bedin-
gungen (bspw. Temperatur, Scherkrafte, organische Losungsmittel oder pH-Werte) dena-
turiert und folglich in ihren chemischen, biologischen und physikalischen Eigenschaften ge-
stort werden (Neurath et al., 1944). Zusatzlich ist die reversible Interaktion zwischen Anti-
kérpern und Antigenen durch nichtkovalente, wie beispielsweise elektrostatische und hyd-
rophobe Wechselwirkungen bestimmt (Van Regenmortel, 2009) und kann ebenfalls durch
organische Lésungsmittel, extreme pH-Werte oder verschiedene Detergenzien reversibel
beziehungsweise irreversibel negativ beeinflusst werden. Die Affinitdt eines Antikdrpers
und die messbaren analytischen Parameter in einem ELISA koénnen folglich durch Gegen-
wart von organischen Lésungsmitteln oder pH-Wert-Anderungen negativ beeinflusst sein.
Da fur die Extraktion von PA aus verschiedenen pflanzlichen Matrices sowie ihre Aufarbei-
tung Uber SPE haufig Extraktionsmittel mit sehr niedrigen pH-Werten (Kaltner et al., 2018;
Oplatowska et al., 2014) oder auch organische Losungsmittel (Betteridge et al., 2005;
Kempf et al., 2008) verwendet werden, musste die Stabilitat und folglich die Affinitat des
mAk18H4 unter ausgewahlten Bedingungen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde
ein indirekt kompetitiver ELISA durchgefiihrt und das Antigen Retronecin fir die Messung
der Kalibrierkurve (0,01 - 100 pg/ml) in verschiedenen organischen, im Vergleich zu Wasser
unpolareren Lésungsmitteln (MeOH, EtOH und ACN), sowie Losungen unterschiedlicher
pH-Werte (pH 1,35, pH 4,68, pH 9,96) geldst.

Es war zu beobachten, dass in Abhangigkeit erhdhter Konzentrationen organischer L6-
sungsmittel in der Probenldsung die ICso-Werte anstiegen (s. Abbildung 36). Vor allem Al-
kohole, hierbei EtOH starker als MeOH, und damit protische Lésungsmittel, beeinflussten
den ICso-Wert bereits ab einem Anteil von nur 10% in der Probenlésung. So stiegen die

ICs0-Werte um jeweils etwa 150%, wahrend das deutlich unpolarere und aprotische L6-
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sungsmittel ACN die ICso-Werte deutlich weniger beeinflusste. Diese stiegen auch bei ei-
nem Anteil von 20% ACN in der Probenlésung nur um etwa 40%. In allen Losungsmitteln
sanken aufRerdem die absolut messbaren Absorptionen fir den Blindwert in Abhangigkeit
der Losungsmittelkonzentration. In ACN war dieser Effekt mit etwa 21% und knapp 40%
geringer, als in den beiden Alkoholen EtOH und MeOH mit 38% und 57% beziehungsweise
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Abbildung 36: Mittels indirekt kompetitivem ELISA ermittelte 1Cso-Werte fiir eine Kalibrierung (0,01
- 100 pg/ml) mit Retronecin (a) und Reduktion der messbaren Absorptionswerte bei 450 nm in Ab-
wesenheit eines Analyten (b) fir den mAk18H4 in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen or-
ganischer Losungsmittel; n=3, m=3, Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

46% und 64%. Der mAk18H4 zeigte somit gegenuber ACN eine hoéhere Stabilitat als ge-
genuber den polareren Alkoholen. Die konzentrationsabhangige Denaturierung von Prote-
inen durch Alkohole, im speziellen Ethanol, ist vielfach beschrieben und wird mit der nega-
tiven Beeinflussung des hydrophoben Proteinkerns und dadurch bedingter Anderung der
Faltung begriindet (Ghosh et al., 2013; Herskovits et al., 1970). Fur wassrige ACN-LSsun-
gen ist die Beeinflussung der Sekundarstruktur und eine dadurch bedingte Faltungsande-
rung beschrieben (Griebenow et al., 1996). Allerdings ist die Auspragung des negativen
Effekts organischer Losungsmittel auf die Proteinstruktur abhangig von ihrer individuellen

Aminosaurezusammensetzung und damit Primarstruktur.

Da die Ladung eines Molekils in einem ihm umgebenden Medium von dessen pH-Wert
bestimmt wird, kann eine Anderung des pH-Werts zur Ladungsénderung und somit Umkehr
von adsorptiven hin zu repulsiven Kraften und folglich zur negativen Beeinflussung ioni-
scher Wechselwirkungen innerhalb der Struktur des Antikérpers sowie zwischen einem An-
tikdrper und seinem Antigen flihren. Besonders extreme pH-Werte kénnen zu einer teilwei-
sen oder auch vollstandigen Denaturierung und damit dem Verlust der thermodynamischen

Stabilitat sowie der funktionellen Struktur des Antikoérpers filhren. Dabei wird eine hohe
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thermodynamische Stabilitat haufig im Bereich des isoelektrischen Punkts des Proteins be-
obachtet (Anderson et al., 1990).
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Abbildung 37: Mittels indirekt kompetitivem ELISA ermittelte ICso-Werte fiir eine Kalibrierung (0,01
- 100 pg/ml) mit Retronecin (a) und Reduktion der messbaren Absorptionswerte bei 450 nm in Ab-
wesenheit eines Analyten (b) fir den mAk18H4 bei unterschiedlichen pH-Werten; npn 135=1,
NpH 4,68 - 9,96=2, M=3, Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

Der mAk18H4 zeigte Uber einen Bereich von pH 4,68 - pH 9,96 eine hohe Stabilitat und
keine oder nur eine minimale negative Beeinflussung der bestimmten ICso-Werte sowie der
gemessenen Absorptionen bei 450 nm (s. Abbildung 37). Bei einem dem im Kontext der
Extraktion von PA haufig eingesetzten Extraktionsmittel 0,05 M H.SO4 entsprechenden pH-
Wert von 1,35 hingegen, konnte durch die starke Reduktion der Absorption kein ICso-Wert

gemessen werden, da der Antikdrper prazipitierte.

Konsequenterweise muss fir eine Bestimmung von PA in pflanzlichen Rohextrakten die
Anpassung und damit Anhebung des pH-Werts auf einen Wert zwischen pH 4,68 - pH 9,96
vor einer ELISA-basierten Quantifizierung erfolgen. Dies wurde durch die Zugabe einer de-
finierten Menge NaOH erreicht. Um den Rohextrakt nicht zusatzlich zu verdunnen, wurde
fir den Ausgleich des pH-Werts ein geringes Volumen von 9,26 pl/ml Extrakt einer kon-
zentrierten NaOH-L6sung (32%) verwendet und als essentieller Schritt bei der Probenvor-

bereitung fur die Quantifizierung von PA in Rohextrakten etabliert.

3.4.2. Stabilitat in pflanzlichen Rohextrakten und Honig

Fir eine potentielle Anwendung des mAk18H4 im Kontext eines indirekt kompetitiven ELI-
SAs fiur die Bestimmung von Retronecin-basierten PA, war insbesondere eine Untersu-
chung der Stabilitat des Antikorpers in relevanten Matrices wie Tee und Honig von Bedeu-

tung. Die hohe Stabilitat in Rohextrakten ist dabei von besonderem Interesse, da auf eine
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zusatzliche zeitaufwendige Probenaufbereitung, beispielsweise Uber eine SPE, verzichtet
werden kann. Haufig zeigen sich bei der qualitativen und quantitativen Analyse in Realpro-
ben jedoch sogenannte Matrixeffekte, welche durch endogene koextrahierte Verbindungen
ahnlicher Polaritat verursacht werden. Sie kénnen die Interaktion zwischen Antikérper und
Analyt negativ beeinflussen und sich somit auch negativ auf die Sensitivitdt des Assays
auswirken. Um die Matrixeffekte naher zu untersuchen, wurden exemplarisch Rohextrakte
aus den relevanten Matrices Pfefferminze, Fenchel und Kamille sowie aus Honig herge-

stellt.

Fir die Herstellung pflanzlicher Extrakte wurde ein fur PA etabliertes und publiziertes Pro-
tokoll einer Fest-Flussig-Extraktion unter Verwendung verdinnter Schwefelsaure (0,05 M)
als Extraktionsmittel eingesetzt (Kaltner et al., 2018). Gefriergetrocknete und nachweislich
PA-freie Blatter/Bliten von Pfefferminze, Fenchel und Kamille sowie Honig wurden einge-
wogen und mit verdinnter Schwefelsaure versetzt. Nach einer Homogenisierung und Be-
handlung der Probe im Ultraschallbad erfolgte die Extraktion. Der filtrierte Uberstand des
Rohextrakts wurde nach Ausgleich des sauren pH-Werts mit konzentrierter NaOH-Lésung
schlie3lich fir die Herstellung der Retronecin-Kalibierstandards (0,01 - 100 pg/ml) fir den
indirekten und indirekt kompetitiven ELISA verwendet (s. Abbildung 38).

Pfefferminze Fenchel Kamille Honig

Abbildung 38: Filtrierte Rohextrakte aus Pfefferminze, Fenchel, Kamille und Honig nach Einstellung
des pH-Werts mit NaOH.

Stabilitat in Rohextrakten der pflanzlicher Matrices Pfefferminze, Fenchel und Kamille

Die Messungen mittels indirektem ELISA ergaben im Vergleich zu einer Messung in PBS
fur alle unverdiinnten pflanzlichen Matrices eine starke Reduktion der gemessenen Absorp-
tionswerte bei 450 nmin Abwesenheit eines Analyten (s. Abbildung 39). So zeigte sich mit
89,2 + 0,4% fur Pfefferminze, 87,3 + 6,5% fur Fenchel und 87,4 + 5,8% fur Kamille fur alle
pflanzlichen Rohextrakte eine ahnlich starke Matrix-bedingte Signalreduktion. Eine Kali-
brierung in unverdiinnten pflanzlichen Extrakten war folglich nicht méglich. Da alle pflanzli-
chen Rohextrakte eine griinlich-gelbliche Farbung aufwiesen (s. Abbildung 38), ist anzu-

nehmen, dass es sich bei moglichen koextrahierten Matrixbestandteilen unter anderem um
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Farbpigmente wie Chlorophylle und Xanthophylle handelte, welche potentiell auch fir die
beobachteten Matrixeffekte verantwortlich sein kénnen. Da die Rohextrakte jedoch nicht im
gleichen Mal3e pigmentiert waren, kann davon ausgegangen werden, dass neben den Pig-
menten noch weitere Matrixbestandteile eine Rolle spielten. Prinzipiell gelten pflanzliche
Matrices als sehr komplex (Chu et al., 2017), wobei die Zusammensetzung durch die Pola-

ritat des Extraktionsmittels bestimmt wird.
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Abbildung 39: Mittels indirektem ELISA im Vergleich zu PBS ermittelte Signalreduktion der mess-
baren Absorptionswerte bei 450 nm in Gegenwart verschiedener unverdiinnter oder im Verhaltnis
1:10 (v/v) in PBS verdiinnten pflanzlichen Matrices, Nunverdannt=2, N1:10=7, m=3, Fehler reprasentiert
die Standardabweichung.

Negativ beeinflussende Matrixeffekte lassen sich im Kontext von Immunoassays haufig
sehr effizient durch Verdiinnung der Probe minimieren oder vollstandig eliminieren (Abad
et al., 1995; Oplatowska et al., 2014). Um die Verdlinnung des Zielanalyten in der Matrix
moglichst gering zu halten und gleichzeitig die Konzentration extrahierter Matrixbestand-
teile und folglich die Matrixeffekte so weit zu reduzieren, dass die Messung einer Kalibrie-
rung und somit eine potentielle Quantifizierung von Retronecin moéglich war, wurden die
Rohextrakte einheitlich im Verhaltnis 1:10 (v/v) in PBS verdunnt. Die Verdinnung konnte
die Signalreduktion flir gemessene Absorptionswerte in Abwesenheit eines Analyten deut-
lich reduzieren und lag fur Pfefferminze bei nur noch 33,2 + 6,3%, flr Fenchel bei 24,8 +

4,0% und fur Kamille bei 57,1 + 9,2% (Abbildung 39).

Fir die weitere Charakterisierung der Assay-Sensitivitat wurde in den verdiinnten Rohex-
trakten ein indirekt kompetitiver ELISA durchgefiihrt und die ICso-Werte ermittelt. Es zeigten

sich im Vergleich zu einer Messung in PBS sehr ahnliche, lediglich leicht erhdhte ICso-Werte
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von 146,7 + 19,6 ng/ml fur Pfefferminze und 140,5 + 25,6 ng/ml fir Fenchel sowie ein etwas

deutlicher erhdhter ICso-Wert von 200,2 + 74,3 ng/ml fur Kamille (s. Abbildung 40).

