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Einlgtung

| Einleitung

2,4,6-Trichloranisol  (TCA) ig¢ fir Kontaminationen in unterschiedlichen Lebensmitteln
vearantwortlich is. TCA fuhrt zu ener negaiven geschmacklichen Beeinflussung, zu enem
muffigen Geschmack. Die menschlichen Geschmacksnerven snd sehr empfindlich fir TCA.
So liegt die sensorische Nachweisgrenze eniger Weintester bel 4ng/l TCA. Ungelibte
Weintrinker sind nicht so empfindlich fir TCA. Sie snd nicht in der Lage ene Konzentration
von 4 ng/l TCA zu erkennen. 4 ng/l (Amon et al., 1989) bis 10 ng/l TCA (Tanner et al., 1981)
konnen in Weildveinen den Geschmack beainflussen. In Rotweinen konnen aber auch erst 50
ng/l zu Auswirkungen auf die Geschmacksnerven fuhren.

Einige Lebensmittd, die mit TCA veunrenigt sein konnen, snd Rosinen, essentidle Ole,
Trinkwasser, in Haschen abgefilltes Mineralwasser, Bier und Wein. (Stoffdsma und de
Roos, 1973; Karlsson et al., 1995; Aung et al., 1996; Fischer und Fischer, 1997). Verunreinigt
TCA Waein, so wird von Korkgeschmack gesprochen. TCA it in 80 % der Fdle fur den
Korkgeschmack im Wein verantwortlich (Buser et al., 1982). TCA i aber nicht die einzige
Subgtanz, die Korkgeschmack bewirkt. Andere Chloranisole, Chlorphenole und Guaiacal
haben &hnliche Effekte.

TCA kan nicht nur in Lebensmitteln, sondern auch auf Verpackungen oder in
Korkverschliissen auftreten (Tindde et al., 1989; Howland et al., 1997). Von dort kann es in
die Lebensmittd und in den Wein gdangen.

TCA fihrt durch Kontaminationen zu hohen Verlusen in den berofferen Industrien. So
verursscht TCA in der wdtweten Waeinindudrie jéhrliche Veluste von bis zu ene
Milliarde€. Es snd 0,5 % bis 2 % dler europédischen und 1 % bis 55 % dler augtraischen
abgefiillten Weine von dem durch TCA hervorgerufenen Korkgeschmack betroffen.

1.1 Entstehung von TCA

Es dnd mereae Qudlen von TCA bekant. Abbildung 1 zegt enige
Engehungamoglichkeiten. Die haufigte Quele von TCA ig die mikrobidle Umsetzung von
Chlorphendlen.  Fir diese Umsetzung snd enige PRlzaten verantwortlich. Chlorphenole
finden in der Landwirtschaft ds Pedtizide haufig Gebrauch. In der Verpackungsindustrie und
in der Holz- und der Korkhergtdlung werden se ds Schutzmittd eingesetzt. Elementares
Chlor kann aus der Kork- und Weinfassherstdlung kommen. Kork unterliegt wahrend seiner
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Hersdlung ener Chlorbleiche. Weinfasser aus Holz werden mit Hypochlorit gewaschen. Ein
dlgemener Grund fir die TCA-Kontamingion im Wean ig ene Veschmutzung des
Weinkellers.

Glukose Chlorid Weinkeler Herbizide
; Insektizide

i

v v
Phenal Aktives Chlor

N

Chlorphenol ~® { Trichloranisol Chlorphenole
Gelbe Farbung < > T
des Korks .
(Pilzinfektion) ' ' Holzschutzmittel

Wasser Boden
——» Nicht mikrobidle Umsetzung

............................ » mikrobiele Umsetzung

Abbildung 1: Enstehungsmdglichkeiten fir TCA

TCA findet sch auf Korkeichen in nur geringen Konzentrationen. Je néher der Kork in
Bodenndhe gewachsen id, desto mehr TCA is vorhanden. Dies ist durch ein sérkeres
mikrobidles Wachdum bedingt, das aufgrund hoherer Feuchtigkeit in Bodenndhe
hervorgerufen wird. Befindet sich auf der Korkoberflache jedoch eine ,,Gelbe Farbung®, die
durch einen PFilz hervorgerufen wird, so seigt der TCA-Gehalt rapide an.

1.2 TCA-Eintragin Wen

De Korken ig ene Mdglichket, um Wein mit TCA zu verunrenigen. TCA kann aus dem
Korken in den Wein migrieren (Varea et al., 2001). TCA wurde in Flaschen abgefiillten
Weinen und in den dazu gehdrenden Korken nachgewiesen. Der TCA-Gehdt dieser Weine,
der TCA-Gehdt der dazu gehdrigen Korken und die Intendté des Korkgeschmacks waren
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direkt Kkorrdiert (Pena-Neira et al., 2000 b). Jedoch wurde TCA auch in mit
Schraubverschlissen versegdten Weinen entdeckt. Dieses TCA gelangte vor der Abfillung
wahrscheinlich durch Eichenfésser in den Wein. Allgemein kénnen Eichenféasser mit TCA
verunreinigt sein. TCA kann aber auch aus der Atmosphare des Weinkellers und von Trauben
in den Wein gdangen.

1.3 Ersatz fur Kork

Da TCA Verluge von bis zu einer Milliaede€ pro Jahr verursacht, wurden Wege gesucht,
diese Veluse zu minimeen. Die enfachge Maoglichket, den Grodel der TCA-
Kontaminationen zu vermeiden is, die Verwendung anderer Verschliisse fir Wein. Dagegen
sorechen enige Grinde. So wird Kork sat dem 17. Jahrhundet ds Wenverschluss
engextzt, da er enzigatige physologische Eigenschaften bedtzt. Er bleibt lang andauernd
sehr flexibd, ist hydrophob und gasundurchl&ssg.

Der Vebraucher verbindet mit gutem Wein den Korkverschluss. Deswelteren hat ein Korken
nicht nur negative Effekte auf den Wein. Er kann Substanzen abgeben, die den Geschmack
des Weins positiv beainflussen.

Der wohl wichtigge Grund, nicht auf Korken zu verzichten, ig die Korkeiche. In den
Landern, in denen Se behematet ist, vor dlem Portugd, spidt se oOkologisch und
okonomisch eine sehr wichtige Rolle. Sie wirkt der Desartifikation entgegen. Die Korkeiche
i$ der idede Baum fir diese Regionen. Durch saine dicke Rinde ig e in der Lage
Waddbrande zu Uberstehen. Unter ©okonomischen Aspekten betrachtet, hangt ein ganzer
Industriezwvelg an der Korkherstelung. Neben dem Portwein war Kork das Hauptexportgut
Portugdls.

1.4 L osungen fur das TCA-Problem

Aufgrund der enormen Veluste, die jahrlich durch TCA hervorgerufen werden, it es
vergandlich, dass verschiedene Vefahren entwickdt worden snd, um TCA-Kontamingtionen
zu vemeden oder ihnen entgegen zu  wirken. So wurde der Einsaz  von
Pflanzenschutzmitteln  in - den  Korkeichenwddern  innerhdb  der  Europdischen  Union
untersagt. In der Herstdlung der Korkverschliisse wird auf den Einsatz von chlorhdtigen
Verbindungen verzichtet. Die Chlorbleiche wurde durch eine Peroxidbleiche ersetzt. Trotz
dieser Malinahmen treten immer noch TCA-Kontaminationen auf, die zu den oben erwdhnten
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Verlugen fihren. Eine wetere Option zur Vermeidung von TCA-Kontamindionen it die
Erkennung verunreinigter Korkchargen. Es gibt mehrere Vefahren zur Erkennung von TCA.
Das gebrauchlichsge Anadyseverfanren fir TCA ig die Gaschromatographie. Pdlinitz et al.
(1996) entwickdte ene Kapillargaschromatographie zur quantitativen Bestimmung von TCA.
Mit diessm Vefadwren konnten bis zu 05 ng/l TCA nachgewiesen werden. Der
gaschromatographischen Quantifizierung geht eine TCA-Extraktion aus der Probe voraus. Ein
|6sungamittdfreies Verfahren zur Extrektion von TCA i die Festphasenmikroextraktion. Mit
diesr Methode und anschlieffender Gaschromatographie konnten bis zu 29 ng/l TCA
nachgewiesen werden (Fischer und Fischer, 1997).

Eine Methode, die auf die Erkemnung enzdner TCA-verunreinigter Korkchargen verzichtet,
ig ene Mikrowdlenbehandlung (Ddfin-Methode, Herstdlerangabe). Be diesem Verfahren
wird der ganze zu verabetende Kork in enen Ofen gegeben und dort Mikrowellen
ausgesetzt. Dadurch verdampft das eventuel vorhandene TCA fast vollstdndig. Nach Anscht
vider Kork- und Wenproduzenten handdt es sch nach vollzogener Behandlung jedoch nicht
mehr um Kork im egentlichen Snne. Dieser Kork héite keine postiven Effekte mehr auf den
von ihm verschlossenen Wein  (Gesprach im Jahr 2000 mit Nuno Nunes, leitender
Angestdlter bel Alvaro Coelho & Irmaos, einem der weltweit grofden Korkproduzenten).

Eine &hnliche Methode ist die Dampfdeodorisation. Der Kork wird in einen geschlossenen
Behdlter gegeben. Anschliellend wird Wasserdampf hinzugefiigt. Der Wasserdampf erwarmt
den Kork und nimmt die geschmacksbeainflussenden Stoffe wie TCA auf. Anschliefsend wird
der Wasserdampf entfernt (Konishi et al., 1992).

Tabdle 1 zeigt eine Ubersicht Uber die verschiedene Arbeiten zur Besimmung von TCA. Be
den eingesstzten Vefahren handdte es dsch jewels um Gaschromatographie gekoppelt mit
M assenspektrometrie (GC/MYS).
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Tabdle 1. Methoden zur Erkennung von TCA (GC/M S = Gaschromatogr aphie mit

M assenspektrometrie).