IC5o-Wert [ng/ml]
@
o

PBS Pfefferminze  Fenchel Kamille
Matrix

Abbildung 40: Mittels indirekt kompetitivem ELISA ermittelte ICso-Werte fiir eine Kalibrierung (0,01
- 100 pg/ml) mit Retronecin in PBS sowie in verschiedenen im Verhaltnis 1:10 (v/v) in PBS verdinn-
ten pflanzlichen Matrices, npes=7, Nmatrix=5, mM=3, Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

Stabilitat in Rohextrakten aus Honig

Auch die Matrix Honig ist im Kontext der PA von besonderer Relevanz und bereits mehrfach
als mit PA kontaminiertes Lebensmittel dokumentiert. Aus diesem Grund wurde die Stabili-
tat des mAk18H4 und des etablierten ELISAs auch in dieser Matrix untersucht. Wie fur die
bereits analysierten pflanzlichen Matrices, zeigte sich fur eine Messung in unverdinntem
Rohextrakt im indirekten ELISA eine im Vergleich zu PBS starke Reduktion der messbaren
Absorption bei 450 nmin Abwesenheit eines Analyten (s. Abbildung 41), welche im Gegen-
satz zu den Pigmenten der pflanzlichen Rohextrakte vermutlich in erster Linie durch den

hohen Glucose/Fructose-Anteil im Honig verursacht wurde.

Die Reduktion der Absorption lag mit 68,5 + 22,5% zwar niedriger als fir alle untersuchten
pflanzlichen Matrices, trotzdem wurde als Kompromiss aus mdéglichst geringer Verdinnung
des Analyten und gleichzeitig ausreichender Verdinnung der Stérsubstanzen flr eine po-
tentielle Quantifizierung und Messung eine Kalibrierung, eine Verdinnung mit PBS im Ver-
haltnis 1:10 (v/v) untersucht. Die Verdinnung konnte die Reduktion der messbaren Absorp-
tion auf einen Wert von 24,3 + 5,1% reduzieren. Die Untersuchung der Assay-Sensitivitat
mittels indirekt kompetitivem ELISA ergab einen im Vergleich zu einer Kalibrierung in PBS
sehr ahnlichen ICso-Wert von 123,5 + 13,7 ng/ml.
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Abbildung 41: Mittels indirektem ELISA im Vergleich zu PBS ermittelte Signalreduktion der mess-
baren Absorptionswerte bei 450 nm in Gegenwart von unverdiinntem oder im Verhaltnis 1:10 (v/v)
in PBS verdiinntem Rohextrakt aus Honig (links); mittels indirekt kompetitivem ELISA durchschnitt-
lich ermittelte 1Cso-Werte fiir eine Kalibrierung (0,01 - 100ug/ml) mit Retronecin in PBS oder in einem
im Verhaltnis 1:10 (v/v) in PBS verdinnten Rohextrakt aus Honig (rechts), nunverdinnt=2, N1:10=7,
nres=7, Nmatrix=5, M=3, Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

Die beobachteten Matrixeffekte konnten in pflanzlichen Rohextrakten sowie Extrakten aus
Honig durch eine Verdlinnung im Verhaltnis 1:10 (v/v) in PBS effektiv reduziert, jedoch nicht
vollstandig eliminiert werden. Da eine weitere Verdunnung der Extrakte auch die Konzent-
ration des potentiellen Zielanalyten erheblich reduzieren wirde, sollte die Quantifizierung
von Retronecin zukunftig unter Verwendung eines matrix-matched Kalibrierstandards erfol-
gen. Diese Herangehensweise findet oftmals auch bei der massenspektrometrischen
Quantifizierung von Analyten Anwendung, um negative Effekte chromatographisch koelu-
ierter Matrixbestandteile auf die lonisierung des Analyten ausschlie3en zu kdnnen (Taylor,
2005). Sie setzt jedoch die Verfiigbarkeit einer nachweislich Analyt-freien Blank-Matrix vo-
raus (Zhou et al., 2017) und kann mit einem Sensitivitatsverlust der analytischen Methode
einhergehen. Um die Komplexitat der Probe und folglich die Matrixeffekte zu reduzieren, ist
weiterhin eine Fest-Flussig-Extraktion unter Verwendung anderer Extraktionsmittel denk-

bar.

3.4.3. Stabilitat in SPE-Eluaten

Um pflanzliche Extrakte unterschiedlicher Art vor einer quantitativen Analyse weiter aufzu-
reinigen und somit die Komplexitat der Probe zu verringern beziehungsweise den Analyten
anzureichern, wird einer LC-MS-basierten Analyse haufig eine SPE vorgeschaltet (Nowak,
2003; Pukalskas et al., 2005). Sie kann jedoch den zeitlichen und finanziellen Aufwand
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einer Analyse gravierend erhdhen. Da die Messung in pflanzlichen Extrakten nur nach Ver-
dinnung in PBS moglich war, wurde in der vorliegenden Arbeit weiterhin untersucht, ob die
Aufreinigung der Extrakte Uber eine im Kontext LC-MS-basierter PA-Analysen standardma-
Rig eingesetzten SPE mit einer Kationentauscher-Saule (Kaltner et al., 2018) und Elution
in Ammoniak-haltigem MeOH eine mAk18H4-basierte Quantifizierung von PA in unver-
dinnten und moéglichweise angereicherten SPE-Eluaten erméglichte. Hierzu wurde das ein-
gedampfte SPE-Eluat aus je 10 ml Rohextrakt (pflanzlicher Matrix oder Honig) entweder in
1 ml PBS (s. Abbildung 42, entspricht einem 10-fach konzentrierten Rohextrakt), im Ver-
haltnis 1:10 (v/v) verdiinnt in PBS (entspricht einem unverdiinnten Rohextrakt) oder im Ver-
haltnis 1:100 (v/v) verdunnt in PBS (entspricht einem 10-fach verdinnten Rohextrakt) auf-
genommen und die Signalreduktion im indirekten ELISA in Abwesenheit des Analyten
(Blindwert) ermittelt.

Pfefferminze Fenchel Kamille Honig

Abbildung 42: In 1 ml PBS riickgeldste SPE-Eluate aus je 10 ml Rohextrakt von Pfefferminze, Fen-
chel, Kamille und Honig.

Stabilitat in SPE-Eluaten aus Rohextrakten der pflanzlichen Matrices Pfefferminze, Fenchel

und Kamille

Die Ergebnisse des indirekten ELISAs (s. Abbildung 43) ergaben, dass eine Bestimmung
im unverdinnten SPE-Eluat und damit konzentrierten Rohextrakt nicht moglich war. Es
zeigte sich fir alle Matrices eine 80-90%ige Reduktion der maximalen Absorption (Blind-
wert). Da die SPE-Eluate nach Ricklésung in PBS im Vergleich zu den bereits untersuchten
Rohextrakten eine noch immer deutliche grinlich-braunliche Farbung aufwiesen, ist davon
auszugehen, dass Farbpigmente Uber die SPE nicht ausreichend abgereichert wurden und
diese die Interaktion zwischen Analyt und Antikorper folglich weiterhin negativ beeinflussen
konnten. Auch eine Verdiinnung der Eluate im Verhaltnis 1:10 (v/v) in PBS ergab eine Re-
duktion der maximalen Absorptionen in Abwesenheit eines Analyten von etwa 60% fuir Pfef-
ferminze, 50% flr Fenchel und knapp 80% fir Kamille. Interessanterweise spiegelte die
Absorptionsreduktion die unterschiedlich starke Farbung der Eluate wider (s. Abbildung 42).
Eine Verdinnung der Eluate im Verhaltnis 1:100 (v/v) in PBS konnte die Absorptionsreduk-
tion mit 18,2 + 4,2% fur Pfefferminze, 21,5 + 7,4% fir Fenchel und 31,9 + 3,9% fiir Kamille
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im Vergleich zu einer Messung in PBS soweit reduzieren, dass eine Kalibrierung mit Retro-

necin (0,01 - 100 pg/ml) moéglich war.

100

Reduktion Absorptiong,, [%]

unverd. unverd. unverd.

Pfefferminze Fenchel Kamille

Abbildung 43: Mittels indirektem ELISA im Vergleich zu PBS ermittelte Signalreduktion der mess-
baren Absorptionswerte bei 450 nm in Gegenwart verschiedener unverdiinnter oder im Verhaltnis
1:10 (v/v) und 1:100 (v/v) in PBS verdiinnten SPE-Eluaten aus Rohextrakten pflanzlicher Matrices,
Nunverdinnt=1, N1:10=1, N1:100=4, m=3, Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

Die Untersuchung der Assay-Sensitivitdt ergab einen fur alle verdinnten pflanzlichen
Matrices im Vergleich zu einer Kalibrierung in PBS leicht erhéhten 1Cso-Wert von 165,6 +
10,1 ng/ml fur Pfefferminze, 128,1 + 4,3 ng/ml fur Fenchel und 166,4 + 34,3 ng/ml fir Ka-
mille (s. Abbildung 44).
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Abbildung 44: Mittels indirekt kompetitivem ELISA ermittelte ICso-Werte fiir eine Kalibrierung (0,01
- 100 pg/ml) mit Retronecin in PBS sowie in verschiedenen im Verhaltnis 1:100 (v/v) in PBS ver-
dinnten SPE Eluaten aus Rohextrakten pflanzlicher Matrices, npss=7, nmatix=4, m=3, Fehler repra-
sentiert die Standardabweichung.

Vergleicht man die Reduktion der Absorptionswerte und die ermittelten 1Cso-Werte zwi-
schen verdinntem Rohextrakt und entsprechend verdinntem SPE-Eluat (s. Tabelle 6),
ergibt sich fur alle Matrices eine leichte Verbesserung der Signalreduktion. Die Auswirkung
auf die ICso-Werte ist ebenfalls marginal. Allenfalls ist eine Abnahme der Standardabwei-
chungen der ICso-Werte im Vergleich zu den Bestimmungen in verdiinnten Rohextrakte

festzustellen.
Tabelle 6: Vergleich der Reduktion der maximalen Absorptionswerte (ODasonm) im Vergleich zu einer

Messung in PBS sowie der ermittelten 1Cso-Werte fiir verdiinnte pflanzliche Rohextrakte und SPE-
Eluate, Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

Reduktion OD4sonm [%] ICs0-Wert [ng/ml]
Matrix Rohextrakt SPE-Eluat Rohextrakt SPE-Eluat
1:10 1:100 1:10 1:100
Pfefferminze 33,2+6,3 18,2+ 4,2 146,7 + 19,6 165,6 + 10,1
Fenchel 248+4,0 215+7,4 140,5 + 25,6 128,1+4,3
Kamille 57,1+9,2 31,9+ 3,9 200,2 + 74,3 166,4 + 34,3
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Stabilitat in SPE-Eluaten aus Honig-Rohextrakten

Auch fir unverdinnte SPE-Eluate der Rohextrakte aus Honig waren Bestimmungen mit
dem indirekten ELISA nicht mdglich (s. Abbildung 45). Die Reduktion der Absorptionswerte
im Vergleich zu einer Bestimmung in PBS in Abwesenheit eines Analyten betrug knapp
90%, was auf eine Anreicherung storender Matrixbestandteile Gber die SPE schlie3en Iasst.
Die Verdinnung im Verhaltnis 1:10 (v/v) oder 1:100 (v/v) in PBS reduzierte diesen Wert auf
etwa 25% und 12%.
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Abbildung 45: Mittels indirektem ELISA im Vergleich zu PBS ermittelte Signalreduktion der maxi-
malen Absorptionswerte bei 450 nm in unverdiinnten oder im Verhaltnis 1:10 (v/v) und 1:100 (v/v) in
PBS verdlinnten SPE-Eluaten aus Honig- Rohextrakten (links); mittels indirekt kompetitivem ELISA
ermittelte 1Cso-Werte fiir eine Kalibrierung (0,01 - 100 ug/ml) mit Retronecin in PBS oder in im Ver-
haltnis 1:100 (v/v) in PBS verdiinnten SPE-Eluaten aus Honig-Rohextrakten (rechts), nunverdinnt=1,
n1:10=1, N1:100=4, NPes=7, Nmatrix=5, M=3, Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

Die Bestimmung des ICso-Werts in im Verhaltnis 1:100 (v/v) in PBS verdiinnten SPE-Elua-
ten ergab 134,6 + 10,5 ng/ml. Da bei einer Verdinnung der SPE-Eluate im Verhaltnis 1:10
in PBS die Signalreduktion im indirekten ELISA bereits auf 30% reduziert werden konnte,
ist folglich eine Bestimmung in unverdinnten Rohextrakten nach einer SPE denkbar. Ver-
gleicht man im speziellen die ermittelten ICso-Werte (s. Tabelle 7) in im Verhaltnis 1:10 (v/v)
in PBS verdunnten Rohextrakten und im Verhaltnis 1:100 (v/v) in PBS verdunnten SPE-

Eluaten ergibt sich keine Verbesserung der Assay-Sensitivitat.
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Tabelle 7: Vergleich der Reduktion der maximalen Absorptionswerte (ODa4sonm) im Vergleich zu einer
Bestimmung in PBS sowie der ermittelten ICso-Werte fiir in PBS verdiinnte Rohextrakte und SPE-
Eluate aus Honig, Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

Reduktion OD4sonm [%] ICs0-Wert [ng/ml]
Matrix Rohextrakt SPE-Eluat Rohextrakt SPE-Eluat

1:10 1:100 1:10 1:100
Honig 24,3+ 51 124+ 41 123,5+ 13,7 134,6+ 10,5

Die Matrixeffekte in den SPE-Eluaten konnten, vergleichbar mit den Verdinnungen der
Rohextrakte, durch Verdinnung verringert, jedoch nicht vollstandig eliminiert werden. Eine
potentielle Quantifizierung von Retronecin ist jedoch durch Verwendung einer matrix-

matched Kalibrierung moglich.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass die Vorteile einer SPE durch Abreiche-
rung unerwunschter extrahierter Matrixbestandteile in Honig-Rohextrakten nutzbringend
angewendet werden kdnnten. Eine Verdinnung des SPE-Eluats im Verhaltnis zum Rohex-
trakt ist nicht zwingend erforderlich. Dies lasst sich durch die im Vergleich zu pflanzlichen
Matrices geringere Komplexitat der Matrix Honig erklaren. Fur die pflanzlichen Rohextrakte
bietet die SPE, basierend auf den vorliegenden Untersuchungen keine Vorteile, da die be-
obachteten Matrixeffekte nicht eliminiert werden konnten und weiterhin eine Verdliinnung
der Eluate im Verhaltnis zum Rohextrakt erforderlich ist. Um eine effektive Abreicherung
der Matrixbestandteile zu erzielen und somit die notige Verdinnung der Extrakte auszu-
schlief3en, ware die Testung weiterer Festphasen, auch als Tandem-SPE, mit der bereits

etablierten Methode fur die Aufreinigung der Rohextrakte denkbar.

3.5. Reduktion von PANO zu PA

Bedingt durch die Oxidation des tertidren Amins und die Einfihrung eines polaren Sauer-
stoffatoms konnten fiir N-Oxide keine KR ermittelt werden (s. Abschnitt 3.3). Da die Ami-
noxide aufgrund ihrer hdheren Polaritat jedoch die wasserléslichere Speicherform von PA
in Pflanzen darstellen und damit auch einer auf pflanzlichen Extrakten basierenden quanti-
tativen Analysemethode zuganglich gemacht werden sollten, wurde geprift, ob eine Zink-
Staub-basierten Umwandlung (Reduktion) von PANO zu PA (Oplatowska et al., 2014) (s.
Abbildung 46) als Teil der Probenvorbereitung die Quantifizierung von PANO mit dem etab-
lierten mAk18H4-basierten indirekt kompetitiven ELISA ermdglichte.
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Zink-Staub

30 min, RT,
500 rpm

Retronecin-N-Oxid Retronecin

Abbildung 46: Reduktion von Retronecin-N-Oxid zu Retronecin mit Zink-Staub.

Zu diesem Zweck wurde 1 pg/ml Retronecin-N-Oxid, stellvertretend fur Retronecin-basierte
PA im Extraktionsmittel (0,05 M H.SO4) oder in Rohextrakten aus Fenchel und Honig, in
Gegenwart von Zink-Staub reduziert. Der Uberstand wurde nach Einstellung des pH-Werts
mit NaOH auf pH 7,6 filtriert (0,45 yum PVDF-Spritzenfilter) und die Menge reduzierten Re-
tronecin-N-Oxids nach Verdinnung im Verhaltnis 1:10 (v/v) in PBS mit dem ELISA be-
stimmt. Zusétzlich wurde der Uberstand im Verhaltnis 1:20 (v/v) in Laufmittel A (H.0, 5 mM
Ammoniumformiat, 0,1% Ameisensaure) verdiinnt und fir eine qualitative sowie quantita-
tive Uberpriifung des Reduktionserfolgs mittels HPLC-MS (Kaltner et al., 2018) unter Ein-
satz einer Polar embedded C18-Selektivitdtssaule und einer matrix-matched Kalibrierung

verwendet.

In ersten Voruntersuchungen ergab sich erwartungsgemaf, dass im Vergleich zum reinen
(Matrix-freien) Extraktionsmittel fiir die Matrices Fenchel und Honig eine h6here Menge Zink
fur die Reduktion der PANO zu PA nétig war. Dies ist durch die deutlich hhere Komplexitat
der Rohextrakte zu erklaren. So wurde die Zinkmenge fur Fenchel verdoppelt (2 g/ml
Rohextrakt) und fir Honig sogar verfinffacht (5 g/ml Rohextrakt). In Abhangigkeit der zu-
nehmenden Zinkkonzentration konnte die Reduktionseffizienz deutlich gesteigert werden.
So lag die mittels HPLC-MS ermittelte Reduktionseffizienz im Extraktionsmittel bei 51,1 +
1,2%, in Fenchel bei 78,3 + 0,9% und in Honig bei 107,9 + 1,6% (s. Abbildung 47). Um in
allen Matrices eine vollstandige Reduktion zu ermoglichen, kann die Zink-Menge zusatzlich
erhéht werden. Allerdings sollte eine Menge von 5 g/ml Extrakt aus praktischen Grinden

nicht Uberschritten werden.
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Abbildung 47: Mittels HPLC-MS ermittelte Reduktionseffizienz von Retronecin-N-Oxid (1 pug/ml) zu
Retronecin mit Zink-Staub im Extraktionsmittel (5 mM H2SO4) und in Rohextrakten aus Fenchel und
Honig (n=3) sowie die entsprechenden Wiederfindungsraten der reduzierten PANO im mAk18H4
basierten ELISA (n=3, m=3), Fehler reprasentiert die Standardabweichung.

Weiterhin wurde die Wiederfindungsrate (WFR) als Vergleich zwischen der HPLC-MS- so-
wie ELISA-basierten Quantifizierung ermittelt (s. Formel 10). Diese ergab nach Normierung
der ermittelten Absorptionen auf den Blindwert fiir die Reduktion im Extraktionsmittel einen

Wert von 98,1 + 5,4%, in Fenchel 53,8 + 6,5% und in Honig 59,7 + 8,3% (s. Abbildung 47).

Wiederfindungsrate (WFR) =21t (10)

Xsoul

Xist = [c] Analyt ELISA Xson= [c] Analyt HPLC-MS

Da die Proben parallel prozessiert wurden, lasst sich die reduzierte WFR in den beiden
ausgewahlten Matrices Fenchel und Honig méglichweise durch die Entstehung eines Nie-
derschlags nach Zugabe der NaOH-L&sung zur Einstellung des pH-Werts in der Probe er-
klaren. Dieser Niederschlag war im Vergleich zum reinen Extraktionsmittel sowohl in Fen-
chel als auch Honig deutlich ausgepragter, konnte durch Filtration der Probe jedoch entfernt
werden. Eine mogliche Erklarung kdnnte darin bestehen, dass durch die pH-Wert-Anderung
zuvor geldste Matrixbestandteile der Probe wieder ausfallen, welche reduzierte PANO un-
spezifisch adsorbieren und somit durch die anschlieRende Filtration aus der Probe entfernt

werden.
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Die Einstellung des pH-Werts ist jedoch essentieller Teil der Probenvorbereitung fur die
quantitative Analyse mittels ELISA, sodass ein Verzicht nicht moglich ist. Auch die Abtren-
nung des Prazipitats durch Filtration oder Zentrifugation ist als Teil der Probenvorbereitung
unverzichtbar, da Proben fiir Antikdrper-basierte Detektionsmethoden generell klar und
ohne Prazipitat eingesetzt werden sollten. Andernfalls ist nicht auszuschlief3en, dass die
Interaktion zwischen Antikorper und Analyt durch unldsliche Probenbestandteile gestort

und folglich die Quantifizierung beeintrachtigt ist.

Die Quantifizierung reduzierter PANO mit Hilfe des etablierten ELISAs ist folglich méglich.
Die Verbesserung (Erh6hung) der WFR setzt eine weitere Optimierung der Probenvorbe-

reitung voraus.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch die Immunisierung mit einem neuartigen Quadrat-
saure-Linker-basierten Retronecin-Konjugat und das Screening von Hybridom-ZKU mit
Hilfe eines Retronecin-Konjugats ohne Linkerstruktur ein neuer mAk18H4 generiert und se-
lektiert werden. Der entwickelte und optimierte indirekt kompetitive ELISA ergab fir den PA-
Grundkdérper Retronecin, geldst in PBS, einen I1Cso-Wert von 115,8 £ 30,3 ng/ml, einen li-
nearen Arbeitsbereich von 62,9 - 500,8 ng/ml sowie einen LOD von 29,9 ng/ml. Damit zeigte
der generierte mAk im Vergleich zu bisher veroffentlichen Arbeiten Giber die Generierung
von monoklonalen Antikdrpern gegen PA (Sakamoto et al., 2017; Zindorf et al., 1997) eine
héhere Sensitivitat gegenltiber der Necinbase Retronecin. Die Untersuchung und Charak-
terisierung der Bindungsaffinitat gegentber Retronecin mittels ITC und SPR-Spektroskopie
ergaben fur den mAk18H4 eine mittlere Dissoziationskonstante im unteren pM-Bereich
(10 - 107 M). Die Untersuchung der KR gegeniiber 29 verschiedenen Retronecin-, Heli-
otridin- und Otonecin-basierten PA und PANO ergab fir den mAk18H4 erwartungsgemaf}
eine hohe KR gegenlber Retronecin-basierten PA und insbesondere gegeniber offenket-
tigen Verbindungen wie Im (KR 177,0%), Aclm (KR 94,9%), AcLy (KR 66,9%), Ic (KR
59,3%) und Ly (KR 33,0%) sowie den makrozyklischen PA Sp (KR 216,9%) und Ig (KR
93,2%). Keine relevanten KR konnten gegenliber Heliotridin- und Otonecin-basierten PA
sowie ausgewahlten Retronecin-basierten PANO detektiert werden. Aus den ermittelten KR
ergab sich weiterhin, dass die antigene Determinante und damit die zum Paratop komple-
mentare Struktur des Antigens, bedingt durch das fir die Immunisierung verwendete Im-
munogen, nicht ausschlieBlich den PA-Grundkérper Retronecin umfasste. Vielmehr spielt
die Uber die Hydroxylgruppe an Position C9 des Grundkdérpers veresterte Dicarbonsaure
und damit die Konformation der kompletten PA, eine wesentliche Rolle bei der Ausbildung
des Immunkomplexes. Weiterhin zeigte der mAk18H4 eine hohe Stabilitdt gegeniber ei-
nem breiten pH-Wert-Bereich (pH 4,68 - 9,96) sowie akzeptable Toleranzen gegenliber den
getesteten organischen Lésungsmitteln ACN, MeOH und EtOH. Daruber hinaus wurde die
Stabilitat des etablierten ELISAs in relevanten pflanzlichen Rohextrakten aus Pfefferminze,
Kamille, Fenchel sowie in Honig untersucht. Hier ergab sich fir alle Matrices eine ausrei-
chende Stabilitat in im Verhaltnis 1:10 (v/v) in PBS verdiinnten Extrakten. Eine Quantifizie-
rung von Retronecin in pflanzlichen Rohextrakten setzt jedoch aufgrund der festgestellten
Signalreduktion zukinftig die Verwendung eines matrix-matched Kalibrierstandards voraus.
In Extrakten aus Honig konnte die untersuchte und auf einer kationischen Festphase ba-
sierende SPE die Komplexitat der Matrix ausreichend reduzieren, sodass eine Quantifizie-

rung von Retronecin in unverdinnten SPE-Eluaten unter Verwendung eines matrix-
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matched Kalibrierstandards madglich ist. Die Reduktion von PANO zu PA in unterschiedli-
chen Matrices sowie die anschlieRende Quantifizierung von PA mit Hilfe des etablierten
ELISAs ergaben WFR von 98,1 + 5,4% in Reduktionsmittel, 53,8 + 6,5% in Fenchel und
59,7 + 8,3% in Honig. Durch Anpassung der Probenaufbereitung nach der Reduktion er-

scheint eine Steigerung der WFR in pflanzlichen Matrices und Honig denkbar.

Einschatzung der Anwendbarkeit des mAk18H4 flir das Screening von kontaminierten

pflanzlichen Rohextrakten

Der mit Hilfe eines indirekt kompetitiven ELISAs unter Verwendung des mAk18H4 ermittelte
lineare Arbeitsbereich fir den PA-Grundkérper Retronecin lag in PBS bei 62,9 - 500,8 ng/mi
(ug/l). Da die Quantifizierung von Retronecin in pflanzlichen Rohextrakten jedoch eine Ver-
dinnung der Extrakte im Verhaltnis 1:10 (v/v) in PBS voraussetzte, entspricht der lineare
Arbeitsbereich 0,62 - 5 ug/ml (mg/l). Bertcksichtigt man weiterhin die eingesetzte Extrakti-
onsmethode, in welcher 1 g getrocknetes pflanzliches Material oder Honig in 20 ml Extrak-
tionsmittel extrahiert wird, konnte der etablierte indirekt kompetitive ELISA ab einer Konta-
mination von 12,4 mg/kg Retronecin oder Retronecin-Aquivalenten in pflanzlichem Rohma-
terial und Honig und damit im Kontext hoch kontaminierte Proben eingesetzt werden. Be-
sonders hoch belastete Proben werden in der Literatur vor allem flr Krautertees oder Nah-
rungserganzungsmitteln beschrieben, welche auf PA-produzierenden Pflanzen basieren (s.
Abschnitt 2.1.5). Die Testung der Stabilitdt des mAk18H4 in entsprechenden Rohextrakten
steht in diesem Zusammenhang noch aus. Fur geringer kontaminierte Proben ist der ent-
wickelte ELISA gegebenenfalls nach Anpassung des Extraktionsprotokolls sowie der Opti-
mierung der SPE-gestitzten Aufreinigung der Extrakte einsetzbar. So kdnnten eine mogli-
che simultane Extraktion und Anreicherung von Matrixbestandteilen und die dadurch be-
dingten Matrixeffekte minimiert werden. Infolgedessen ware eine Verdliinnung der Extrakte

oder SPE-Eluate nicht weiter erforderlich.