Jahr Methode Author

1973 GCIMS Stoffelsma und de Roos, (1973).
1982 GC/IMS Buser et al., (1982).

1996 GC/IMS Polinitz et al., (1996).

1996 GC/IMS Aung et al., (1996).

1997 GCIMS Fischer und Fischer, (1997).
2000 GCIMS Pena-Neiraet al., (2000 b).
2000 GC/IMS Taylor et al., (2000).

Wie aus der vorherigen Tabele erdchtlich, handdt es sch be dlen beschriebenen Verfahren
zur TCA-Bestimmung um Gaschromatographie, die mit Massenspektrometrie gekoppdt id.
Zid dieser Arbet war es, monoklonde Antikorper (mAk) gegen TCA zu gewinnen. Mit
diesen mAk <ollte en Testsysem zur Bestimmung von TCA entwickdt werden. Das
Tedsysem <olite aus e@nem ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) bestehen. Ein
solcher ELISA is in der Lage, geringste Andytkonzentrationen zu erkennen. Es werden keine
aufwendigen Laborausstattungen und -geréte bendtigt. Dieser ELISA kann eine Alternative zu
GC/MS dagdlen. Die immunologischen Grundlagen und Immunassays werden in den

néchsten Kapiteln beschrieben.
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1.5 Immunologische Grundlagen

1.5.1 Antikor per

Antikorper (Ak) oder Immunglobuline (Ig) snd Tel der Immunantwort von Wirbdtieren auf
in den Korper endringende fremde Substanzen, die Antigene. Neben den T-Zdl-
Antigenrezeptoren snd se die zweten Erkennungsmolekile der angepassten Immunantwort.
Se hilden eine Gruppe von Glykoproteinen, die im Serum und in der Korperflissgkeit dler
SAugetiere vorhanden ist. Ak werden in groRen Mengen von Plasmazellen, den aktivieten B
Lymphozyten hergestdlt. Die Ig werden in funf verschiedene Klassen eingeteilt und zwar in
1gG, IgA, IgM, IgD und IgE. Diese Klassen unterscheiden sich in der Grof3e, der eektrischen
Ladung; der Zusammensetzung der Aminosauren und in dem Kohlenhydratantell. 1gG ist das
an hasfiggen vorkommende Ig und macht 70-75 % des Gesamtbestandes der
Immunglobuline aus (Roitt et al., 1995). Unter anderen ist es aufgrund dieser Tatsache das in
der Immunchemie am meden vewendete Ig. 1gG ig der wichtigde Antikorper der
sekundéren Immunantwort.

Be 1gG handdt es sch um en Monomer mit einer Grof3e von ungeféhr 146.000 Da (Janeway
und Travers, 1997). Es wird wegen Unterschieden in der Zusammensstzung der
Polypeptidketten in vier Subklassen untertellt (IgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3). 1gG setzt sich aus
zwel  schweren  Ketten  (H-Ketten), zwe leichten Ketten (L-Ketten) sowie zwe
Kohlenhydratresten zusammen. Es kann durch Papain in der ,Tlrange-Region” in dre Telle
gespdten werden. Es entstehen zwe identische Stiicke, die Antigen binden konnen (Fab-
fragment antigen binding), und en Stick, das keine Antigenbindungsaigenschaften (Fc-
Fragment cryddlizable) bestzt. Sowohl die H-Ketten ads auch die L-Ketten bestehen aus
enem konganten Tell sowie enem varigblen Bereich. Im variablen und kongtanten Teil der
L-Kette befindet dch jewels ene Disulfidoricke. Die H-Kette bestzt ebenfdls ene
Diaulfidbriicke im varigblen, jedoch drei Disulfidbricken im konganten Bereich. Diese
Disulfidoriicken bilden Peptidschieifen mit einer Grole von 60-70 Aminosiurenresten. Die
Peptidschieifen gtellen den zentrden Antell einer ,Domane’ dar. In der schweren und der
leichten Kette entspricht die erte Doméne jewells der variablen Region. Die Bereiche der
vaiablen Regionen, die ene aul¥erordentliche Unterschiedlichkeit in der Aminosduresequenz
bestzen, werden ds hypervariable Regionen bezeichnet. Die hypervaridblen Regionen bilden
die Antigenbindungsstelle, das Paratop aus (Padlan, 1994). Nur wenige Aminoséuren des
Paratops sind aber fur den Kontakt mit dem Antigen verantwortlich (Padlan et al., 1995).
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Bel den anderen Ak handelt es sch um Ig der Klasse IgM, IgA, IgD und IgE. IgM macht
10 % der Ig aus. Es ig ein Pentamer und reagiert zuerst auf eindringende Stoffe. 15-20 % der
Antikorper gehdren der Klasse IgA an. Es kann as Mono- oder Dimer vorliegen. Es ist der
vorherrschende Antikorper in seromukosen Sekreten wie Speichd und Milch. Die genaue
Funktion von IgD ist noch nicht exakt geklart. Es macht weniger as 1 % der Antikorper aus.
IgE kommt hauptsichlich auf Oberfléchenmembranen vor. Es kann  Schleimhautoberfléchen

senghiliseren und somit Allergien auddsen.

1.5.2 Antikor per-Antigen Reaktion

Nur das Paratop kommt mit dem Antigen in Kontakt. Es snd aber auch die anderen Bereiche
der vaiablen Regionen, die fir die Bindung mit dem Antigen verantwortlich snd. Auch
umgekehrt kommt nicht das ganze Antigen mit dem Antikorper in Berthrung. Nur
Oberflachengtrukturen des Antigens, die antigenen Determinanten oder Epitope, mit ener
GrofRe von 200-1.000 Da sind an der Antikorper-Antigen-Resktion beteiligt. Diese Bindung
efolgt Uber die Ausbildung vider nicht kovdenter Bindungen zwischen Antikérper und
Antigen. Fir diese nicht kovaenten Bindungen snd Wassarstoffbriicken, e ektrostatische
(Coulomb) Krafte, van der Wads Krafte, hydrophobe Krafte und Ca’*-Briicken
verantwortlich (Van Oss, 1992). Die Summe diesr Kréfte ergibt ene beachtliche
Bindungsenergie. Diese Kréfte snd abhéngig von der Entfernung zwischen Antigen und
Antikorper. So it be dektrogatischen Kréften die Bindungsenergie umgekehrt proportiona
zur debten Potenz des Abdandes. Damit mehrere nicht kovaente Bindungen zustande
kommen, missen sch Paratop und Epitop eng gegeniberstehen. Die Elektronenwolken von
Antikorper und Antigen dirfen sch nicht Uberlgppen. Thre Strukturen miissen  ineinander
pasen. I dies nicht der Fdl, treten Abstoungskréfte auf, die umgekehrt proportiond zur
12. Potenz des Abgtandes sind. Diese anziehenden und abstoenden Kréfte bestimmen die
Spezifitédt des Antikorpers fir en Epitop (Roitt et al., 1995). Es wird von Kreuzreaktivitat
gesprochen, wenn die Spezifitdt eines Antikorpers eingeschrankt ist, und dieser Antikorper
auch andere Antigene erkennt. Diese Kreuzresktivitét kann durch gleiche Epitope auf
unterschiedlichen Antigenen hervorgerufen werden. Se kann aber auch auf dem Erkennen
ahnlicher Substanzen beruhen.

Eine Antikorper-AntigenWechsdwirkung i dso die Summe der anziehenden und
abstolenden Kréfte. Diese Summe beschrelbt die Antikorperaffinitét fir en Antigen. Da jede
Antikorper-Antigen-Resktion  umkehrbar i, &t dch die AntikOrperaffinitdt mit  dem
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Massenwirkungsgesetz  berechnen. Die  Affinitdt oder Gleichgewichtskongtante ergibt sch

aus

[AKAg]
K=
[AK] [Ad]
K = Gleichgewichtskonstante
[AKAQ] = Konzentration des Antikorper- Antigen- Komplexes
[AK] = Konzentration des freien Antikorpers
[Ad] = Konzentration des freen Antigens

Ein Hapten i en Molekil mit ener Grol3e unter 1.000 Da Es bestzt im Gegensaz zu
groleren Antigenen nur en Epitop. Ein Molekil, das mehrere Epitope bestzt, kann aso mit
mehreren Paratopen reegieren, es i multivdent. Es kan mehrere Bindungen mit enem
Antikorper eingehen, der mehr ds en Paaop bestzt. Diese Bindungsenergie it betréchtlich
grolRer ds die Summe der Bindungsenergien der enzelnen Antikorper- AntigenReaktion.
Dies wird ds Aviditét bezeichnet. Die Aviditdt ig erheblich groRer ds die Affinité, wenn
Antigen und Antikdrper multivalent Snd.

1.5.3 Her stellung von Antikor pern

Grundvoraussetzung der Hergelung von Antikdrpern ist die Fahigket des Immunsystems,
auf eindringende Stoffe zu reagieren. Ist en Antigen grof3er ds ungefdhr 1.000 Da, bewirkt es
ene Immunantwort, und Antikdrper werden gebildet. Kleinere Molekile wie TCA mit einem
Molekulargewicht von 212 Da missen, um immunogen zu wirken, an en grol¥eres
Tragerprotein  gekoppet werden. Dies kann Rinderserumadbumin (BSA) oder Hamocyanin
(KLH) san. Hamocyanin i ein Wasserschneckenprotein, das aufgrund seiner entfernten
Vewandtschaft zum Saugetierorganismus gerne eingesetzt wird. Aber auch Haptene koénnen
in  Ausnehmefdllen immunogen wirken (Peters und Baumgarten, 1990). Es gibt dre
unterschiedliche Vefahren Antikorper herzustdlen. Das erste und enfachgte Vefahren, ist
die Hergdlung polyklonder Antikorper. Dazu wird ein Versuchdier mit einem Antigen Uber
enen definierten Zeitraum immunisert. Anschlie?end wird Blut enthommen, und das daraus
gewonnene Serum geht fur immunchemische Applikatioren zur Verflgung. Dieses Serum
enthdt Antikdrper gegen dle Antigene, mit denen das Tier jemas in Bertihrung gekommen
ist. Es handdt sich um en Serum mit polyklonaen Antikdrpern.
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Die neueste Methode zur Produktion von Antikorpern ist die Technik der rekombinanten
Antikorper. Die Technik der rekombinanten Antikbrper hat sch aus den chiméaren
Antikorpern entwickdt. Mit dieser Methode lassen sch Antikérper auf Genebene veréndern.
Dies fuhrt zu ener Vednderung der Spezifitdt und Affinitd des Antikorpers. Deswelteren
lassen sch Genbibliotheken erstellen, die ein groferes AntikOrperrepertoire haben ds en
Versuchdier. Somit last dch ganz auf den Einsaiz von Tieren verzichten (Lerner et al.,
1992). Diese Ak konnen in Bakterien hergestellt werden. Dies wurde zuerst von Better et al.
(1988) und Skerra und Plickthun (1988) beschrieben. Die hergestellten Antikorper besalien
aber eine unbekannte Spezifitét.

Das Vefahren zur Hergelung monoklonaer Antikorper (mAk) wurde von Koéhler und
Milgein (1975) entwickdt. Dazu wird en Versuchdier, in diessm Fal ene Maus, mit enem
Antigen Uber enen definieten Zatraum gaempft. Dies fihrt zu ener Vermehrung der durch
dieses Antigen aktivieten B-Lymphozyten und zu ener sarken Antikérperproduktion. Die
Antikorperproduktion kann durch Blutabnahme und einen anschlie?enden Test  Uberpriift

werden.