Fir die gezielte Anreicherung von PA vor einer ELISA-basierten Quantifizierung mittels
SPE ist neben gangigen Festphasen auch die Verwendung einer speziell gepragten Poly-
mermatrix, bestehend aus MIPs, als molecularly imprinted solid-phase extraction (MISPE),
denkbar. MIPs werden bereits vielfach als selektive Sorbenzien vor einer HPLC-gestitzten
Quantifizierung verschiedenster niedermolekularer Analyten eingesetzt (Gomes Costa
Silva et al., 2010; Lai et al., 2004; Olcer et al., 2017; Yang et al., 2009), sind jedoch fur PA
bisher nicht beschrieben. Im Vergleich zu mAk-basierten Affinitdtsanreicherungen bieten
sie Vorteile in Hinblick auf eine kostenglinstigere Herstellung (Vlatakis et al., 1993) sowie

eine erhdhte chemische und physikalische Stabilitat (Tamayo et al., 2007). Bei der haufig
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eingesetzten bulk Synthese wird der Zielanalyt als Template in Gegenwart geeigneter funk-
tioneller Monomere und Cross-Linker polymerisiert und anschlieRend aus dem Polymer
entfernt. Es entsteht eine Bindungstasche oder Kavitat, welche in ihrer Form und GréRe
komplementar zum Zielanalyten ist und letzteren Uber nichtkovalente Interaktionen wie
Wasserstoffbriickenbindungen, n-n- und Van der Waals-Wechselwirkungen spezifisch bin-
det (s. Abbildung 48). (Haupt, 2003; Haupt et al., 2000)
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Abbildung 48: Schematische Darstellung der Synthese von MIPs (Gama et al., 2017).

Fir eine radikalische Polymerisation werden in Abhangigkeit von funktionellen Gruppen des
Analyten oftmals organische Vinyl- oder Acrylmonomere verwendet. Als Cross-Linker die-
nen haufig Acrylate und als Radikalstarter kommen Azoverbindungen zum Einsatz (Chen
et al., 2016a). Als Porogene werden Lésungsmittel verwendet, in welchen alle Reaktions-
komponenten ausreichend I6slich sind und die Bildung von Polymeren mit gleichmaRiger

Porenverteilung und groRer Oberflache begunstigen (Bird et al., 2018).

In einer ersten Machbarkeitsstudie zur Synthese von MIPs unter Verwendung eines PAs
als Templat-Molekul, wurden Polymere in Gegenwart von Senecionin synthetisiert. Seneci-
onin wurde als Retronecin-basiertes makrozyklisches PA ausgewahlt, um mdglichst grol3e
Bindungstaschen im Polymer zu generieren und somit auch einfach- und zweifach
veresterte sowie makrozyklische PA und folglich eine hohe Bandbreite Retronecin-basierter
PA zu binden. Unter Verwendung von 2-(Trifluormethyl)acrylsaure (engl. 2-(Trifluorome-
thyl)acrylic acid, TFMAA) als funktionelles Monomer, Trimethylolpropan Trimethacrylat
(engl. Trimethylol-propane trimethacrylate, TRIM) als Cross-Linker, sowie 2,2’-Azobis(2,4-
dimethylvaleronitril) (ABDV) als Radikalstarter und ACN als Porogen, konnten durch eine
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Fallungspolymerisation bei 40°C Polymere generiert werden, welche in einem Bindungsas-
say im Vergleich zu nicht gepragten Polymeren (engl. non-imprinted polymers, NIPs) so-
wohl in reinem als auch angesauertem ACN Senecionin signifikant besser binden konnten
(s. Abbildung 49) und damit vielversprechende Anwendungsmaoglichkeiten im Rahmen der
PA-Analytik andeuten. Fur die potentielle Anwendung der synthetisierten MIPs ist eine Op-
timierung des Waschprotokolls unabdingbar. So muss sichergestellt werden, dass Seneci-
onin vollstandig aus dem frisch synthetisierten Polymer entfernt ist und wahrend einer spa-
teren Probenanreicherung kein Ausbluten (engl. bleeding) und damit eine Beeinflussung
der PA-Konzentration wahrend einer quantitativen Bestimmung auftritt. Weiterhin ist eine
ausfuhrliche Analyse der selektiven Adsorption von strukturell verwandten Retronecin-ba-
sierten PA erforderlich. Eine BET- (Brunauer-Emmett-Teller) Messung kénnte Gber Gasad-
sorption aufterdem Aufschluss Uber die massenbezogene spezifische Oberflache der Po-

lymere liefern (Brunauer et al., 1938; Sikiti et al., 2014).

Da der mAk18H4 zwar gegentber einer relativ grolRen Anzahl Retronecin-basierter PA eine
KR zeigte, allerdings bedingt durch die Struktur des verwendeten Immunogens nicht aus-
schlieBlich der PA-Grundkérper Retronecin die antigene Determinante umfasste, wurden
folglich nicht alle Retronecin-basierten PA gleichermalen erkannt. Demzufolge kann der
etablierte ELISA nicht direkt als Summenmethode fiir die Bestimmung von Retronecin-Aqui-
valenten eingesetzt werden. Um dem mAk18H4-basierten Immunoassay alle Retronecin-
basierten PA zuganglich zu machen und damit auch die Konzentration des PA-Grundkor-
pers in pflanzlichen Extrakten etc. zu erhéhen, besteht die Moglichkeit, die Reduktion voll
veresterter PA zu ihrem korrespondierenden Grundkoérper unter Verwendung des Redukti-
onsmittels Lithiumaluminiumhydrid (LiAIH4) (Cramer et al., 2013; Kempf et al., 2008) als Teil

der Probenvorbereitung zu etablieren (s. Abbildung 50).

86



Zusammenfassung und Ausblick
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Abbildung 49: Rasterelektronenmikroskopie (REM) der synthetisierten MIPs (a) und NIPs (b), Er-
gebnisse der HPLC-MS- gestiitzten Bindungsassays in Gegenwart unterschiedlicher Mengen der
Polymere und Senecionin in ACN (c) sowie ACN + 0,05% Essigsaure (d) sowie der prozentuale
Anteil des gebundenen Senecionins in ACN (e) und ACN + 0,05% Essigsaure, m=3, Fehler repra-
sentiert die Standardabweichung.
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\
O ;O%\\\Y

0 OH LiAIH,
30 min, 4°C

Echimidin Retronecin

Abbildung 50: Reduktion des Retronecin-basierten PAs Echimidin zu Retronecin durch LiAlHa.

Die LiAlHs-basierte Reduktion zu PA-Grundkérpern kann im Anschluss an eine Reduktion
der PANO zu PA oder durch entsprechende Anpassungen der Konzentrationen des Re-
duktionsmittels LiAlH4 direkt vom PANO zum PA-Grundkoérper erfolgen (Cramer et al.,
2013). Diese Reduktion wirde im Erfolgsfall dem etablierten ELISA alle Retronecin-basier-
ten PA zuganglich machen und somit eine Quantifizierung der Retronecin-Aquivalente im
Sinne einer Summenmethode ermdglichen. Allerdings ware eine Unterscheidung zwischen
Retronecin- und Heliotridin-Aquivalenten aufgrund der KR des mAk18H4 zum stereoisome-
ren Heliotridin (KR etwa 30%) nicht moéglich. Die fir die etablierte HPLC-MS-gestitzte
Quantifizierung von PA vorgeschaltete Reduktionsmethode nutzt die Aufarbeitung und Ex-
traktion des Reduktionsprodukts mit Dichlormethan sowie die nachfolgende Trocknung der
organischen Phase mit Natriumsulfat. Demzufolge muss untersucht werden, ob die Mes-
sung der reduzierten PA nach Einengung und Ricklésung in PBS mit dem etablierten
ELISA unter Verwendung des mAk18H4 mdglich ist. Matrixeffekte durch potentielle Rick-
stdnde des Reduktions- oder Trocknungsmittels missen untersucht und gegebenenfalls

durch die Anpassungen der Aufarbeitungsmethode reduziert werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch Immunisierung mit einem Necinbase-
Protein-Konjugat mAk generiert werden kénnen, welche eine weitgehend selektive Bestim-
mung der entsprechenden Necinbase-basierten PA nach deren Reduktion zum Grundkor-
per in einem indirekt kompetitiven ELISA ermdglichen. Das Ziel weiterfuhrender Arbeiten
konnte deshalb darin bestehen, durch Neuimmunisierung mit alternativen Haptenstruktu-
ren, ein weiter optimiertes Screening sowie unter Umstanden die Einbeziehung gentechni-
scher Methoden noch praxistauglichere Antikdrper (maRRgeschneiderte rekombinante Anti-
korper) zu gewinnen. Da es aufgrund der immensen strukturellen Vielfalt der PA nicht ge-
lingen kann, einen Antikdrper mit gleicher Bindungsaffinitat fur sdmtliche komplette PA zu

generieren, bleibt der Fokus auf die Grundkoérper die wohl vielversprechendste Option.
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5. Experimenteller Teil

5.1. Gerate und Materialien
5.1.1. Gerate
ELISA

Mikroplattenleser Synergy™ HT
Mikroplattenwaschautomat ELx405 Select
Schittler EasyShaker EAS 2/4

ITC

MicroCal PEAQ-ITC

LC-MS

Exactive™ Orbitrap Massenspektrometer

S&ulenofen HotDog™ 5090

Surveyor Autosampler Plus Lite

Surveyor MS PumpPlus

Spritzenpumpe Fusion HT

MALDI-TOF-MS

Massenspektrometer autoflex™ speed
MALDI-TOF (/TOF)

Oberflachenplasmonenresonanz - SPR

Biacore X100

Experimenteller Teil

BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland
BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland

SLT, Crailsheim, Deutschland

Malvern Instruments Limited, Malvern, UK

Thermo Fischer Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Prolab Instruments GmbH, Reinach,
Schweiz

Thermo Fischer Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutsch-
land

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland
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Sonstiges

Autoklav Laboklav ECO

Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-4
LSCbasic

HPLC-Selektivitatssaule

Thermo Scientific™

Accucore™ Polar premium (100 x 2,1 mm;
Partikelgrof3e 2,6 um)

HPLC-Vorsaule

Thermo Scientific™

Accucore™ Polar premium (10 x 2,1 mm;
Partikelgrof3e 2,6 um)

Inkubationsschuttler C24CK

Magnetrihrer C-MAG HS 7 Package

Magnetrihrer MR 3002 S

MTP 384 ground steal target

pH Messgerat FiveEasy Standard
Pipette Research®1 - 5 ml

Pipette Research®Plus 0,5 - 10 pl
Pipette Research®Plus 10 - 100
Pipette Research®Plus 100 - 1000 l
Pipette Research®Plus 20 - 200 ul

Pipette Research®Plus Pro Multi-Kanal
30 - 300 pl

Reinstwasseranlage Milli-Q® direct C85358

Trockenschrank 20 - 250°C

Ultraschallbad Sonorex Super RK 106
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SHP Steriltechnik AG, Detzel,
Schloss/Satuelle, Deutschland

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Osterode am Harz, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Darmstadt,
Deutschland

New Brunswick Scientific, Edison, USA

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, Deutschland

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutsch-
land

Mettler-Toledo, Columbus, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

BANDELIN electronic GmbH & Co.KG,
Berlin, Deutschland



Vortexmischer/Reagenzglasschuttler
Heidolph™

Vortexmischer/Reagenzglasschuttler
TopMix FB 15024

Waage AT261 DeltaRange
Waage PM4600 DeltaRange

Zentrifuge 5804 R

5.1.2. Software

Biacore X100 Control Software
Version 1.1

Biacore X100 Evaluation Software
Version 1.1

ChemDraw 18.1
Chem3D 18.1

flexAnalysis 3.4

flexControl 3.4

FlexS 2.1.3

Gen5 Datenanalyse-Software
MicroCal PEAQ-ITC Analysesoftware

MicroCal PEAQ-ITC Software
Geréatesteuerung

Origin® 2019 Grafik & Analyse Software

SeeSAR 9.2

Xcalibur™ Software

Experimenteller Teil

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, Deutschland

Fischer Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

Mettler-Toledo, Columbus, USA
Mettler-Toledo, Columbus, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

PerkinElmer®, Waltham, USA
PerkinElmer®, Waltham, USA

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutsch-
land

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutsch-
land

BioSolvelT GmbH, Sankt Augustin,
Deutschland

BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland
Malvern Instruments Limited, Malvern, UK