Nach Abschluss der Immuniserungsphase werden die gesamten B-Lymphozyten entnommen
(Abb. 2). Diese B-Zdlen snd in der Zdlkultur nur begrenzt Iebensféhig. Deshdb werden se
mit Mydomzdlen, Krebszdlen des Immunsysems der Maus fugoniet. Die Mydomzdlen
dirfen sebst keine Antikorper produzieren. Sie sind in vitro unbegrenzt lebendféhig. Diese
Eigenschaft Ubernenmen auch die aus der Fuson entstandenen Hybridomzdlen. Desweiteren
erhdten de von den B-Zdlen die Fahigkeit der Antikorperproduktion. Nach einer Fusion
liegen Hybridomzdlen, mehrfach fudoniete Zdlen, nicht fusoniete Mydomzdlen und B-
Lymphozyten vor. Mehrfach fudoniete Zdlen und B-Zdlen derben bald ab. Hingegen
wachsen Mydomzdlen schndler ds die antikorperherstdlenden Hybridomzdlen. Sie wiirden
in kurzer Zeit die Hybridomzellen tberwuchern und diese dadurch abtGten. Deshalb werden
soiche Mydomzdlen engesstzt, die Uber enen Defekt in ihrer  Nukleinsauresynthese
verfigen. lhnen fehlt das Enzym HGPRT (Hypoxanthin Guanin Phosphoribosyl Trandferase).
Be blockietem Hauptsoffwechsdweg konnen se ohne dieses Enzym kein  Hypoxanthin
nutzen und dadurch auch kenen Resarvestoffwechsdweg zur Nuklenséuresynthese
beschreiten. Wird HAZ-Medium (Medium mit Hypoxanthin und Azaserin)  zugegeben,
derben die Mydomzdlen ab. Azaserin unterbricht ihren Hauptstoffwechsedweg. Nur die
Hybridomzelen verbleiben in Kultur.
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Tenrouni siening Anzucht der Myelomzellen
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Abbildung 2: Schematische Dar stellung der Her stellung monoklonaler Antikor per.

Nun werden mit enem gedgneten Vefdren, dem Screening, die Zelen gesucht, die die
gewlnschten Antikérper herstdlen. Sind diese gefunden, werden Se vereinzet und kloniert.
Aus ener enzigen Zdle entseht ene identische Population, die Antikdrper mit dersdben
Spezifitdt und Affinitd, die monoklonden Antikorper, produziert. Monoklonde Antikorper
bestzen im Gegensatz zu polyklonden Antikdrpern ene enhatliche Affinitéd und kdnnen in
unbegrenzten Mengen hergestel It werden.
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1.5.4 Immunchemische M ethoden

Voraussetzung dler immunchemischer Methoden ist es, Uber eine ausreichende Menge
Antikbrper mit hoher Spezifitdt und Sdektivitdt fir das gewilnschte Antigen zu verfligen.
Antikorper und Antigen reegieren spezifisch mitenander. Diese Interaktion  zwischen
Antikdrper und Antigen is die grundiegende Resktion der immunchemischen Methoden.
Handdt es sch be dem Antigen um ein Hapten mit einer GrolRe von weniger ds 1.000 Da,
bindet der Antikorper das ganze Hapten. Reagiet en AntikOrper mit enem grof3eren
Antigen, zB. @nem Proten, o interagiet e nur mit komplementdren Strukturen des
Proteins Diese Resktion zwischen Antikorper und Antigen 1&gt sich zur Quantifizierung
geringer Konzentrationen des Antigens und zur Konzentrierung von Antigenen nutzen. In der
heutigegn Zeit werden verschiedense immunologische Methoden angewendet. Zwe  dieser
Quantifizierungamethoden snd der ,Radio Immunoassay (RIA)* und der ,Enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA). Eine wetere Moglichkeit der Nutzung dieser Antikorper-
AntigenInteraktion is die Aufkonzentrierung von Antigenen in ener
Immunaffinitétschromatographie.

1.5.5 Immunassays

Grundlage dler Immunassays (IA) is ene Antikorper-Antigen Resktion. Diese Resktion
muss mit Hilfe ener Markierung schtbar gemacht werden. Markiert werden héufig Andyten
oder Sekundédrantikorper. Dazu konnen unterschiedliche Substanzen verwendet werden, die
zu unterschiedlichen Arten von 1A flihren. Es konnen Enzyme, Radioisotope oder
FHuorochrome eingesatzt werden. Wird mit enem Enzym markiert, handdt es sch um enen
ELISA. Das Enzym bewirkt einen Farbumschlag, der gemessen werden kann. Diese Art des
IAs wurde ergmals 1971 von Engvdl und Perlmann beschrieben. Eine andere Mdglichkeit
enes IAs i der Radio Immunoassay (RIA). Be diesem Versuchstyp werden radioaktive
Markierungen eingesatzt. Diese Methode wurde 1959 zuerst von Yaow und Bearson
praktiziert. Jedoch werden in den meisten Fdllen Enzymmarkierungen eingesetzt, da Se sch
enfacher handhaben lassen ds radiosktive Markierungen. Be den Enzymmarkierungen
handdt es haufig um Meerrettichperoxidase, akalische Phosphtase und & Galactosidase

Grob lassen gch die ELISAs in homogene und heterogene ELISAs untertellen. Beim
homogenen ELISA efolgt keine Trennung von gebundener und ungebundener Phase. Die
Aktivitd der Enzymmakierung ig abhéngig von der Antikorper-AntigenResktion. Beim
heterogenen ELISA efolgt ene Phasentrennung. Eine Antikorper-AntigenBindung  wird

11
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indirekt dadurch gSchtbar gemacht, dass die kovdent gekoppdten Enzyme aus enem
farblosen Chromogen en fabiges Resktionsprodukt liefern, dass photometrisch bestimmt

werden kann.

Die heterogenen ELISAs werden weiter in direkte und indirekte ELISAS untertellt. Bem
direkten ELISA werden die Antigene oder die spezifischen Antikorper direkt mit einem
Enzym markiert. Beim indirekten ELISA reagiet zuerst der Antikrper mit dem Antigen.
Diese Bindung wird anschlieffend mit einem markierten Sekundérantikdrper nachgewiesen.
Konkurriert freiles Antigen mit markiertem oder an die Platte gebundenem Antigen, so spricht
man von enem kompetitiven ELISA. Zur Bestimmung unbekannter Proben muss im sdben
Test neben den Proben auch ene Standardreihe mit bekannten Konzentrationen aufgetragen
werden. Anhand dieser Konzentrationen kann man Rickschlisse auf die Konzentration der
Proben ziehen und diese exakt bestimmen.

Ublicherweise wird en Molekil Meerettichperoxidase (POD) an  einen  Antikorper
gekoppelt. Zu enem dékeren Farbumsatz, bel gleicher Anzahl von Antikorper-Antigen
Resktionen, kann die Verwendung eines Amplifizierungssystem fihren. Eine Mdglichkeit fir
en solches Sysem i das Biotin-Avidin-System oder auch das Biotin-Streptavidin-System.
Avidin und Streptavidin snd sehr dhnliche Molekile. Avidin kommt im  Eiwess und
Streptavidin ba Streptomyces avidinii vor. Beide Molekile binden mit sety hoher Affinitét
das Vitamin Biotin (Green, 1975) und bedtzen dafir jewels vier Bindungsmoglichkeiten
(Diamandis und Christopoulos, 1991). Zur Amplifiziierung wird (Strept)avidin mit  ener
genau definierten Menge von Biotin-POD inkubiert, so dass eine Bindungssele fur Biatin in
dem gebildeten Komplex nicht bdegt i, Diesar (Strept)avidin-Biotin-POD-Komplex kann
nun in enem ELISA mit enem bictinilieten Antikdrper ene Bindung eingehen. Mit enem
solchen Vergérkersystem kann die Nachwei sgrenze eines ELISA verbessert werden.

1.6 Zidsetzung

Diese Arbeit war Tel des EU-Projektes , Tecacor: Entwicklung eines 2,4,6-Trichloranisol-
Biodetektionsystems fur Kork-, Wen- und andere Lebenamittdindudtrien Es sollten
monoklonde Antikorper (mAK) zum Nachweis von TCA hergestdlt und ELISAs mit diesen
mAKk entwickdt werden. Bis zu diessm Zeitpunkt waren keine immunchemischen Methoden
oder auch ELISAs zur Besimmung von TCA bekannt. ELISAs haben mehrere Vortele
gegentber  grof¥echnischen Vefahren wie GC-MS. Zur Messung ist keine sonderlich teure

12
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Laborausstattung von Noten, und die Handhabung ist relaiv einfach. Antikérper kénnen ene
hohe Affinitd und Sdektivitdt fir den Andyten bestzen;, somit kann daraus ein zuverldssiges
Testverfahren aufgebaut werden. Mit enem ELISA auf einer 96er Mikrotiterplatte kénnen
enschliedich der Kdibrierkurven bis zu 10 Proben mit drefacher Wiederholung bestimmt
werden. Dies bietet die Mdoglichket, eine grole Anzahl von Proben in rdativ kurzer Zeit zu
messen. Deswelteren konnen Testverfahren entwickelt werden, die Vorort eingesetzt werden

kdnnen.
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Il Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Chemikalien
3,3, 5,5'- Tetramethylbenzidin (TMB)
Bicinchinonsiure (BCA)
Biatin-POD-Konjugat

Borsaure

Dimethylsulfoxid (DM SO)
Ethanol

Exce Gel SDS Gradient 8-18
Excd Gd SDS Puffersreifen
Freunds Adjuvans, komplett
Freunds Adjuvans, inkomplett
Gdaine

Hamocyanin (KLH)
Harnstoffperoxid
Huhner-Ovabumin (OVA)
Molekularseb, 0,4 nm
Natriumazid

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat- monohydrat

Natriumhydrogencarbonat

di-Natriumhydrogenphosphat- dodecahydrat

Natriumhydroxid
N-Hydroxysuccinimid (NHS)

N, N*-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)
Pentachlorbenzol

Polyethylenglykol (PEG) 1.500
Polyethylenglykol (PEG) 4.000
ortho-Phosphorsiure
Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma, T-2885
Sigma, B-9643
Sigma, P-9568
Merck, 1.00165
Merck, 1.02952
Merck, 1.00983
Pharmacia, 80125553
Pharmacia, 17134201
Sigma, F-5881
Sigma, F-5506
Merck, 1.04078
Roche, 1376320
Sigma, U-1753
Sigma, A-5378
Merck, 1.05707
Merck, 1.06688
Merck, 1.06392
Merck, 1.06404
Merck, 1.06346
Merck, 1.06329
Merck, 1.06579
Merck, 1.0649
Pierce, 24500

Pierce, 20320

Riedel de Haen, 35886
Roche, 783641
Merck, 1.09727
Merck, 1.00552
Sigma, A-7906
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Sa petersaure

Sazsaure, 37%

Schwefelsaure, 95-97 %
Streptavidin-POD-K omplex
Tetrahydrofuran (THF)
2,3,4-Trichloranisol

2,3,6-Trichloranisol

2,4,6-Trichloranisol (TCA)
2,4,6-Trichloranisol (TCA)
2,4,6-Trichlorphenal (TCP)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonol auret)
Wasserstoffperoxid

Zitronensaure

2.1.2 Immunr eagenzien

Kaninchenanti-Maus-1gG (Subklassenspezifisch)

Ziege-anti- Kaninchen-1gG-POD
Ziege-anti-Maus-1gG-POD (Fc-pezifisth)
Ziege-anti-Maus-1gG-POD
Ziege-anti-Maus-1gG-Biatin
Ziege-anti-Maus-1gG

2.1.3 Chromatogr aphier eagenzien

Protein A high capacity

Protein A-Agarose

2.1.4 Zdlkultur medien

Zdlkulturmedium
2-Mercaptoethanol
Antibiotika und —mykotika
BM-Condimed

15

Merck, 1.00452
Merck, 1.4747418
Merck, 1.00731
Roche, 1089153
Merck, 1.08107

Rieddl de Haen, 36624
Riedel de Haen, 36625
Riedel de Haen, 34384
Ehrenstorfer, XA17714600
Merck, 8.21158

ICN, 8.19623

Merck, 8.22184
Merck, 1.08597
Merck, 8.18707

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

Bioprocessing,
133-111-324
Roche, 1719408

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

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

RPMI 1640 mit Hepes

Serum freiesMedium  (SFM)

Normalmedium (NM)

500 ml RPMI 1640 mit Hepes

55 ml FKS
5,5 ml I-Glutamin

Cell Concepts, M-L4104-|
Gibco, 12045-076

5,5 ml 10° mol/l Mercaptoethanol (50 ml Mercaptoethanol auf 76 ml H,0, frisch angesetzt)
Das Normamedium wird bel -20 °C gelagert.

Hypoxanthin Azaserin (HAZ) -Medium

StammlGsung (50fach) bestehend aus 0,5 mg Azaserin und 6,8 mg Hypoxanthin in 10 ml NM
[6sen und bei 4 °C lagern.

1- bzw. 3-fach konzentriertes HAZ-Medium mit NM hergtdlen und bel -20 °C lagern.

Hypoxanthin-Stammlésung (102 mol/l)
136,1 mg Hypoxanthin in 200 ml H,0 dest. bei 60-70 °C fur 1 h unter Rihren |Gsen.

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

Einfriermedium

70 ml RPMI 1640 mit Hepes
20 ml FKS

12 ml DMSO

1 ml 10 Mercaptoethanol
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2.1.5 Pufferlésungen

Borax/Boratpuffer (pH 8,7)
1) 0,2 mol/l H3BO4, 0,05 mol NaCl

2) 0,05 mol/l N&B407 x 10 Hzo

393 ml von 1) zu 607 ml von 2) geben.

Carbonatpuffer (50 mmol/l, pH 9,6)
1) 50 mmol/l NaHCO3
2) 50 mmol/l NgCOs3

Ldsung 1) vorlegen und von Lésung 2) solange zugeben, bis ein pH-Wert von 9,6
erechtig.

PBS (40mmoal/l, pH 7,2)
1) 40 mmol NgHPO4x 12 H,0
2) 40 mmol NaH;PO4 x H,0
3) 0,15 mmol/l NaCl

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

PBS-Waschpuffer
100 ml PBS (40 mmol/l pH 7,2)
900 ml Hy0 dest.
500 ul Tween 20

Puffer fUr die Protein A-Reinigung (High Capacity)
1) Bindungspuffer: 1 mol/l Boratpuffer, 0,15 mol/l NaCl, pH 8,5
6,2 g Borsdure

8,8 g NaCl

Auf 11 mit Hy0 dest. auffillen und mit NaOH pH-Wert auf 8,5 eingtelen.
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2) Elutionspuffer: 0,1 mol/I Citratpuffer, pH 3
21 g Citronensdure-Monohydrat

Auf 11 mit Hy0 dest. auffiillen und mit NaOH pH Wert auf 3 eingelen.

3) Auffangpuffer: 2mal/l Tris

Puffer fir Protein—Reinigung (Protein A-Agar 0se)

1) Waschpuffer @) 100 mmol Tris-HCl pH 8,0
2) Waschpuffer b) 10 nmol Tris-HCI pH 8,0
3) Elutionspuffer 100 mmoal GlycinpH 3,0
4) Neutrdiserungspuffer 1,0moal Tris-HCl pH 8,0

POD-Substrat fur ELISA
1) Chromogenl ésung
1,2 mmol/l TMB
8 mmol/l HsPO4
10 % DM SO

2) Subgtratpuffer
3,5 mmol/l NgHPO4 x 12 H,0
132 mmol/l NaH,PO4 x 12 H,0
3 mmol/l Harngtoffperoxid

Vor Gebrauch 1 Teil Losung 1) mit 2 Teilen Lésung 2) mischen.

2.1.6 Verbrauchsmaterial

Combitips25ml, 5ml, 10 ml Eppendorf
Cl 350 Fermenter Integra
Cryoréhrchen, steil Greiner
Diayseschlauch Sarva
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Glaspipetten 10 ml

Injektionskanllen

Mikrotiterplatten, F-Form

Miniperm Versorgungsmodule

Miniperm Produktionsmodule

Pipettenspitzen 10 pl, 200 ul, 1 ml, 25 ml, 5ml
Madtikpipetten, 10 ml, 20 ml, 50 ml, seril
Padtikspritzen 1 ml, 2ml, 5ml, 10 ml
Reaktionsgefde 05 ml, 1,5 ml, 2 ml

Seilfilter 0,2 um, 0,4 um

Zdlkulturplatten 6, 12, 24, 96 Kavitédten
Zdlkulturflaschen 25, 225 cn?
Zentrifugenroéhrchen 50 ml, 150 ml

2.1.7 Ger ate und sonstige Bedar fsgegenstande
Brutschrank, BB 6220 CU

Durchflussphotometer, UV-1

ElA-Photometer, Titertek Multiscan Plus MK 11
Einfrierbox, 5100

Elektrischer Pipettierhelfer

Elektronische Hab-Mikrowaage, R 200 D
Gefriertrocknungsanlage, Hetosicc CD 53-1
Horizontal schittler

Mikroprozessor pH-Meter, Portamess 752
Mikrotiterplatten Waschautomat, PW 96
Objektfihrung (Mikroskop)

Perigtdtische Pumpe, P3

Ruhrzelle 8010 mit Membran XM 50 > 50.000 MW
Schttler, Vortex VF 2

Sterilbank, Gelaire HFG0

Sterilbank, Laminair

Stickstofftank, XC 47/11
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Corning

Braun

Greiner
Vivastience
Vivascience
Sarstedt

Greiner, Sarstedt
Braun

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

Heraeus
Pharmacia

Flow Laboratories
Nagene

Integra

Sartorius

Nunc

Virion

Knick

Tecan

Hundt

Pharmecia

Filtron

Janke & Kunkel
Flow Laboratories
Holten

MVE
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Umkehrmikroskop, Wilovert 1
Ultraschallbad, Bransonic 2200
Wasserbad, Thermomix 1441
Zentrifuge, Minifuge RF
Zentrifuge, RC-5B
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2.2 Methoden

2.2.1 Konjugat-Synthese

2,4,6-Trichloranisol (TCA) i mit eénem Molekulargewicht von 212 Da nicht in der Lage
ene Immunantwort auszuldésen. Als Hapten muss es zuerst an ein Trégerprotein  gekoppelt
werden. Die Synthese an die Tragerproteine erfolgte Uber die Carbodiimid-Methode. Dabel
wird eine Carboxylgruppe des Haptens mit eéinem Lysinrest des Proteins gebunden (Abb. 3).
Da TCA nicht Uber eine Carboxylgruppe verflgt, musste diese angefiigt werden. Dazu
danden mehrere Podtionen am Benzolring des TCA zur Auswahl. Es wurden dre
unterschiedliche TCA-Haptene von Dr. Pilar Marco (Consgo Superior de Investigaciones
Cientificas, Barcdona) synthetisert (Abb. 4). Diese Haptene wurden an die Trégerproteine
gekoppdt. Zur Immuniserung wurde an KLH, zur Beschichtung im ELISA an BSA
gebunden. Die Konjugasynthese efolgte fir BSA und KLH andog. Als organisches
Losungamittel wurde Tetrahydrofuran (THF) eingesetzt. Um eventudl vorhandenes Wasser
zu entziehen, wurde THF Uber ein Molekularseb (04 pum) gegeben. Dadurch entstand
getrocknetes THF.

30 pumol des Haptens wurden in 117 pl trockenem THF gelost. Dazu wurden 75 pmol NHS,
und 150 pumol DCC, die ebenfdls jewells in 59 ul trockenem THF gelést wurden zugegeben
und 2 % h ba Ramtemperatur gerthrt. Danach wurde der ausgefdlene
Dicyclohexylhangoff durch 10minitige Zentrifugation bei 10.000 U/min entfernt. Der
Uberstand wurde tropfenweise einer Proteinlésung (10 mg BSA oder KLH pro 10 pmol
Hapten, in Borax/Boratpuffer, pH 8,7, 4,75 ml Puffer pro mg Protein) zugesetzt und Uber
Nacht bel Raumtemperatur gerthrt. Die Konjugate wurden mit vieemdiger Didyse gegen
0,01 mol PBS gereinigt und anschlief¥end in Aliquots bel - 20 °C gelagert.
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Abbildung 3: Schematische Kopplung von TCA-Haptenen an Trager proteine.
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Abbildung 4: 2,4,6-Trichloranisol (TCA), Hapten A, Hapten B und Hapten C.

23



Materid und Methoden

2.3 Konjugat-Charakteriserung

2.3.1 Bestimmung des Proteingehalts
Der Proteingehdt der Konjugate wurde photometrisch bei Lambda = 280 nm oder durch
enen BCA-Tet ermittdt. Zur photometrischen Bestimmung des Proteingehdtes wurde auch

eine Standardreihe bekannter Proteinkonzentration gemessen.

Der BCA-Test nutzt die Fahigkeit von Proteinen, akdisches Kupfer (1) zu Kupfer (I) zu
reduzieren. Dies is abhdngig von der Proteinkonzentration. Bicinchinonsiure erkennt aul3erst
sengtiv. Kupfer (1) und bildet damit einen lilafarbenen Komplex, der photometrisch bel
Lambda=562 nm gemessen werden kann. Die Durchfihrung des BCA-Tests efolgte auf
ener 96er Mikrotiterplaite. Dazu wurde eine Standreihe (50 pl pro Kavitét) unterschiedlicher
Proteinkonzentrationen und die zu messenden Proben (50 pl pro Kavitét) aufgetragen. Die
Standardreihe und die Proben wurden in PBS gelost. Die Proben wurden unterschiedlich
verdinnt, um in den Konzentrationsbereich der Standards zu gdangen.

Die BCA-L6sung wurde mit 4 % Kupfersulfatpentahydrat-Losung (50:1) gemischt und
aufgetragen (200 pl pro Kavitdt). Anschlief3end folgte eine 30mindtige Inkubation bei 37 °C.
Vor der Messung im Photometer bei Lambda = 562 nm kihlte die Platte fir 15 Minuten bel
Raumtemperatur (Rt) ab. Die Absorption ba 562 nm it direkt proportional zur
Proteinkonzentration. Die Standards ergaben in enem linearen Koordinatensyssem eine

Gerade, anhand der die Konzentrationen der Proben bestimmt werden konnten.

2.3.2 Bestimmung des TCA-Gehalts

Der TCA-Gehdt der verschiedenen Konjugate wurde mit der Cariusmethode oder mit
MALDI-TOF (su) begtimmt. Allgemein wird bel der Cariusmethode der Haogen oder
Schwefelgehdt von organischen Substanzen mit AgNOs und konzentrierter HNOs  bestimmt
(Ehrenberger und Gorbach, 1973). Man gibt die abgewogene Substanz mit HNOs in é@n
»Bombenrohr*. Dieses wird erhitzt und in enem Ofen fir 3-6 h bel 250 — 300 °C gehdten.
Danach snd die organischen Verbindungen zerstort, und es haben sch Slberhdogenide
gebildet, die bestimmt werden kénnen.