Malvern Instruments Limited, Malvern, UK

OriginLab Corporation, Northhampton, USA

BioSolvelT GmbH, Sankt Augustin,
Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Darmstadt,
Deutschland
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5.1.3. Antigene und Antikorper

Antigene

7-O-Acetylintermedin PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland

7-O-Acetyllycopsamin PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland

Echimidin PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland

Erucifolin PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland

Heliotridin Cfm Oskar Tropitzsch, Marktredwitz,
Deutschland

Heliotrin PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland

Indicin Cfm Oskar Tropitzsch, Marktredwitz,
Deutschland

Integerrimin Cfm Oskar Tropitzsch, Marktredwitz,

Integerrimin-N-Oxid

Intermedin
Intermedin-N-Oxid
Jacobin

Jacolin

Lasiocarpin
Lycopsamin

Merenskin

Merepoxin

Monocrotalin

Otonecin
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Deutschland

Cfm Oskar Tropitzsch, Marktredwitz,
Deutschland

PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland
PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland
PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland

Cfm Oskar Tropitzsch, Marktredwitz,
Deutschland

PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland
PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland

Cfm Oskar Tropitzsch, Marktredwitz,
Deutschland

Cfm Oskar Tropitzsch, Marktredwitz,
Deutschland

PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland

Cfm Oskar Tropitzsch, Marktredwitz,
Deutschland



Retronecin

Retronecin-N-Oxid

Retrorsin

Sceleratin

Senecionin
Seneciphyllin
Seneciphyllin-N-Oxid
Senecivernin
Senkirkin
Trichodesmin
Antikorper

mAKk gegen Monocrotalin, 4B8 aus Maus

mAKk gegen Retronecin, 18H4 aus Ratte

Pferd-anti-Maus 1gG (H&L) Antikorper,
HRP-markiert, PI-2000

Ziege-anti-Ratte IgG (H&L) Antikorper,
HRP-markiert, GtxRt-003-DHRPX

Experimenteller Teil

Cfm Oskar Tropitzsch, Marktredwitz,
Deutschland

Cfm Oskar Tropitzsch, Marktredwitz,
Deutschland

PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland

Cfm Oskar Tropitzsch, Marktredwitz,
Deutschland

PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland
PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland
PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland
PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland
PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland

PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Deutschland

Department fir Pharmakognosie, Kyushu
Universitat, Fukuoka

Lehrstuhl fir Analytische Chemie und
Wasserchemie, TUM, Minchen

Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching,
Deutschland

Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

5.1.4. Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Materialien

Biacore BIA Maintenance Kit, BR-1006-66
Bond Elut SCX-Kartuschen, 6 ml, 500 mg,

102114

Einmal-Kaniilen Sterican®, 0,8 x 120 mm,
C630.1

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Waldbronn, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland
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Einmal-Kaniilen Sterican®, 0,8 x 40 mm,
X127 .1

Einmal-Reagenzreservoir, CYN5.1
Einmalspritze Injekt®, 10 ml, 0058.1
Einmalspritze Injekt®, 2 ml, 0056.1
Einmalspritze Injekt®, 20 ml, 0059.1

Einmalspritze Injekt®, 5 ml, 0057 .1

HBS EP+ Puffer 10x, BR-1008-26

Konzentratoren Amicon® Ultra-0.5, Ultracell-

30 Membran, MWCO 30kDa, Z740173

Konzentratoren VivaSpin®20, MWCO
10kDa, 2614602

Mikrotiterplatten, 96-well, PS, F-Boden,
transparent, MICROLON®, High binding,
655061

Multi®-Sicherheitsreaktionsgefale, 1,5 ml,

7080.1

Multi®-Sicherheitsreaktionsgefale, 2 ml,
7083.1

Nalgene™ Rapid-Flow™ Sterile Einweg-
FlaschenaufsatZfilter, PES, 0,22 ym,
295-3345

Parafiim®M, H666.1

Pasteurpipetten, 230 mm, 4522.1

Pipettenspitzen Brand, 0,1 - 20 pl, AL17.1
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Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland



Pipettenspitzen Brand, 5-300 pl, ALX8.1

Pipettenspitzen Standard MAKRO 1 - 5 ml,
5846.1

Pipettenspitzen Standard UNIVERSAL,
10 - 200 ul, BO07.2

Pipettenspitzen Standard UNIVERSAL,
100 - 1200 pl, 2679.1

Plastik Vials PP, BR-1002-87
Rollrandglaschen, 10 ml, X655.1
Rollrandglaschen, 20 ml, X657.1
Rollrandglaschen, 30 ml, X660.1
Rollrandglaschen, 40 ml, X662.1
Rotilabo®-Abdeckfolien, EN76.1
Rotilabo®-Faltenfilter, @ 185 mm, AY79.1
Rotilabo®-Kurzgewindeflaschchen,

Braunglas, LC06.1

Rotilabo®-Kurzgewindeflaschchen,
Klarglas, LC03.1

Rotilabo®-Micro-Magnetriihrstabchen,
PK68.1
Rotilabo®-Spritzenfilter, PTFE, KC94.1

Rotilabo®-Spritzenfilter, PVDF, PP48.1

Rubber Caps, BR-1004-14

Experimenteller Teil

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland
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Schraubkappen geschlossen, PP, TY75.1

Schraubkappen mit Bohrung, LC14.1

Sensor Chip Protein G

Zentrifugenréhrchen PP, 15 ml,
CELLSTAR®, 188261

Zentrifugenréhrchen PP, 50 ml,
CELLSTAR®, 210216

Matrices

Fenchel

Honig

Kamille

Pfefferminze

Chemikalien

1,1‘-Carbonyldiimidazol, PEPTIPURE®,
6992.2

1,4-Dioxan, wasserfrei, 99,8%, 296309
3,3'5,5"-Tetramethylbenzidin, 6834.3
Aceton ROTISOLV®, mind. 99,9%,
KK40.1

Aceton, mind. 99,5 %

Acetonitril fiir HPLC, Chromasolv®,

2 99,9%, 34998

a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure, 8201344
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Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Martin Bauer GmbH & Co. KG, Vesten-
bergsgreuth, Deutschland

Imkerei Murnau, Deutschland

Martin Bauer GmbH & Co. KG, Vesten-
bergsgreuth, Deutschland

Lehrstuhl fir Lebensmittelsicherheit, Lud-
wig-Maximilians-Universitat Minchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutsch-
land



Ameisensaure, fur LC-MS LiChropur®,
98 - 100%, 5.33022

Ammoniaklésung, 25%

Casein aus Kuhmilch, C5890

Coffein, = 98,5%, N815.1

Dikaliumhydrogenphosphat Trihydrat,
ReagentPlus®, = 99,0%, P5504

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Essigsaure, 100%, 3738.1

Ethanol vergallt, K928.4

Ethanol, 2 99,5%, 5054.1

H,O fir HPLC, Chromasolv®, = 99,9%,
270733

Kaliumdihydrogencitrat, Alfa aesar™,
99%, wasserfrei, 44415

Kaliumdihydrogenphosphat, wasserfrei,
60220

Kaliumsorbat, ReagentPlus®, = 99,0%,
359769

Lithiumaluminiumhydrid, 2,0 M in THF,
593702

Met-Arg-Phe-Ala Acetat, = 90%, M1170
Methanol fiir HPLC, Chromasolv®,
= 99,9%, 34860

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N‘ethylcar-
bodiimid Hydrochlorid (EDC), E7750

Experimenteller Teil

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland
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N,N*-Dimethylformamid (DMF), = 99,8%,
wasserfrei, 227056

Natriumazid = 99,99%, 438456
Natriumchlorid min. 99,8%, HN0O.1

Natriumchlorid, S7653

Natriumhydrogencarbonat, 1063291000

Natriumhydroxid, = 85%, 6751.1
Natriumtetraborat Decahydrat, = 99,5%,
S9640

pH-Pufferlésung pH 10.01, 9606.1
pH-Pufferlésung pH 4.01, 9602.1
pH-Pufferlésung pH 7.01, 9604.1
Rinderserumalbumin, Fraktion V, pH 7.0,
11930.03

Salzsaure, rauchend, 30721
Schwefelsaure, 95 - 97%, 30743
Stickstoff 5.0
Trans-3,5-dimethoxy-4-hydroxyzimtsaure,
8201345

Trifluoressigsaure, = 99,9%, 6957.1

Tween®20 firr Synthese, 8.22184
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Air Liquide, Mlnchen

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutsch-
land

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland
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Wasserstoffperoxid-Losung, 30% (w/w), Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
31642 Miinchen, Deutschland

Zink, Staub < 10y, = 98%, 209988 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland

5.1.5. Pufferlésungen

Alle Pufferldsungen wurden ausschlieBlich mit UV-Licht-behandeltem Milli-Q® Reinstwas-
ser angesetzt, der pH-Wert eingestellt und anschlieBend ggf. autoklaviert oder filtriert.
ELISA

Blocklésung, 1% Casein in PBS

Die Lésung wurde auf 90°C erhitzt und anschlieRend nach Abklhlen auf RT durch einen

Faltenfilter filtriert. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte eine Lagerung bei 4°C.

Coating-Puffer, pH 9,6

Na,COs 15 mM
NaHCO; 35 mM
NaN3; 3mM

Phosphatpuffer, PBS, 80 mM, pH 7,6

KH2PO4 10 mM

K2HPO4 70 mM

NaCl 145 mM
Stoppldsung

H2SO4 5%

99



Experimenteller Teil

Substratpuffer, pH 3,8

C6H7KO7 200 mM

C6H7K02 0,67 mM
Substratlésung

Substratpuffer 25 ml

TMB-Stammlésung 500 pl

H202 (1%) 100 yl

TMB-Stammlésung in DMSO

T™MB 52 mM

Waschpuffer, pH 7,6, PBS-T
PBS 8 mM

Tween®20 0,05%

Sonstige Puffer und Lésungen
Boraxpuffer, pH 8,5

NazB407X 10H20 6 mM

Extraktionsmittel

H2SO4 50 mM

Tuning-LAsung

NH,COOH 5mM in H,O/MeOH
(50/50, v/v)
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5.2. Methoden

5.2.1. Synthese von Retronecin-BSA-Konjugaten

Derivatisierung von Retronecin

Die Synthese des Retronecin-BSA-Konjugats erfolgte in Anlehnung an Sakamoto et al.
2017. Retronecin (5 mg) und CDI (5,22 mg) wurden aquimolar (jeweils 21 mM) in 1,5 ml
wasserfreiem 1,4-Dioxan geldst und bei 30°C unter Schutzgas (N2) und stdndigem Ruhren

fur 3 h zur Reaktion gebracht.

Uberpriifung der Derivatisierung

Der Reaktionsfortschritt wurde massenspektrometrisch tUberprift. Zu diesem Zweck wur-
den der Reaktionslésung etwa 100 pl entnommen, das Dioxan unter N>-Begasung abge-
dampft und der Ruckstand in Tuning-Losung auf eine Konzentration von 10 ug/ml riickge-
I6st. AnschlieRend erfolgte die direkte Injektion des Reaktionsgemischs Uber eine Spritzen-
pumpe in das ESI - Exactive™ Orbitrap Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific).
Unter Verwendung eines geeigneten Tuning-files erfolgte die Massenanalyse. Vor jeder
Messreihe wurde das Massenspekirometer lber eine Spritzenpumpe mit einem Kalibier-
standard in positivem und negativem Modus bei einer Flussrate von 10 ul/min kalibriert. Der
Standard enthielt ein MRFA-Peptid'3, SDS, Natrium-Taurocholséure und Ultramark® 1621
geldst in H.O/MeOH (50/50, v/v). PA und PANO wurden im positiven lonisierungsmodus
bei einer Auflésung von 50.000 (2 Hz) und einer maximalen Injektionszeit von 30 ms ge-
messen. Die automatic gain control (AGC) war auf 1x10° (balanced), das Vernebelungs-
und Hilfsgas auf eine Flussrate von 20 I/h beziehungsweise 5 I/h eingestellt. Der erfasste
Massenbereich lag bei 50 - 1000 m/z und die kollisionsinduzierte Dissoziation war deakti-
viert. Die angelegte Spannung betrug 3,5 kV, die Kapillartemperatur 300°C, die Kapillar-
spannung 60 V, die Tubuslinsenspannung 95 V und die Skimmerspannung 18 V. Die auto-
matische Datenerfassung sowie die Datenauswertung erfolgten Uber die Instrumentensoft-
ware Xcalibur 2.1. Die Identifizierung der Edukte Retronecin, CDI beziehungsweise Imida-

zol sowie des Reaktionsprodukts Bis-Retronecinyl-Carbonat erfolgte Uber ihre exakten

13 Bestehend aus den Aminosauren Methionin (Met, M), Arginin (Arg, A), Phenylalanin (Phe, F) und Alanin
(Ala, A).
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Massen von [M+H*] m/z 156,10213 fiir Retronecin, [M+H*] m/z 69,04567 fiir Imidazol sowie
[M+H*] m/z 337,17554 fiir Bis-Retronecinyl-Carbonat.

Kopplung an Proteintrédger

Nach erfolgreicher Derivatisierung wurde der Reaktionsansatz tropfenweise in eine BSA-
Lésung (10 mg/ml in Borax-Puffer, pH 8,5) gegeben und 4 h bei RT und unter Ausschluss
von Licht gerlhrt. Der Reaktionsansatz wurde anschlieRend unter Verwendung von Vi-
vaSpin®20 (MWCO 10 kDa) Ultrafiltrationseinheiten filtriert und aufkonzentriert. Zu diesem
Zweck wurde das Reaktionsgemisch in den Diafiltrationsbecher gefiillt und verbleibendes
Restvolumen mit Borax-Puffer auf 20 ml aufgefullt. Die Ultrafiltrationseinheit wurde fir 25
min bei 4°C und 4500 x g zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Der Diafiltrationsbecher
wurde anschlieend mit 20 ml Milli-Q® Reinstwasser befiillt und die Ultrafilirationseinheit
erneut flr 25 min bei 4°C und 4500 x g zentrifugiert. Das im Diafiltrationsbecher verblei-
bende Konzentrat wurde in ein Rollrandglas Uberfiihrt und nach Einfrieren in flissigem N2
UN lyophilisiert. Bis zur weiteren Verwendung wurde das Konjugat bei 4°C aufbewahrt. Die
Uberpriifung der erfolgreichen Kopplung des Retronecins an BSA erfolgte mittels indirek-
tem ELISA und MALDI-TOF-MS.

5.2.2. Charakterisierung von Retronecin-BSA-Konjugaten

Alle ELISAs wurden, wenn nicht anders beschrieben, in MTP mit 96-Kavitaten (transparent,
aus Polystyrol, hochbindend) durchgefihrt. Um wahrend der Inkubationszeiten eine Ver-
dunstung von Flissigkeit und damit eine Beeinflussung der Messergebnisse zu vermeiden,
wurden die Platten mit Abdeckfolie luftdicht verschlossen. Mit Ausnahme des Coatings er-
folgten alle Inkubationszeiten auf einem Horizontal-Schuttler bei 200 rpm und RT. Alle Mes-
sungen wurden in Triplikaten (m=3) durchgefiihrt. Das Auslesen der MTP und die Messung
der Absorption bei 450 nm erfolgte mittels eines MTP-Lesers und der Datenanalyse-Soft-
ware Genb. Die Prozessierung und Auswertung der generierten Daten wurde mit Hilfe von
MS Excel, die graphische Darstellung mit Origin® 2019 Grafik & Analyse-Software durch-
gefuhrt.

Fir die qualitative Uberpriifung des Kopplungserfolgs von Retronecin an verschiedene Pro-
teintrager wurde ein von der Arbeitsgruppe Morimoto der Kyushu Universitat Fukuoka, Ja-
pan, zur Verflgung gestellter muriner Monocrotalin-spezifischer mAk (mAk4B8) verwendet,
der eine 0,11%ige KR gegeniuber Retronecin zeigte. Es wurde ein nicht kompetitiver ELISA
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde eine MTP UN bei 4°C mit 200 pl einer Retronecin-
Konjugat-Lésung (1 yg/ml in Coating-Puffer) beschichtet. Als Negativ-Kontrolle erfolgte die
Inkubation mit einer BSA- oder TG-Lésung (1 pyg/ml in PBS). Die Platte wurde 3x mit je
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300 pl Waschpuffer-Losung (8 mM PBS-T) pro Kavitat gewaschen und unbesetzte Bin-
dungsstellen der MTP mit Hilfe von 300 pl einer 1%igen Casein-Lésung (in PBS) fir 1 h bei
RT blockiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Zugabe von 200 pl einer L6-
sung des mAk4B8 (400 ng/ml in PBS-T). Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei RT wurde
die MTP erneut gewaschen und 200 pl einer Losung eines sekundaren HRP-gekoppelten
Anti-Maus-IgG-Antikdrpers (200 ng/ml in PBS-T) in die Kavitaten gegeben. Nach einer In-
kubationszeit von 1 h bei RT wurde ein finaler Waschschritt durchgefiihrt und die Bindung
von Retronecin-spezifischen Antikdrpern an die Retronecin-Konjugate durch Zugabe einer
TMB/H.0O; -Substratlésung sichtbar gemacht. Das Abstoppen der Reaktion mit 5% H>SO.-

Lésung erfolgte sobald eine ausreichende Farbintensitat erreicht war.

5.2.3. MALDI-TOF-MS

Fur die weitere Charakterisierung von Retronecin-Protein-Konjugaten sowie des mAk18H4
wurden MALDI-TOF-MS-Messungen durchgefiihrt. Alle Messungen erfolgten am Max von
Pettenkofer Institut der LMU Munchen (PD Dr. Andreas Wieser) unter Verwendung eines
autoflex™ speed MALDI-TOF(/TOF) Massenspektrometers (Bruker Daltonik GmbH).
Hierzu wurden die Retronecin-Protein-Konjugate in einer Konzentration von 1 mg/ml in Milli-
QP Reinstwasser gelost. Lag das Konjugat wie der mAk18H4 bereits in Pufferlésung vor,
wurde die Lésung zundchst unter Verwendung von Ultrafiltrationseinheiten (Amicon®,
MWCO 30 kDa) entsalzt. Zu diesem Zweck wurde eine geeignete Menge des Proteins in
den Diafiltrationsbecher iberfiihrt und das verbleibende Restvolumen mit Milli-Q® Reinst-
wasser auf 500 yl aufgefillt. Die Filtrationseinheit wurde anschlielend bei 8000 x g und
20°C fur 25 min zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Der Diafiltrationsbecher wurde mit
500 pl Milli-Q® Reinstwasser aufgefiillt und die Zentrifugation wiederholt. Im Anschluss
wurde der Diafiltrationsbecher fur 2 min bei 8000 x g und 20°C invers zentrifugiert und die
Proteinlésung somit in ein frisches Reaktionsgefal® Gberfuhrt. Die Proteinlésung wurde an-
schlieBend in einer Konzentration von 1 mg/ml in Milli-Q® Reinstwasser aufgenommen.
Fir die Charakterisierung von Retronecin-BSA-Konjugaten wurden je 0,7 pl der Proteinlo-
sung auf ein MTP 384 ground steal target pipettiert und nach vollstandiger Trocknung mit
0,7 ul HCCA (10 mg/ml in 50% ACN, 47.5% Milli-Q® Reinstwasser und 2.5% Trifluoressig-
saure (TFA), v/v) Uberschichtet. Fur die Charakterisierung des mAk18H4 wurde das MTP
384 ground steal target mit 0,7 ul einer gesattigten Losung aus SA (engl. trans-3,5-dime-
thoxy-4-hydroxy cinnamic acid, in EtOH) beschichtet. Nach erfolgter Auskristallisierung der
Matrix, wurde die Antikdrperldsung zu gleichen Teilen mit einer Lésung aus SA (in 30%
ACN/H20, 0,1% TFA) vermischt und davon 0,5 pl auf das bereits mit SA beschichtete target
pipettiert. Nach vollstandiger Kristallisierung der Matrix erfolgte die Messung. Die Spektren

wurden im linearen positiven Modus aufgenommen und die Parameter-Einstellungen fir
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einen Massenbereich von 30 - 210 kDa optimiert (lonenquelle 1: 19.5 kV, lonenquelle 2:
16.6 kV, gepulste lonenextraktionszeit: 600 nm, gain factor: 10x). Die Kalibrierung des Ge-
rats erfolgte mit einem externen Peptidstandard. Die Datenerfassung erfolgte automatisch
uber die Instrumentensoftware flexControl, die Datenauswertung mit Hilfe der Software

flexAnalysis.

5.2.4. Herstellung monoklonaler anti-Retronecin-Antikorper

Die Herstellung von mAk erfolgte in Zusammenarbeit mit der MAB Monoclonal Antibody
Core Facility, Helmholtz Zentrum Minchen. Zu diesem Zweck wurden Wistar-Ratten mit
TG-konjugiertem Retronecin immunisiert und anschliefend die Milzzellen der Ratten mit
der Maus-Myelomazellinie P3X63-Ag8.653 zu Hybridomzellen fusioniert. Die Immunisie-
rung und die Herstellung von Hybridomen wurden gemafR nachfolgendem Schema durch-
gefuhrt:

Phase 1 - Immunisierung und Herstellung von Hybridomen

Die Immunisierung der Ratten erfolgte mit 50 ug Retronecin-TG-Konjugat und 5 nmol CpG
2006 (Bauer et al., 2001; Krieg et al., 1995; Krug et al., 2001; Marshall et al., 2005) (TIB
MOLBIO, Berlin) gel6st in 1 ml IFA/PBS (inkomplettes Freund-Adjuvans) (50%, v/v). Eine
erste Booster-Immunisierung mit 50 ug Konjugat und 5 nmol CpG 2006 in 750 ul IFA/PBS
(33,3%, v/v) erfolgte sechs Wochen nach der Primarimmunisierung, eine zweite Booster-
Immunisierung nach weiteren vier Wochen. Drei Tage nach der letzten Immunisierung
wurde die Milz entnommen und aus dem Organ die Antikdrper-produzierenden B-Zellen
isoliert. Diese wurden anschlieBend mit murinen Myelomazellen fusioniert. Die Zellen wur-
den fir 10 Tage bei 37°C auf 96-Loch-Zellkulturplatten kultiviert und positive Hybridome mit
Hilfe eines Selektionsmediums, dem sogenannte HAT (Hypoxanthin-Aminopterin-Thymi-
din)-Medium (Koéhler et al., 1975), identifiziert. Eine Testung der ZKU auf geeignete sekre-
tierte mAk erfolgte mit dem heterologen Retronecin-BSA-Konjugat sowie mit dem Protein-

carrier (TG) des Immunogens im indirekt nicht kompetitiven ELISA (s. Abschnitt 5.2.5).

Phase 2 - Expansion positiver Hybridom-Zellklone und Bestimmung der [gG-Subklasse

Positiv getestete Zellklone (Bindung der sekretierten Antikbrper nur an das Retronecin-
BSA-Konjugat) wurden expandiert und kryokonserviert. Die IgG-Subklasse wurde mittels
direktem ELISA und HRP-konjugierten mAk gegen verschiedene IgG-Subklassen/Isotypen
aus der Ratte bestimmt (anti-Ratte TIB173 IgG2a, anti-Ratte TIB174 IgG2b, anti-Ratte
TIB170 IgG1 von ATCC, anti-Ratte 1gG2c, von MAB Monoclonal Antibody Core Facility).
Nach einer Rekultivierung erfolgte die Revalidierung der mAk mittels indirekt nicht kompe-
titivem ELISA.
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Phase 3 - Generierung stabiler Zellklone und Titerbestimmung

Um ein monoklonales Hybridom zu erhalten, wurden die positiv getesteten revalidierten
Hybridomzellklone unter Berucksichtigung der IgG-Isotypen rekloniert. Dies erfolgte durch
Einzelzellverteilung (limited dilution) so lange, bis alle ZKU eines Hybridoms auf einer 96-
Loch-Zellkulturplatte positiv mit dem heterologen Antigen reagierten. Die Zellen des stabil
etablierten Hybridoms wurden erneut expandiert und die ZKU fir die Verwendung im Im-
munoassay und einer anschlieenden Affinitdtsaufreinigung gesammelt. Weiterhin wurde
die 1gG-Subklasse mittels direktem ELISA und unter Verwendung der HRP-konjugierten
Subklassen-spezifischen mAKk verifiziert und der Titer durch serielle Verdiinnung der ZKU

ermittelt.

Phase 4 - Affinitatsaufreinigung

Eine Aufreinigung der mAk erfolgte durch Protein G-basierte Affinitdtschromatographie.
Hierfiir wurden 500 ml ZKU des mit IgG-abgereichertem fetalen Kéalberserum (PAN; cat#:
P30-2802) kultivierten Hybridoms mit 5 ml/min auf eine 5 ml HiTrap Protein G-HP-Saule
(GE Healthcare; cat#: 17-0405-01) aufgegeben. Die Saule wurde anschlieffiend mit etwa
15 ml PBS gewaschen bis die Leitfahigkeit einen Wert < 17 mS/cm zeigte. Die Elution des
mAKks erfolgte mit 0,1 M Citratpuffer (pH 2,7) und wurde mittels Messung der UV-Absorption
Uberwacht. Die IgG-enthaltende Fraktion wurde in einem Superloop gesammelt und Gber
eine Superdex 200 Gelfiltrationssaule (GE Healthcare) bei einer Flussrate von 5 ml/min
gegen PBS dialysiert. Die Konzentration des mAks wurde anschliefend mittels Thermo

Scientific™ NanoDrop™ Spektralphotometer auf 1,3 mg/ml eingestellt.