Be MALDI-TOF handdt es sch um ene ,Matrix-unterstiitzte L aserdesorption/lonisation
Flugzeitmassenspektrometrie“. Dabel  wird ene ,schonende’ Desorptior/lonisation  der
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Andytmolekile durch den sogenannten MALDI-Prozess herbeigefiihrt. Die gebildeten lonen
konnen durch Kopplung zu verschiedenen Massenspektrometern detektiert werden, wobel
sch die Hugzeitmassengpektrometrie besonders anbietet. Um en lonendgna zu erhdten,
wird die gdéste Probe mit der Lésung ener gedgneten Matrix gemischt und auf enem
Probentdller zur Krigdlisation gebracht. Im Hochvakuum (< 10-4 Pa) wird die Probe mit
gepulsem Laserlicht von wenigen Nanosekunden Dauer bedrahlt. Daraufhin kann  die
Desorption und lonisation der Anadytmolekiile erfolgen.

2.3.3 Bestimmung der Hapten-Dichte

Die Hapten-Dichte, das Verhdtnis von gekoppeltem TCA-Hapten zum Tragerprotein, wurde
folgendermal3en berechnet.

i m (Hapten) x MG (Protein)
Haptendichte = :
m (Protein) x MG (Hapten)
m (Hapten) = Masse des gekoppelten Haptens
m (Protein) = Masse des Trégerproteins
MG (Hapten) = Molekulargewicht des TCA-Hapten
MG (Protein) = Molekulargewicht des Tragerproteins

2.4 Her stellung polyklonaler Antikorper

Polyklonde Antikorper wurden in Kaninchen hergestelt. Mehrere polyklonde Antiseren
wurden von Dr. Pilar Marco (Consgo Superior de Investigaciones Cientificas, Barcelona) zur
Vefligung geddlt. Se dienten ds Grundlage fur die Entwicklung enes Screeningverfahrens
fir mAKk und zur Ubeprifung der Antikorpertiter in Mausantissen nach  erfolgter
Immuniserung. Durch die Uberprifung diessr Titer kann der Immunisierungsarfolg  belegt
werden. Mit diesen polyklonalen Antiseren wurde folgender ELISA entwickdt.

Beschichten: 200 pl TCA-Hapten-BSA (5 pg/ml) in Carbonatpuffer,

Uber Nacht bei 4 °C

Blockierung: 300Ul 2% OVA InPBS,1,5hbe 4°C
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1. Immunregktion: 100 pul TCA-Standards und 100 pl Antiserum (1:50.000 in PBS)
lhbe 4°C

2. Immunregktion: 200 pl Ziege-anti-KaninchentIgG-POD (1:10.000 in PBS),

lhbe 4°C
Enzymresktion: 200 ul Substrat und Chromogen,15 min bel Raumtemperatur
Abstoppen: 50 pl 2 N H2SO4
Messung: Photometer Lambda = 450 nm

2.5 Zdlkultur

Alle Arbeiten mit Zdlkulturen wurden unter derilen Bedingungen durchgefuhrt. Fir die
Zdlkultur ganden separate R&ume zur Veflgung, in denen sch jewels ene Serilbank
befand (Gelaire, Laminair). Die Zelen wurden in Brutschranken (Heraeus) bel 37 °C, 5 %
CO0,-Gehdt und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Ein Umsetzen auf en néchs groleres
Kulturgefd? erfolgte, wenn 2/3 des Ausgangsgefalies bewachsen waren (visudle Kontrolle).
Ein Bewuchs von 2/3 entspricht 10° Zdlen pro ml (Halow und Lane, 1988). Das
Néhrmedium wurde im Normdfdl dle zwe bis dreé Tage gewechsdt. Be schwachem
Bewuchs wurde die Periode zwischen den Mediumswechsan verlangert. Zelen wurden ds
Scherhetseserve oder nach Beendigung der Zdlkultur bet — 80 °C oder — 196 °C
eingefroren. Eine Lagerung von bis zu einem Jahr wird bei — 80 °C ermdglicht (Patd und
Brown, 1984). Hingegen konnen Zelen unbegrenzt ba — 196 °C in flissgem Stickstoff
konserviert werden (Peters und Baumgarten, 1990).

2.6 Her stellung monoklonaler Antikor per

2.6.1 Immunisierung

Die Immuniserung weblicher CD-1 Méuse (Chales River, Sulzfdd) efolgte mit den
unterschiedlichen TCA-Hapten KLH-Konjugaten. Jeder Maus wurde nur  ene  Art
Immunkonjugat verdbreicht. Zum Zeitpunkt der ersen Immuniserung waren die Tiere
ungefdhr 50 Tage dt. Dazu wurden 100 pl Immunkonjugat in PBS mit 120 pl komplettem
Freunds Adjuvans emulgiert. Eine grolere Menge von Adjuvans as Immunkonjugat fihrt zu
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giner dabilen ,Wasser in O“-Emulsion (Hurn und Chantler, 1980). Die korrekte Herstelung
der Emulson erkannte man bel Ablage eines Tropfens Emulson auf einer Wasseroberflache.
Blieb der Tropfen intakt, handdte es sich um eine stabile ,Wasser in Ol“-Emulsion. Légte
dch der Tropfen hingegen rasch auf, sollte eine neue Emulson hergestelt werden. Tabelle 2
zeigt das Immuniserungsschema von Mausen mit KLH-Hapten A, B oder C.

Tabelle 2: Immunisierungsschema fur Méuse mit KLH-Hapten A, B oder C.

Zatpunkt Arbatsschritt

1. Woche Immunigerung mit 100 pl Konjugeat (0,2mg) und 120 pl cFA
2. Woche Blutabnahme

5. Woche Immuniserung mit 200 pl Konjugat (0,1 mg) und 120 pl iFA
6. Woche Blutabnahme

9. Woche Immunisierung mit 100 pl Konjugat (0,1 mg) und 120 pl iFA
10. Woche Blutabnahme

13. Woche Immunisierung mit 100 pl Konjugat (0,1 mg) und 120 ul iFA
14. Woche Blutabnahme

17. Woche Immuniserung mit 100 pl Konjugat (0,1 mg) und 120 pl iFA
18. Woche Blutabnahme

21. Woche Immunisierung mit 100 pl Konjugat (0,1 mg) und 120 pl iFA
7 Tage vor der Fusion Immuniserung mit 200 pl Konjugat

5 Tage vor der Fuson Immuniserung mit 200 pl Konjugat

3 Tage vor der Fusion Immunisierung mit 200 pl Konjuget

1 Tag vor der Fuson Immuniserung mit 200 pl Konjugat

25 Woche Fusion

cFA = komplettes Freunds Adjuvans, iFA = unkomplettes Freunds Adjuvans
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Die Mause wurden intrgperitoneal immunidert. Eine Woche bis zehn Tage nach jeder
Immuniserung wurden 20-40 pl Blut ass der Schwanzvene entnommen. Dieses Blut wurde
anchlielend en bis zwe Stunden bel Raumtemperatur gelagert. Danach wurde der
geronnene Blutkuchen vom Serum durch Zentrifugation getrennt. Diese Seren lagerte man bel
- 20 °C. Be Bedaf wurden de fir einen ELISA aufgetaut. Weitere Immunisierungen
erfolgten in Abstdnden von vier Wochen. Be dlen Immunisierungen, aul3er der ersten, wurde
nicht-komplettes Freunds Adjuvans verwendet. Finf Tage vor der Zdlfuson wurden taglich
Boogeimmuniserungen mit  viefacher Immunkonjugatmenge ohne Freunds Adjuvans
durchgefthrt.

2.6.2 Gewinnung der Milzzellen

Die immunisete Maus wurde durch zervikde Didokaion getétet und mit  Ethanol
desnfiziert. Alle folgenden Schritte fanden unter derilen Bedingungen dat. Zur Entnahme
der Milz wurde die Bauchdecke gedffnet und die Milz herausgeschnitten. Diese wurde mit
5ml RPMI 1640 gewaschen, und anhaftende Fettreste wurden entfernt. Anschliefend wurde
die Milz mit einer Kanlle peforiert, und die B-Lymphozyten wurden mit 15 ml RPMI 1640
aus der Milz in ene Perischde gespllt. Die Zdlsuspenson wurde aufgenommen, und zur
Zearsorung von Zelaggregaten wurde Se gegen die Wand enes 50 ml Zentrifugenrdhrchens
gesplilt. Im Anschlussfolgte die Zdlfusion.

2.6.3 Zdllfuson

Die gewonnenen B-Lymphozyten wurden mit Mydomzdlen der Linie PAI-B; Ag8
fusoniert. Diese Mydomzellen produzieren selbst keine Antikorper, zeichnen sch aber durch
én gutes Wachsum aus. Eine Milz enthdt ungefshr 10° B-Lymphozyten. Auf eine Zahlung
dieser Zdlen wurde verzichtet, um nicht zufdlig die gesuchten Zelen zu entfernen und somit
zu vernichten.

Die Mydomzdlen wurden in groen Zdlkulturflaschen (225 o) 10 Tage zwvor in NM
herangezogen. Zwei bis drei gut bewachsene groRe Zdlkulturflaschen enthdlten ca 10°
Zdlen. Die Mydomzdlen wurden durch Abklopfen aus den Zdlkulturflaschen gewonnen und
in 20 m RPMI 1640 vereint. Anschlielend wurde ihre Zdlzahl mit Trypanblau in ener
Neubauer-Zéhlkammer bestimmt. Im Gegensaiz zu |ebenden Zelen nehmen tote Zdlen
Trypanblau auf. Lebende Zdlen erschienen leuchtend und wurden gezéhit. Die Gewinnung
der Milz- und Myeomzellen erfolgte nach Verfahren von Giersch (1993 aund b).
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Die Mydomzellen (5 x 10") wurden zu den B-Lymphozyten gegeben und 5 Minuten be
800 U/min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zdlen nshm man in 10
ml RPMI 1640 auf. Es folgte ein waterer Zentrifugationsschritt von 5 Minuten mit
800 U/min. Es schloss sich die Entfenung des Uberstandes an. Diesmad wurde das
Zdlgemisch aber mit einer Pasteurpipette trockengesaugt, um eine spétere Verdinnung des
Fusogens zu vermeiden. Uber einen Zeitraum von einer Minute gab man PEG 1.500 bei 37 °C
unter permanentem RUhren zu. Danach wurde fir eine wetere Minute bel 37 °C gemischt,
gefolgt von der Zugabe von 4 ml RPMI 1640 (37 °C) innerhdb von 4 Minuten unter
sandigem Weiterrthren. Daraufhin wurden weitere 10 ml RPMI 1640 (37 °C) dem Gemisch
zugesetzt. Es schloss dch ene zehnmindtige Inkubation bei 37 °C an. Die Zdlen wurden
abzentrifugiet und in 20 ml Normamedium mit 10 % Condimed aufgenommen. 70 % der
Fuson wurden fir enen Tag in ener grolen Zdlkulturflasche kultiviet und anschliel3end
eingefroren. Die verbliebenen 30 % wurden auf vier Zdlkulturplatten (96 Kavitéen pro
Platte) ausgesdt.