5.2.5. Screening von ZKU

Fir das Screening der von der MAB Monoclonal Antibody Core Facility, Helmholtz Zentrum
Miinchen, zur Verfigung gestellten ZKU wurde ein indirekt kompetitiver ELISA durchge-
fuhrt. Dabei erfolgte die Kompetition zunachst mit einer Retronecin-Konzentration von
2 ug/ml in PBS und fiir die Testung der ZKU rekultivierter Zellklone tiber einen Konzentra-
tionsbereich von 0,01 - 100 pug/ml verdiinnt aus einer Retronecin-Stammlésung der Konzen-
tration 1 mg/ml in PBS. MTP wurden UN bei 4°C mit 200 ul einer Retronecin-CDI-BSA-
Konjugat-L6sung (1 pg/ml in Coating-Puffer) beschichtet. Die Platten wurde 3x mit Wasch-
puffer-Lésung (8 mM PBS+0,05% Tween®20) gewaschen und unbesetzte Bindungsstellen
auf den Platten mit Hilfe von 300 pl einer 1%igen Casein-Lésung (in PBS) fur 1 h bei RT
blockiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden jeweils 50 pl einer Retronecin-Losung

oder PBS als Negativ-Kontrolle in Duplikaten in die Kavitaten der MTP vorgelegt und je

105



Experimenteller Teil

50 pl der zuvor im Verhaltnis 1:2 (v/v) (1:500 bei der Testung von ZKU rekultivierter Zell-
klone) in PBS verdiinnten ZKU zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei RT er-
folgte ein Waschschritt und die Zugabe von 100 pl eines im Verhaltnis 1:400 (v/v) in PBS-
T verdinnten Subklassen-spezifischen HRP-konjugierten sekundaren anti-Ratte-Antikor-
pers. Die Inkubationszeit bei RT betrug 1 h. Die Farbreaktion erfolgte nach einem finalen
Waschschritt durch Zugabe einer TMB/H20--haltigen Substratlésung. Das Abstoppen der
Farbreaktion mit 100 pl einer 5%igen H2SO4-L6sung erfolgte sobald eine ausreichende Far-
bintensitat erreicht war. Insgesamt wurden etwa 800 ZKU aus den Hybridomzellkulturen

von drei immunisierten Ratten getestet.

5.2.6. Abschatzung der Dissoziationskonstanten aus dem ICso-Wert

Fir die Abschatzung der Affinitat des mAk18H4 wurde ein indirekt kompetitiver ELISA
durchgefuhrt. Dabei erfolgte die Kompetition mit Retronecin tber einen Konzentrationsbe-
reich von 0,001 - 100 ug/ml PBS. Die Verdinnungen wurden aus einer Retronecin-Stamm-
l6sung der Konzentration 1 mg/ml in PBS hergestellt. MTP wurden UN bei 4°C mit 200 pl
einer Retronecin-CDI-BSA-Konjugat-Lésung (1 pg/ml in Coating-Puffer) beschichtet. Die
Platten wurde 3x mit Waschpuffer-Lésung (8 mM PBS+0,05% Tween®20) gewaschen und
unbesetzte Bindungsstellen auf den Platten mit Hilfe von 300 pl einer 1%igen Casein-L6-
sung (in PBS) fur 1 h bei RT blockiert. Nach einem Waschschritt wurden jeweils 100 pl einer
Retronecin-Losung oder PBS als Negativ-Kontrolle in Triplikaten in die Kavitaten der MTP
vorgelegt und je 100 ul des im Verhaltnis 1:5000 oder 1:2500 (v/v) in PBS verdinnten
mAKk18H4 (260 ng/ml bzw. 520 ng/ml) zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei
RT erfolgte ein weiterer Waschschritt und die Zugabe von 200 pl eines im Verhaltnis 1:5000
(v/v) in PBS-T verdinnten HRP-konjugierten sekundaren Anti-Ratte-lgG-Antikérpers (180
ng/ml). Die Inkubationszeit bei RT betrug 1 h. Die Farbreaktion erfolgte nach einem finalen
Waschschritt durch Zugabe einer TMB/H20--haltigen Substratlésung. Das Abstoppen der
Farbreaktion mit 100 ul 5% H.SO, erfolgte sobald eine ausreichende Farbintensitat erreicht

war, idealerweise jedoch nach maximal 10 min.

5.2.7. Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

Fir die thermodynamische Charakterisierung und Bestimmung der Bindungskonstanten
der Interaktion des mAk18H4 mit Retronecin wurden ITC-Messungen durchgefihrt. Alle
Messungen wurden am Lehrstuhl fir Biomolekulare NMR-Spektroskopie (TUM, Prof. Satt-
ler) unter Verwendung eines MICROCAL PEAQ-ITC Kalorimeters (Malvern Panalytical
GmbH) durchgefiuhrt. Hierzu wurden 300 ul der mAk18H4-Loésung (8,8 uM in PBS, Bio-
Chrom GmbH) in die Messzelle sowie 60 pul eines Titranten (Retronecin 176 uM, 132 yM
bzw. 99 uM und BSA 90 uM in PBS) in die Spritze gegeben. Die Referenzzelle enthielt

PBS. Mess- und Referenzzelle wurden bei einer Temperatur von 25°C betrieben und der
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Titrant kontinuierlich bei 500 rpm geriihrt. Nach einer 60-sekiindigen Aquilibrierphase und
einer initialen Injektion von 0,2 yl wurde der Titrant schrittweise mit einem Volumen von je
1,5 yl in die Messzelle titriert (Injektionsdauer: 3 s, Aquilibrierphase zwischen den Injektio-
nen: 120 s, Anzahl der Injektionen: 25). Die fir die Kompensation der Warmemengenande-
rung zwischen Referenz- und Messzelle aufzubringende Leistung (DP, [umol/s]) wurde ge-
gen die Zeit aufgetragen. AnschlieRend wurden die Signalspitzen integriert (AH [kcal/mol])
und gegen das molare Verhaltnis von mAk18H4 zu Retronecin oder BSA aufgetragen. Die
resultierende Isotherme wurde anschlie3end in einem Bindungsmodell (1:1) angepasst und
die Bindungskonstante (Kq), die Bindungsstdchiometrie N sowie weitere thermodynamische
Grolen (AH, AS, AG) fir die Charakterisierung der bimolekularen Reaktion von mAk18H4
und Retronecin beziehungsweise BSA ermittelt. Die Datenerfassung erfolgte Uber die
MicroCal PEAQ-ITC-Geratesteuerungssoftware, die Auswertung der Daten unter Verwen-
dung der MicroCal PEAQ-ITC-Analysesoftware.

5.2.8. Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR-Spektroskopie)

Fir die thermodynamische Charakterisierung und Bestimmung der Bindungskonstanten
der Interaktion des mAk18H4 mit Retronecin wurden SPR-Messungen durchgefihrt. Die
SPR-Spektroskopie wurde im antibody-capture Format unter Verwendung eines Biacore™
X100 (GE Healthcare Europe GmbH) durchgefuhrt. Die Flusszelle wurde konstant auf 25°C
temperiert und die Messung, wenn nicht anders beschrieben, bei einer Flussrate von
30 pl/min durchgefihrt. Der verwendete Laufpuffer (HPS EP+, pH 7,4) wurde zusatzlich mit
0,5% BSA versetzt und sowohl fur die Messungen, also auch die Verdinnung des mAks

sowie der Probenlosungen verwendet.

Immobilisierung des mAk18H4

Die nichtkovalente Immobilisierung des mAk18H4 erfolgte Uber einen Protein G-Chip. Die-
ser wurde in Flusszelle 2 mit dem mAk18H4 bei einer Konzentration von 8,8 nM (Verdun-
nung in Laufpuffer) und einer Flussrate von 30 pl/min fir 80 s auf eine RU von etwa 1000
gespult. Anschlielend wurde der Sensorchip noch weitere 15 min mit Laufpuffer aquilibiert

und schlieBlich fir die Messung der Kinetik verwendet.

Bestimmung der Dissoziationskonstante (Kq)

Die Ratenkonstanten ks und kq sowie die Dissoziationskonstante Kq wurden mit Hilfe einer
single-cycle Kinetik (SCK) bestimmt. Retronecin-BSA wurde in Laufpuffer zu einer Konzen-
tration von 30 uM geldst, fir 15 min bei 10.000 x g und 4°C zentrifugiert und entsprechend

in Laufpuffer verdiinnt. Der Sensorchip wurde pro Zyklus fur je 120 s, beginnend mit der
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niedrigsten von funf Analytkonzentrationen (1,88 pM, 3,75 uM, 7,5 uM, 15 yM, 30 uM) und
anschlieend fir 180 s mit Laufpuffer ohne zwischenzeitliche Regenerierung gesplilt.
Blankzyklen vor und nach der Messung sollten die Baseline-Drift durch Dissoziation des
Liganden von der Sensorchipoberflache abbilden. Fir die Regenerierung des Protein G-
Chips wurde dieser fir 60 s mit einer Glycin-Lésung (pH 2,0) gespdlt und anschlief3end in
Laufpuffer bei 4°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die Datenerfassung erfolgte tiber
die Biacore X100 Control Software, die Auswertung der Sensorgramme unter Verwendung

des Fitting-Modells fiir heterogene Liganden und der Biacore X100 Evaluation Software.

5.2.9. Bestimmung der Kreuzreaktivitaten

Fir die Bestimmung der KR wurden in PBS verdiinnte, nicht aufgereinigte ZKU des gefrier-
stabilen Zellklons 18H4 verwendet. Einen Uberblick tber die fiir die Testung eingesetzten
25 PA (Retronecin-, Heliotridin- und Otonecin-basierte PA, Mono- oder Diester, offenkettig
oder makrozyklisch) sind in Tabelle 9 (Anhang, S. 137) zusammengefasst. Zusatzlich wur-
den die N-Oxide (PANO) der PA Retronecin, Seneciphyllin, Integerrimin und Intermedin
einbezogen. Alle PA lagen in Stammlésungen (in 100% ACN oder 50/50, v/v, ACN/H-0)
einer Konzentration von 1 mg/ml vor. Die Kalibierstandards wurden in PBS Uber einen Kon-
zentrationsbereich von 0,01 - 100 ug/ml hergestellt. MTP wurden UN bei 4°C mit 200
einer Retronecin-CDI-BSA-Konjugat-Lésung (1 pg/ml in Coating-Puffer) beschichtet. Die
Platten wurde 3x mit Waschpuffer-Lésung (8 mM PBS+0,05% Tween®20) gewaschen und
unbesetzte Bindungsstellen auf den Platten mit Hilfe von 300 pl einer 1%igen Casein-L6-
sung (in PBS) fur 1 h bei RT blockiert. Nach einem Waschschritt wurden jeweils 100 pl einer
Retronecin-Losung oder PBS als Negativ-Kontrolle in Triplikaten in die Kavitaten der MTP
vorgelegt und je 100 pl des im Verhaltnis 1:50 beziehungsweise 1:100 (v/v) in PBS (+0,5%
Casein) verdiinnten ZKU zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei RT erfolgte
ein Waschschritt und die Zugabe von 200 ul eines im Verhaltnis 1:5000 (v/v) in PBS-T ver-
dinnten HRP-konjugierten sekundaren Anti-Ratte-IgG-Antikdrpers (180 ng/ml). Die Inku-
bationszeit bei RT betrug 1 h. Die Farbreaktion erfolgte nach einem finalen Waschschritt
durch Zugabe einer TMB/H2O»-haltigen Substratlésung. Das Abstoppen der Farbreaktion
mit 5% H>SO, erfolgte sobald eine ausreichende Farbintensitat erreicht war nach maximal

25 min. Die Berechnung der KR erfolgte nach Formel 5.

5.2.10. Untersuchungen zur Strukturaufklarung der antigenen Determinante mittels
molekularer Alignments

Fir die Untersuchungen zur Strukturaufklarung der antigenen Determinante fiir die Interak-

tion von PA und mAk18H4 wurden die Strukturen von PA mittels ChemDraw 18.1 gezeich-

net und anschlieend in Chem3D 18.1 in ihre dreidimensionale Struktur umgewandelt. An-
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schlieBend erfolgte unter Verwendung eines MM2 Kraftfelds (Allinger, 1977) die Minimie-
rung der potentiellen Energie durch Optimierung von Bindungslange und Torsionswinkel
innerhalb der Molekile. Ausgehend von optimierten Konformationen wurde ein dreidimen-
sionales Alignment mittels FlexS 2.1.3 (Lemmen et al., 1998) durchgefihrt. Zu diesem
Zweck wurde als struktureller Anker des Alignments auf einem steifen Referenz-Molekul
sowie auf dem Test-Molekdl ein Basisfragment ausgewahlt (selbas). Das Basisfragment
bestand aus drei Atomen des PA-Grundkoérpers Retronecin, C9, N sowie dem Sauerstoff-
atom der tertiaren OH-Gruppe an Position C7. Das Alignment erfolgte nach Platzierung
(placebas) des Basisfragments. Die Molekile wurden basierend auf einem Konstruktions-
algorithmus unter Berlcksichtigung physikochemischer Eigenschaften strukturell aligned.

Die Visualisierung der Alignments erfolgte mit SeeSAR 9.2.