2.6.4 HAZ-Selektion

Die nicht engefrorenen 30 % der Fuson wurden beginnend mit dem darauffolgenden Tag
ener HAZ-Sdektion unterzogen. HAZ-Medium bewirkt, dass nur noch Hybridomzdlen in
der Kultur Uberleben konnen. Nicht fusoniete Mydomzdlen mit enem daken Wachstum
wlrden in Kurze die Hybridomzdlen Uberwuchern. Se werden durch HAZ-Medium
vergiftet.

Ein Tag nach der Fuson wurde jeder Kavitdt ein Tropfen dreifach konzentriertes HAZ-
Medium mit 10 % Condimed zugegeben. Das Zdlwachsum wurde t&glich mit enem
Umkehrmikroskop kontrolliert. Bei starkem Wachsum wurde das Medium zum ersen Ma
nach drei Tagen gewechsdt. Wuchsen die Zdlen langsamer, wurde erst nach seben Tagen
gewechsdt. Dieser Tausch wurde mit enfach konzentrieten HAZ-Medium mit 10 %
Condimed durchgefiihrt. Zwe weitere Wechsd mit einfach  konzentrietem HAZ-Medium
und 10 % Condimed folgten im Abstand von 3 Tagen. Die enzenen Kavitden wurden
permanent auf eventuele Kontaminationen geprift. Nach Beendigung der HAZ-Selektion
wurde auf H-Medium umgestdllt. Uber eine Spanne von zwe bis dreéi Mediumswechsan
wurde enfach konzentrietes H-Medium mit 10 % Condimed verwendet. Jeder
Mediumswechsd erfolgte im Abstand von zwe bis drei Tagen. Nach dieser Phase wurde eine
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Umgdlung auf NM vollzogen. Nun wurden auch kene weteren Wachsumsstoffe

Zugegeben.

2.6.5 Screening

Nach maxima 14 Tagen in Zdlkultur gehen B-Lymphozyten, die auch Antikorper hergelen
konnen, zu Grunde. Ab diesem Zetpunkt wurde auf das Vorhandensein TCA-spezifischer
Antikorper getestet. Der Uberstand jeder einzelnen Kavitét wurde auf die Anwesenheit TCA-
soezifischer mAK im ELISA mit einem Uberschuss TCA und ener Kontrolle ohne TCA
getestet. Der daflr entwickelte ELISA wurde in 96er Mikrotiterplatten durchgeftihrt. Somit
konnte ene Zdlkulturplaite auf zwel 96er Mikrotiterplatten getestet werden. Der fur das
Screening entwickelte ELISA sah wie folgt aus (und Abb. 5):

Beschichten:

1. Immunresktion:

2. Immunresktion:

Farbreaktion:

Abstoppen:

Messung:

1 pg/m BSA-Hapten A, B oder C (200 pl pro Kavitét in
Carbonatpuffer), tber Nacht bel 4 °C

PBS bzw. 1.000 pg/l TCA-Standard (100 pl pro Kavitét in PBS)
und Zéd Ikulturiberstand (90 ), 1 h Raumtemperatur (Rt)

Ziege-anti-Maus  1gG  Fo-spezifischer . Sekundérantikorper
markiert mit Meerettichperoxidase (zg-ms-POD) (200 pl pro

Kavitét) 1:10.000 in PBS, 1h bei Rt

Subgtrat und Chromogen (200 ul pro Kavitét),
15minbe Rt

2 N H2SO4 (50 pl pro Kavitét)

Lambda = 450 nm im Photometer

Auf die erden dre Schritte dieses ELISA folgten jewells Waschschritte mit dreima 350 pl
PBS-Waschpuffer je Kavitét im Mikrotiterplattenwaschautomat. Die Platten konnten nach
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dem Beschichten direkt verwendet werden, oder se wurden bei —20° C gelagert Dieser

ELISA wurde mindestens finf Md Uber einen Zaitraum von drel Wochen durchgefuhrt.

In Anwesenheit von TCA-spezifischen Ak In Abwesenheit von TCA-gpezifischen Ak
Beschichten
é &
Uberschuss TCA Kein TCA Uberschuss TCA Kein TCA
- A I I Zdlkulturliberstand
ulturiibergtan
& & & & é& &
1 " POD-markierter 1 ‘? 1 ’?
& & Sekundérantikorper e & e &
1 Farbreaktion
& & &S é & é &
& & & 1 Abstoppen & & & &
& BSA-HaptenA, B oder C L TCA-sperifischer mAk
* TCA 1 POD-markierter Sekundarantikorper

Abbildung 5: Screeningverfahren fir TCA-spezifische monoklonale Antikor per.
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Allgemein gilt fir dle hier beschriebenen ELISAS, dass dch an die Farbresktion nie en
Waschschritt anschloss. Die Farbresktion wurde immer mit 50 pl 2 N HSO4 pro Kavitét
beendet. Die Farbresktion wirde ohne die Beendigung mit HSO,4 immer welter fortlaufen, bis
shliedich  da  entdandene  lichtempfindliche, blaue Charge-Trandfer-Komplex  zefdlt.
Diesr Komplex ist durch die POD-katalyserte radikalische Oxidation von TMB entstanden.
H,SO, wanddt den Chage-Trander-Komplex in das dabile 3,355 -Tetramethyl-1,1" -
diphenochinon-4,4* -diimoniumion um (Galati und Pracht, 1985).

2.6.6 Klonierung

Nach der Fuson und der darauffolgenden Aussaat liegen in den enzelnen Kavitdten der
Klonplatten Zdlgemische unterschiedlicher Hybridomzellen vor. Fir die Hestdlung mAKk it
aber ene enhetliche Zdlpopulaion Voraussetzung. Diese Zdlpopulation ist Nachkomme
ene enzigen Zdle Zur Profilierung ener solchen monoklonden Population wird zuerst ene
Vereinzdung oder Klonierung der  antikOrperproduzierenden  Zellen  durchgefiihrt.  Dazu
wurden Zelen, die im oben genannten Screening Uber den gesamten Zetraum TCA-
spezifische Antikorper hergellten, aus den jewelligen Kavitdten entnommen und kloniert. Als
Klonierungsverfahren wurde die Einzel zellablage ausgewahit.

Be da Einzdzdlablage wurden die erden vier Kavitden einer 96er Klonplatte mit jewells
150 I NM aufgefllt. Anschliefend wurden Zdlen aus der zu klonierenden Ausgangskavitét
aufgewirbdt. 50 pl Zdlsuspenson wurden entnommen und in die erste mit NM geflllte
Kavitdé der Klonplatte gegeben und gut durch Einsaugen und Abgeben mit einer Pipette
gemischt. Aus diesr Kavitéd wurden nun wiederum 50 pl entnommen und in die néchge
Kavitét Uberfihrt. Dort folgte wieder en Durchmischen und ene anschliel®ende Entnahme
von 50 pl Zdlsuspenson. So wurde bis zum Erreichen der vieten Kavitét verfahren. Es
entdand ene Vedinnungsreihe von Zdlen. Diese Verdinnungsrehe wurde unter dem
Umkehrmikroskop betrachtet, und es wurde digenige Kavitd gesucht, in der dch im
Schifeld bei 100facher Vergrolerung funf bis 10 Zdlen befanden. Waren in dlen Kavitéten
mehr as die gewlnschten funf bis 10 Zdlen vorhanden, wurden weitere Verdinnungsschritte
notwendig. Die Kavitét mit der passenden Zdlzahl wurde durchmischt, um auf dem Boden
haftende Zdlen in Suspenson zu bringen. 30 pl wurden enthommen, und in die erste Relhe
der Klonplate wurden moglichst zentrd flache Tropfen abgelegt. Diese Reihe wurde unter
dem Umkehrmikroskop kontrolliet. Es sollte mdglichs ene Zdle in jedem enzenen
Tropfen vorhanden sain. War dies nicht der Fal, so wurde zur Einzdzdlablage eine andere
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Ausgangsverdinnung gewéhlt. Nach der mikroskopischen Kontrolle wurde jede Kavitét mit
200 yIl NM mit 10 % BM-Condimed aufgefillt. In die verbliecbenen Rethen der Klonplaite
wurde nach diesem Verfahren jewels ein Tropfen abgeegt. Nach jeder Reihe efolgte eine
visudle Kontrolle und ene anschliel¥ende Zugabe von 200 ul NM mit 10 % BM-Condimed.
Nun wurde die Patte fir funf bis Seben Tage im Brutschrank kultiviert. Dann folgte en
Mediumswechsd, wiederum mit NM mit 10 % BM-Condimed. Vor diesem Wechsd wurde
die Anzahl wachsender Klone pro Kavitét ermittdt. Ab diesem Zetpunkt wurde ein NM-
Wechsd dle zwe bis dre Tage durchgefiihrt. War ene ausreichende Anzahl von Zedlen in
den enzenen Kavitden vorhanden, wurde auf ene Zugabe von zusizlichen Wuchsstoffen
vazichtet. Ab diesem Zetpunkt wurde das oben aufgeflihrte Screeningverfahren zum
Nachwels von TCA-spezifischen Antikbrpern  wiederholt  durchgefiihrt. Die  Zdlen der
Kavitdten, die postiv getestet wurden und in denen anfanglich nur ein Klon wuchs, wurden
welter kultiviert. Ein Tel diente der Reklonierung, der andere Tell wurde bel entsprechender
Zdlzahl auf groere Kulturgefd3e umgesetzt. War ein ausreichendes Quantum von Zdlen

vorhanden, wurden se ds Sicherheitsreserve eingefroren.

2.6.7 Massenproduktion von monoklonalen Antikérpern

Die Massenproduktion mAKk wurde in dem Biofermentersysem Miniperm, im Biofermenter
CL 350 (Abb. 6) oder in groRen Zdlkulturflaschen (225 cnt) durchgefiihrt. Miniperm ist die
Weiterentwicklung der Didyserdhrensysteme. ES besteht aus einem Produktions- und einem
Versorgungsmodul.  Produktions- und Versorgungsmodul sind durch eine  semipermesble
Membran vonenander getrennt, die unterschiedliche Ausschlussgrofen bestzen kann. Es
wurde eine Membran mit einer Porengrdf?e von 30 kDa gewdhlt. 1gG-Molekile mit ener
Grofie von 146 kDA konnen dso diese Membran nicht passieren. Die antikorperherstellenden
und sezernierenden Zdlen befinden sch im Produktionsmodul. Die produzierenden Zelen
konnen ebensowenig wie die Antikorper die Membran passeren. Im  Versorgungsmodul
befindet sch das Medium. Néhrgtoffe aus diessm Medium konnen durch die Membran
diffundieren und somit die Versorgung der Zdlen schergdlen. Miniperm is ein bewegliches
Sysem. Zur optimden Versorgung der Zdlen muss es auf ene Drehvorrichtung gestelt
werden. Auf dieser Vorrichtung werden die Zdlen mit 4 U/min im Brutschrank kultiviert.