5.2.11. Stabilitatsuntersuchungen in organischen Losungsmitteln

Fir die Charakterisierung der Stabilitdt des mAk18H4 in den organischen Lésungsmitteln
EtOH, MeOH und ACN wurden Retronecin-Kalibierstandards in PBS, sowie jeweils in 10%
oder 20% (v/v) organischem Losungsmittel hergestellt. Die Kalibrierung erfolgte tGber einen
Konzentrationsbereich von 0,01 - 100 pg/ml, die Herstellung der Kalibrierstandards aus ei-
ner Retronecin-Stammlésung der Konzentration 2 mg/ml in PBS. Die Durchflihrung des
indirekt kompetitiven ELISAs ist unter Abschnitt 5.2.6 beschrieben.

5.2.12. Stabilitatsuntersuchungen bei verschiedenen pH-Werten

Fir die Charakterisierung der Stabilitdt des mAk18H4 bei verschiedenen pH-Werten wur-
den Retronecin-Kalibierstandards in PBS (pH 7,6), sowie jeweils in wassrigen Lésungen
mit pH-Werten von pH 1,35, pH 4,68 und pH 9,96 hergestellt. Die Einstellung der pH-Werte
erfolgte unter Verwendung von H>SO, (50 mM) oder NaOH (32%). Die Kalibrierung erfolgte
Uber einen Konzentrationsbereich von 0,01 - 100 pg/ml, die Herstellung der Kalibrierstan-
dards aus einer Retronecin-Stammlésung der Konzentration 2 mg/ml in PBS. Die Durch-
fihrung des indirekt kompetitiven ELISAs ist unter Abschnitt 5.2.6 beschrieben. Die Stabi-
litét bei pH 1,35 wurde in 1:100 (v/v) in PBS (+0,5% Casein) verdiinntem ZKU, Farbreaktion

maximal 25 min, ermittelt.

5.2.13. Herstellung von Rohextrakten

Die Herstellung der pflanzlichen Extrakte mittels Fest-Fllissig-Extraktion erfolgte in Zusam-
menarbeit mit dem Lehrstuhl fir Lebensmittelsicherheit der LMU Minchen. Hierfur wurde
ausschlieB3lich nachweislich PA-freies Material verwendet. Gefriergetrocknetes pflanzliches
Material (Pfefferminze, Kamille, Fenchel) und Honig wurden eingewogen und mit 20 ml/g

einer wassrigen 0,05 M Schwefelsaureldsung versetzt. Die Proben wurden durch Vortexen
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fur 5-10 s homogenisiert und anschlielend fir 10 min ins Ultraschallbad Gberfihrt. Die Ex-
traktion erfolgte fur 20 min auf einem Horizontalschdttler bei 500 rpm. Die Abtrennung des
flissigen Extrakts von der festen Phase erfolgte durch 10-minutige Zentrifugation bei 5000
x g. Die Extrakte wurden mit Hilfe eines Faltenfilter sowie eines Spritzenfilters (0,45 um,
PVDF) filtriert und anschlieend bis zur weiteren Verwendung noch 14 Tage bei 4°C gela-
gert. FUr die Herstellung von Retronecin-dotierten Kalibrierstandards wurden die Extrakte

unverdlnnt oder in PBS verdliinnt verwendet.

5.2.14. Untersuchung von Matrixeffekten in Rohextrakten

Die Untersuchung von Matrixeffekten in Rohextrakten aus Pfefferminze, Fenchel, Kamille
und Honig erfolgte mit Hilfe eines indirekt kompetitiven ELISAs (s. Abschnitt 5.2.6). Zu die-
sem Zweck wurden je 1 ml des filtrierten Rohextrakts mit 9,26 ul NaOH (32%) neutralisiert.
Retronecin-Kalibrierstandards wurden in unverdiinnten oder im Verhaltnis 1:10 (v/v) in PBS
verdunnten neutralisierten Rohextrakten hergestellt. Die Kalibrierung erfolgte Uber einen
Konzentrationsbereich von 0,01 - 100 ug/ml aus einer Retronecin-Stammlésung der Kon-

zentration 2 mg/ml.

5.2.15. Festphasenextraktion (SPE) fiir eine Aufreinigung von Rohextrakten

Die Aufreinigung pflanzlicher Extrakte durch SPE erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Lehr-
stuhl fir Lebensmittelsicherheit der LMU Minchen. Fur die SPE wurden Saulen mit katio-
nischer Festphase (Bond Elut Plexa PCX, Agilent) zunachst mit 5 ml MeOH und anschlie-
Rend mit 5 ml des verwendeten Extraktionsmittels (0,05 M H2SO.) konditioniert. Eine Flie3-
geschwindigkeit von einem Tropfen/s wurde dabei nicht Gberschritten. 2 x 5 ml des falten-
gefilterten Rohextrakts wurden aufgegeben und die Saulen mit je 6 ml H.O und MeOH ge-
waschen. Die Elution erfolgte mit Hilfe von 2 x 5 ml Ammoniak-haltigem MeOH (5%). An-
schlieBend wurde das MeOH unter Stickstoff bei 50°C abgedampft. Die getrockneten Eluate
wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert und fur eine Herstellung von mit

Retronecin-dotierten Kalibrierstandards in PBS rlickgeldst.

5.2.16. Untersuchung von Matrixeffekten in SPE-Eluaten

Die Untersuchung von Matrixeffekten in SPE-Eluaten aus Rohextrakten von Pfefferminze,
Fenchel, Kamille und Honig erfolgte mit Hilfe eines indirekt kompetitiven ELISAs (s. Ab-
schnitt 5.2.6). Zu diesem Zweck wurden Retronecin-Kalibrierstandards in 1 ml PBS riuickge-
I6sten und im Verhaltnis 1:10 oder 1:100 (v/v) in PBS verdunnten SPE-Eluaten hergestellt.
Die Kalibrierung erfolgte Uber einen Konzentrationsbereich von 0,01 - 100 pug/ml aus einer

Re-tronecin-Stammlésung der Konzentration 2 mg/ml.
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5.2.17. Reduktion von PANO zu PA

Fir die Reduktion von PANO zu PA wurden reines Extraktionsmittel (5 mM H>SO4) oder
pflanzliche Rohextrakte aus Fenchel und Honig mit Retronecin (1 pg/ml) dotiert. Die Ex-
trakte wurden anschlieBend mit je 100 mg/ml (Extraktionsmittel, 5 mM H2SO4), 200 mg/ml
(Rohextrakte aus Fenchel) sowie 500 mg/ml (Rohextrakt aus Honig) Zinkstaub versetzt,
welcher durch Invertieren in Suspension gebracht wurde. Die Reduktion der PANO zu PA
erfolgte bei RT und 500 rpm fir 30 min. Nach einer zehnminUtigen Zentrifugation bei 20°C
und 4300 x g, wurde der Uberstand fiir die ELISA-basierte Quantifizierung des PA-Grund-
koérpers Retronecin verwendet. AuBerdem erfolgte eine HPLC-MS-gestutzte quantitative

Analyse des Reduktionserfolgs.

Quantifizierung reduzierter PANO mittels indirekt kompetitivem ELISA

Fir die Quantifizierung der reduzierten PANO wurde unter anderem ein indirekt kompetiti-
ver ELISA (s. Abschnitt 5.2.6) eingesetzt. Zu diesem Zweck wurden je 1 ml Uberstand nach
der Reduktion mit 9,26 yl NaOH (32%) neutralisiert und durch einen Spritzenfilter (PVDF,
0,45 um) filtriert. Der neutralisierte Uberstand wurde im Verhaltnis 1:10 (v/v) in PBS ver-
dunnt. Retronecin-Kalibierstandards wurden Uber einen Konzentrationsbereich von 0,01 -
100 pg/ml aus einer Stammldsung der Konzentration 2 mg/ml in PBS hergestellt. Die Quan-
tifizierung von Retronecin erfolgte durch Normierung auf einen Blindwert (Matrix und Zink,

ohne PANO) und Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor.

5.2.18. HPLC-ESI-MS

Die massenspektrometrische quantitative Bestimmung von Retronecin und Retronecin-N-
Oxid wurde mit HPLC-ESI-MS durchgefuhrt. Jeweils 20 pl einer in Laufmittel A (H20, 5 mM
Ammoniumformiat, 0,1% FA) aufgenommenen und verdiinnten Probe, wurde mit dem Au-
tosampler injiziert. Fur die chromatographische Auftrennung der PA und PANO wurde eine
HPLC-Selektivitatssaule des Typs Accucore™ Polar premium (100 x 2,1 mm, Partikelgrofie
2,6 ym) mit passender Vorsaule Accucore™ Polar premium (10 x 2,1 mm, PartikelgréRe
2,6 uym) verwendet, welche vor einer Bestimmung mit Laufmittel A ausreichend konditioniert
wurde. Die Flussrate lag bei 200 pl/min. Die Temperatur des Saulenofens war auf 40°C
eingestellt. Das verwendete Gradientenprogramm mit Laufmittel A und Laufmittel B (MeOH,

5 mM Ammoniumformiat, 0,1% FA) ist in Tabelle 8 zusammengefasst.

Als Detektor wurde ein ESI-Exactive™-Orbitrap-Massenspektrometer verwendet. Die Ka-
librierung des Massenspektrometers sowie die verwendeten Einstellungsparameter fur die

Massendetektion sind bereits beschrieben (s. Abschnitt 5.2.2).
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Tabelle 8: Ubersicht (iber das fiir die Bestimmung von PA und PANO verwendete Gradientenpro-
gramm fiur die HPLC-Methode.

Laufmittel A Laufmittel B
Zeit [min] Hz0 MeOH
5 mM Ammoniumformiat 5 mM Ammoniumformiat
0,1% FA 0,1% FA
0 95 5
5 95 5
10 75 25
14 75 25
22 5 95
25 5 95
33 95 5

Auswertung von HPLC-ESI-MS Messungen fiir die Reduktion von PANO zu PA

Fir die Quantifizierung von PA und PANO wurde eine Kalibrierung in Laufmittel A oder
Rohextrakten aus Fenchel und Honig Uber einen Konzentrationsbereich von 2,5 - 500 ng/ml
PA und PANO durchgefuhrt. Alle Messungen erfolgten in Triplikaten. Zwischen den einzel-
nen Messungen erfolgten Blank-Messungen mit Laufmittel A. Die Identifizierung von Re-
tronecin-N-Oxid und Retronecin erfolgte Uber ihre exakten Massen von [M+H'] m/z
172,09682 und [M+H*] m/z 156,10191. lhre Retentionszeiten lagen bei 1,16 und 1,1 min.
Eine Massengenauigkeit von + 10 ppm wurde akzeptiert. Die prozentuale Umsetzung von
PANO zu PA wurde durch die Bildung des Quotienten der ermittelten Konzentration des PA
und PANO dargestellt.
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Anhang

A. Anhang

Liste verwendeter PA

Fir die Bestimmung der KR des mAk18H4 wurden strukturell verschiedene Retronecin-,
Heliotridin- und Otonecin-basierte PA getestet. lhre Strukturen sind im Folgenden darge-

stellt.
Tabelle 9: Liste der fiir KR-Bestimmungen verwendeten PA; die Grundkorper sind in blau dargestellt.

7-0-Acetylintermedin (Aclm)
C17H27NOs
MW 341,18 g/mol

7-O-Acetyllycopsamin (AcLy)
C17H27NOe
MW 341,18 g/mol

Echimidin (Em)
C2oH31NO7
MW 397,21 g/mol

Erucifolin (Ec)
C18H23NOe
MW 349,15 g/mol
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Europin (Eu)
C16H27NOsg
MW 329,18 g/mol

Heliotridin (Hd)
CsH13sNO-
MW 155,09 g/mol

Heliotrin (Ht)
Ci16H27NOs
MW 313,19 g/mol

Indicin (Ic)
Ci15H25NOs
MW 299,17 g/mol

Integerrimin (lg)
C1sH2sNOs
MW 335,17 g/mol

Intermedin (Im)
C15H2sNOs
MW 299,17 g/mol
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Jacobin (Jb)
C1gH25NOe
MW 351,17 g/mol

Jacolin (JI)
C1sH27NO7
MW 369,18 g/mol

Lasiocarpin (Lc)
C21H33NO7
MW 411,23 g/mol

Lycopsamin (Ly)
C15H2sNOs
MW 299,17 g/mol

Merenskin (Mk)
C18H26CINO6
MW 387,14 g/mol

Anhang
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Merepoxin (Mx)
C1sH2sNOs
MW 351,17 g/mol

Monocrotalin (Mc)
C16H23NOs¢
MW 325,15 g/mol

Otonecin (On)
CoH15NOs
MW 185,11 g/mol

Retronecin (Rn)
CsH13NO>
MW 155,09 g/mol

Retrorsin (Rs)
C18H25NOe
MW 351,17 g/mol
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Sceleratin (Sl)
C1sH27NO7
MW 369,18 g/mol

Senecionin (Sc)
C18H2sNOs
MW 335,17 g/mol

Seneciphyllin (Sp)

C1gH23NOs
MW 333,16 g/mol

Senecivernin (Sv)

C1gH25NOs
MW 335,17 g/mol

Senkirkin (Sk)
C19H27NOs
MW 365,43 g/mol

Anhang
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Trichodesmin (Td)
C1sH27NOse
MW 353,18 g/mol

142