Be dem Biofermenter CL 350 handelt es sch um en dhnliches Sysem wie Miniperm. Es ist
ebenfdls in einen Produktions- und Versorgungsbereich untertellt. Zelen und Antikorper snd
durch eine semipermesble Membran (AusschlussgréiRe 10 kDa) vom Versorgungsmodul
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a8 CL 350

b) Miniperm

Abbildung 6: Dar stellung des Fermenters CL 350 a) und des Fermenters Miniperm b).
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getrennt. Bel diesem Sysem handdt es sch im Gegensaiz zum Miniperm Fermenter um ein
statisches System. Es wird keine weitere Drehvorrichtung benétigt.

Um die Minipermkultur zu beginnen, miissen ungefghr 2 x 10° Zdlen zur Verfilgung stehen.
Diese Zdlen wurden in Zdlkulturflaschen (225 cnf) kultiviet. War eine adéquate Zellzahl
vorhanden, wurde von NM auf serumfreles Medium (SFM) umgestdit. Dies geschah in ener
Adaptionsphase von drel Schritten. Belm ersten Wechsdl setzte man NM mit 25 % SFM en.
Be den darauffolgenden Wechsdn im Abstand von zwe bis drel Tagen wurde zuerst NM mit
50 % SFM und anschlief®end NM mit 75 % SFM verwendet. Nach dem néchsten Wechsdl, der
nur noch mit SFM vollzogen wurde, wurden die Zdlkulturflaschen abgeklopft. Die Zdlen
vereinte man in 35 m SFM. Es folgte die Entnahme enes Aliquots von 100 pl, das zur
Ermittlung der Zdlzahl durch Trypanblauférbung in einer Neubauer-Zahlkammer diente. Die
35 ml Zdlsuspenson wurde in en Produktionsmodul Uberfihrt, und das Versorgungsmodul
wurde mit 350 ml SFM aufgefillt. Nach jewels zwe bis dre Tagen wurde die Zdlzahl im
Produktionsmodul bestimmt. Bel ausreichenden Zdlzahlen emntete man 5ml. Befanden dch
die Zdlen in einem garken exponentidlen Wachstum, so wurden auch 10 ml oder 15 ml aus
dem Produktionsmodul entnommen. In der entnommenen Suspenson befanden sich sowohl
Zdlen ds auch Antikorper. Diese Suspenson wurde bel 5000 U/min abzentrifugiert. Der
Ubergtand wurde zur spiteren Aufreinigung bel -20 °C eingefroren. Die geernteten Zelen

wurden verworfen.

Die Ak-Hegdlung im CL 350 Fermenter wurde ebenfdls mit SFM  durchgefiihrt. Die
Aufzucht und die Umddlung der Zdlen auf SFM efolgte andog der im Miniperm. Ebenfdls
wurden 2 x 10° pro ml in das Produktionsmodul gegeben. Dieses hat ein maximales Volumen
von 15 ml. Die Versorgungseinheit wurde mit 350 ml SFM befiillt. Alle zwe bis dreé Tage
efolgte en Mediumswechsd mit 350 ml SFM und ene Ak-Emnte. Zur Gewinnung der Ak
mussen dle Zdlen entnommen werden. Se wurden be 800 U/min abzentrifugiert und
anchlielZend in 15 ml neuem SFM resuspendiert und ins Produktionsmodul zurtick Uberfiihrt.
Be jeder Ak-Emte wurde die Zdlzahl mit Trypanblau in enem Hamocytometer
bestimmt.Zur Massenproduktion in Zdlkulturflaschen wurden Zelen aufgetaut. Diese wurden
in eine Zdlkultuflasche (225 cnf) gegeben und in NM kultiviert. Mediumswechsd wurden
dle zwe bis dre Tage durchgeftihrt. Nach zwe bis drei Wechsdn mit NM wurde auf SFM

umgestelt.
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Die Umgdlung aif SFM efolgte entsprechend der zur Minipermproduktion notwendigen
Umgdlung. Sobadd eine Hasche gut bewachsen war, wurde se abgeklopft und auf zwe
andere  Zdlkulturflaschen vertellt. Nach jedem Wechsd mit SFM wurde der
Zdlkulturlberstand aufgefangen und anschliefend mit 5000 U/min  abzentrifugiert. Der
abzentrifugierte Uberstand wurde bei -20 °C gelagert.

2.6.8 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur Scheren Lagerung von Zellen wurden diese entweder bel -80 °C in einem Gefrierschrank
oder be —196 °C in flissgem Stickstoff eingefroren. Eine Lagerung bel —80 °C ermdglicht
en Vewarung von bis zu enem Jar. In flissgem Stickgoff hingegen konnen Zdlen
unbegrenzt gelagert werden. Deswegen wurden Zelen maximd fir eine Dauer von zwe bis
drei Monaten bei -80° C aufbewahrt.

Zur Sicherhat wurden Aliquots der Zdlen nach jedem wichtigen Schritt (zB. Klonierung)
eingefroren. Dazu wurde eine Zdlsuspenson aus den Kavitéen von Zdlkulturplatten oder
aus Zdlkulturflaschen in  en Zentrifugenrdhrchen  Uberfuhrt.  Daraufhin - folgte  an
funfminitiger Zentrifugationsschritt mit 800 U/min. Der Uberstand wurde dekandiert, und die
Zdlen wurden in  ene ddinieten  Menge Einfrieemedium  aufgenommen. Das
Einfriermedium sollte mdglichst eine Temperatur von 0 °C bedtzen, denn es enthdt DMSO.
DMSO bewirkt enen Schutz vor der Bildung von Eiskrigdlen im Inneren der Zdlen, es is
aber bel hoheren Temperaturen zdltoxisch. Jewels 1,5 ml Suspenson aus Zdlen und
Einfriermedium wurde in jewels ein Kryoréhrchen Ubertragen. Um ein spderes Aufplaizen
der Kryorohrchen durch die Ausdehnung des Inhdts bei Abkihlung zu verhindern, wurde
jewels nur mit 1,5 ml befillt, und es wurden Kryoréhrchen mit Deckedinnengewinde gewéhit.
Die geflllten Kryorohrchen wurden in eine zuvor auf 4 °C vorgekihlte Einfrierbox, die mit
Isopropanol  geflllt war, Uberfihrt. AnschlieRend wurde die Einfriebox bei -80 °C
aufbewahrt. Isopropanol fihrte zu ener kontinuierlichen Temperaturabsenkung im  Inneren
der Box von einem Grad pro Minute. Nach einem Tag wurden die Kryorohrchen in einen
Stickstofftank zur Endlagerung tberfuhrt.

Ba Bedaf wurden die Zdlen aufgetaut. Aufgrund der Toxizitét von DMSO sollten die Zdlen
bis zur Entfernung des DMSO nur knapp Uber 0 °C erwdrmt werden. Dazu wurde das
entsprechende Kryoréhrchen unter 37 °C temperierten Wasser gedreht, bis nur noch en
kleiner Eisklumpen in der Zdlsuspenson nicht aufgetaut war. Diese Suspension wurde nun in
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10 ml RPMI 1640 (4 °C) Uberfihrt und for 10 Minuten inkubiert. Durch die Inkubation hatte
das DMSO die Moglichkat aus den Zdlen zu diffundieren. Anschlief3end wurden die Zdlen
in NM aufgenommen. Am darauffolgenden Tag folgte ein Mediumswechsd.

2.6.9 Subklassenbestimmung

Die Subklassenbestimmung dient der Charakteriserung der mAk. Die Subklase it
bedeutsam, um das beste Verfaren zur Aufreinigung der mAk zu wéhlen. Dadurch wird die
Gewinnung einer groldmaoglichen Menge von mAk gewéahrleitet.

Da im Screening ein 1gG-spezifischer Sekundérantikorper eingesetzt wurde, konnte es sich

be den gewonnen mAK nur um Antikorper der Klasse IgG handen. Die IgG-Subklasse und
der Leichkettentyp (Lambda oder € wurde mit folgendem Sandwich- ELISA bestimmt:

Beschichten: 250 ul Ziege-anti-Maus-1gG (5ug/ml) in Carbonatpuffer,

Uber Nacht bel 4 °C

1. Immunresktion: 200 pl Zdlkulturtiberstand, 30 min ba 37 °C

2. Immunresktion: 200 pl Kaninchen-anti-Maus-1gG subklassengpezifische Ak,
1:5in PBS verdinnt, 30 min bei 37 °C

3. Immunregktion: 200 pl Ziege-anti-Kaninchen-1gG-POD, 1:10.000 in PBS,

30minba 37°C

Farbreaktion 200 ul Subsgtrat und Chromogen,
15minbe Rt

Abstoppen: 50 pl 2 N HySOq4

Messung: Lambda = 450 nm im Photometer
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Auf die erden vier Schritte dieses ELISA folgten jewells Waschschritte mit dreima 350 pl
PBS-Waschpuffer je Kavitdt im Mikrotiterplattenwaschautomat. Nach dem Beschichten war
es moglich, die Platen ba -20 °C zu lagern. Dazu wurden se enfach ausgeschiittet. Bel
Bedaf wurden se ba 4 °C im Kihlschrank 10 Minuten aufgetaut. Der ELISA wurde dann
wie oben beschrieben fortgesetzt.

2.7 Reinigung und Konzentrierung monoklonaler Antikor per

Alle mAKk wurden Uber Affinitéschromatogahie aufgereinigt. Diese Chromatographie wurde
mit Protein A durchgefiihrt. Protein A it ein Staphylokokkenprotein. Es bindet stark an den
Fc-Tel von Antikdrpern. Besonders gut werden 1gG2a und 1gG2b gebunden. Aber auch dle
anderen 1gG-Subklassen werden gebunden. Die reversbd immobiliserten Ak lassen sch
Uber pH-Stufengradienten euieren. 1gG1 16t sch bel pH 68, 1gG2a bei pH 4,5-6, 1gG2b bei
pH 3,5-45 und Ig3 ba 4,5-6. Zur Vereinfachung kann aber auch generdl be pH 3 duiert
werden.

Zur Aufrenigung wurden mAK in serumfrdem Medium (SFM) kultiviet. Es sollte kein
Serum im Medium enthdten sein, da Seren IgG enthdten. Dieses Fremd-1gG wird dann
ebenfdls mit den mAk aufgerenigt und konkurriet mit den gewinschten IgG um die
begrenzten Bindepldize am Protein A. Dadurch kann ene geringere Menge mAKk aufgereinigt
werden. Eine afinitéschromatographische Trennung von Fremd-IgG und mAk i méglich.
Rinder-1gG duiert bei pH-Werten knapp unter 8 von Protein A.

Vor jeder Aufreinigung wurde der Zellkulturiberstand (ZKU) abzentrifugiert (5.000 U/min,
10 min). Dadurch wurden Zellen oder Zelpartikd aus dem ZKU entfernt. Danach erfolgte
ene Hiltration (Porengrdf®e 0,2 pm) zur Abtrennung von eventudl nicht entfernten Zelen
oder ZdIpartikeln.

Aufgereinigt wurde Uber Prosep A und Protein A-Agarose. Bel Prosep A igt Protein A an
Glagperlen mit kontrollierter Porengrof3e immobilisert. Eine Protein A-Saule wurde mit 2 ml
von Prossp A gefllllt. Be der Aufreinigung mit Protein A-Agarose wurde eine Saule nit 2 mi
Protein A-Agarose beflllt. Vor der Aufrenigung <ollte der 1gG-Gehdt des zu reinigenden
ZKU begimmt werden. Prossp A ist in der Lage, pro ml 13 mg IgGl zu binden. Ein ml
Protein A-Agarose kann 10 bis 20 mg reines 1gG in Abhéngigkelt der |gG- Subklasse binden.
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Allgemein wurden ZKU und Puffer durch eine perigdtische Pumpe zur Saule transportiert.
Die Durchflusgeschwindigkeit der verschiedenen Ldsungen betrug  jewells 4 ml/min.
Nachdem die Losungen die Siule passert hatten, wurden se in einem Durchflussphotometer
be 280 nm gemessen. Dieses Photometer war mit enem Schrelber verbunden, der den
Proteingehdt notierte.

2.7.1 Aufreinigung Uber Prosep A

Der zuvor aufbereitete ZKU wurde mit 5 N NaOH auf pH 85 eingestdlt. Anschlieffend
wurde die Prosep A-Saule mit 5-10 fachen Saulenvolumen Bindungspuffer (Boratpuffer,
pH 8,5) &quilibriert. Detektierte der Photometer kein Protein, und zeichnete der Schrelber eine
gerade Grundlinie, so wurde ZKU (iber die Saule geschickt. Hatte der ZKU die Saule passiert,
lief Bindungspuffer Uber diese, bis im Photometer kein Protein mehr erkannt wurde. Nun
wurde das immobilisete 1gG durch Elutionspuffer (Citratpuffer, pH 3,0) gdos. Der
gewonnene Antikorper wurde sofort zur pH-Neutrdisgerung mit Tris (2 mol/l) auf pH 7-7,5
gebracht. Der pH-Wert des Elutionspuffers wirde in kurzer Zet die IgG-Molekile
irreversbel denaturieren. Anschlief?end wurde die Saule mit HCl (pH 1,5) gereinigt. Gelagert
wurde de in PBS mit 0,02 % NaN3 be 4 °C. NaN3 diente ds Konservierungamitte. Die
gewonnene AntikOrpermenge wurde im Photometer be Lambda = 280 nm bestimmt. Eine
photometrische Messung konnte erfolgen, da kein Fremdprotein vorhanden war. Ein mg Ak
hat eine Absorption von 0,8 bel Lambda = 280 nm. Als Nullprobe diente Citratpuffer mit Tris

2.7.2 Aufreinigung Uber Protein A-Agarose

Eine Saule wurde mit 2 ml Protein A-Agarose befiillt. Zu Beginn der Aufreinigung wurde die
Salle mit dem funffachen Saulenvolumen von Waschpuffer (1) &quilibriert. Danach wurde der
ZKU aufgetragen, der zuvor mit Neutralisstionspuffer auf pH 7,5 eingestedlt wurde. Nach
dem ZKU durchflossen 10 ml Waschpuffer (1) die Saule. Im Anschluss wurde Waschpuffer
(1) eingesetzt. Diesr renigte die Saule, bis im Photometer kein Protein mehr detektiert
wurde. Anschlief?end wurden die gebundenen Ak mit dem Elutionspuffer gelost. 2ml der Ak-
Elutionspufferlosung  wurden in 8 ml  Neutrdisationspuffer  aufgenommen.  Die  1gG-
Konzentration des Eluats wurde anschlief¥end ebenfals im Photometer bel 280 nm bestimnnt.
HCl (pH 1,5) wurde fir die Reinigung der Saule nicht mehr bendtigt.
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2.7.3 Bestimmung der Antikor perkonzentration

Immunglobulinkonzentrationen  wurden mit  zwe  unterschiedlichen  Vefdren  besimnt.
Handete es sch um reines IgG ohne Fremdprotein, so konnte direkt im Photometer bel
Lambda= 280 nm gemessen werden. Wurde hingegen in einem Zdlkulturiberstand (ZKUO)
die AntikOrperkonzentration  determiniert, S0 musse aufgrund  des  vorhandenen
Fremdproteins (Rinder-IgG, BSA) ene Konzentrationshestimmung mit einem  Sandwich
ELISA durchgefihrt werden. Dieser Sandwich-ELISA ig in der Lage, geringere 1gG-
Konzentrationen ds die photometrische Messung zu erkennen. Bel einem ELISA missen zur
Quantifizierung unbekannter Proben auch Standards bekannter Konzentrationen aufgetragen
werden, ohne die ene Besimmung der Proben unmoglich wéae Die Standards waren
Vedinnungen ene bekannten 1gG-Konzentration. Der Sandwich-ELISA zur Bedimmung
der Antikorperkonzentration bestand aus den nachfolgenden Schritten.

Beschichten: 250 ul Ziege-anti-Maus-1gG (5ug/ml) in Carbonatpuffer,
uber Nacht bei 4 °C

1. Immunresktion: 200 pl IgG-Standards in PBS und 200 ul ZKU in
unterschiedlichen Verdinnungen, 1 h be Rt

2. Immunregktion: 200 pl Ziege-anti-Maus-1gG-POD, (1:10.000 in PBS),

1hbe Rt
Farbreaktion: 200 pl Substrat und Chromogen, 15 min bel Rt
Abstoppen: 50 pl 2 N H2SO4
Messung: Lambda = 450 nm im Photometer

Den eden drei Schritten dieses ELISA folgte jewells ein Waschschritt mit dreimd 350 pl
PBS-Waschpuffer im Mikrotiterplattenwaschautomat. Nach dem Beschichten war es maglich,
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die Paten be -20 °C zu lagern. Dazu wurden se einfach ausgeklopft und eingefroren. Bel
Bedarf wurden die bendtigten Platten fir 10 Minuten bel 4 °C im Kihlschrank aufgetaut.

2.7.4 EL1SA-Entwicklung

Mause wurden mit dre  unterschiedlichen TCA-Hapten-Konjugaten immunisert. Dre
verschiedene mAK gegen die dre verschiedenen TCA-Hapten-Konjugate wurden gewonnen,
und unterschiedliche ELISAs wurden entwickelt.

Nach den enzenen Inkubationsschritten im ELISA war ene Phasentrennung erforderlich.
Diese wurde im Mikrotiterplattenwaschautomat mit jeweils dreima 350 pl PBS-Waschpuffer
durchgefiihrt. Nach dem Blockierungsschritt musste nicht unbedingt ein Waschschritt folgen.
Das Uberschiissge Blockierungsreagenz konnte auch durch enfaches Ausschitten entfernt
werden. Sofern dies jedoch nicht explizit ewdhnt id, efolgte ein Waschschritt. Nach
Beendigung der Farbresktion efolgte die Messung be Lambda=450 nm im Photometer.
Farbreaktion und anschlief?endes Abstoppen mit  Schwefdsdure  efolgten im Zattakt.
Dadurch wurde jeder Kavitdt die gleiche Zdtspanne zur Farbentwicklung gegeben.
Volumenangaben in den verschiedenen ELISA-Formaten beziehen sch auf die enzene
Kavitét.

TCA ig nicht in der Lage, an die Polystyroloberfléche der Mikrotiterplatte zu binden. Deshab
mussten zur Entwicklung eines ELISAS die Haptene an Tragerproteine gekoppelt werden. Als
Trégerprotein wurde BSA verwendet, das gute Bindungsaigenschaften zu Polystyrol bestzt

und dch vom Trégerprotein Hamocyanin  unterscheidet, das zur Immuniserung eingesstzt
wurde.

Die beschriecbenen ELISAs gdlen die optimieten Formate dar. Be jeder ELISA-
Entwicklung wurden unterschiedliche Vaianten in den  enzdnen  Inkubationsschritten
getestet. ES wurden unterschiedliche  Beschichtungskonzentrationen  untersucht.  Aus
verschiedenen  Blockierungsmittedl wurde das  Blockierungsmitted  mit  den  besten
Blockierungsaigenschaften gewahit. TCA-spezifischer und  Sekundérantikorper  wurden in
diversen Konzentrationen engesetzt. Abbildung 7 zeigt en Schema fUr einen kompetitiven
ELISA, dasfir die drei folgenden ELISAs gliltig i<
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Abbildung 7: TCA-ELISA mit monoklonalen Antikérpern.

2.7.5 Kompetitiver ELISA mit Hapten A-spezifischen monoklonalen Antikorpern

Mit den gewonnen Hapten A-spezifischen mAk wurde dieser kompetitive ELISA entwickelt.
Dabe konkurriert fredes TCA mit an BSA gebundenem Hapten A. Zur Durchfiihrung dieses
ELISAs waren folgende Arbeitsschritte notwendig.
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Beschichten: 200 pl BSA-Hapten A (5 pg/ml) in Carbonatpuffer,
uber Nacht bel 4 °C

Blockieren: 300 pl 2% OVA in PBS,
0 minbea 4°C
1. Immunresktion: 100 pl TCA-Standards und 100 pl mAK,
lhbe Rt
2. Immunregktion: 200 pl  Ziege-anti-Maus-1gG-POD  (Fc-spezifisch),

1:10.000in PBS, 1 h bei Rt

Farbreaktion: 200 pl Substrat und Chromogen, 15 min im Dunkeln
bel Rt

Abstoppen: 50 pl 2 N H2SO4

Messung: Lambda = 450 nm im Photometer

2.7.6 Kompetitiver ELISA mit Hapten B-spezifischen monoklonalen Antikorpern
Mit den mAk (Hbab), die durch die Immuniserung gegen Hapten B entsanden sind, wurde
folgender, kompetitiver ELISA entwickelt.

Beschichten: 200 pl BSA-Hapten B (1 pg/ml) in Carbonatputfer,
Uber Nacht bei 4 °C

Blockierung: 300 I Magermilchpulver (1 %) in PBS,
90 min bel Rt
1. Immunresktion: 100 pl TCA-Standards und 100 pl Hbab, 1:15.000 in

PBS, 90 min be Rt
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2. Immunreaktion:

Farbreaktion:

Abstoppen:

Messung:

200 pl Ziege-anti-Maus-1gG-POD, 1:40.000 in PBS,
1lhbe Rt

200 pl Substrat und Chromogen, 15 min im Dunkeln
bel Rt

50 ul 2 N H,SO4

Lambda = 450 nm im Photometer

2.7.7 Kompetitiver ELISA mit Hapten C-spezifischen monoklonalen Antikdr pern

Der Hapten C-gpezifischen mAk (Rami) wurde zur Entwicklung des folgenden, kompetitiven

ELISA genutzt.

Beschichtung:

Blockierung:

1. Immunreaktion:

2. Immunreaktion:

Farbreaktion:

200 pl BSA-Hapten C (1 pg/ml) in Carbonatpuffer,
Uber Nacht bel 4 °C

300 ul Gelaine (3 %) in PBS,
90 min bel Rt

100 pl TCA-Sandards in PBS und 100 pl Rami,
1:10.000 in PBS, 90 min bel Rt

200 pl Ziege-anti-Maus-1gG-POD, 1:5.000 bis 1:20.000
inPBS, 1hbe Rt

200 I Substrat und Chromogen, 15 min im Dunkeln
bel Rt
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Abstoppen:

Messung:

50 |J.| 2N H2804

Lambda = 450 nm im Photometer

2.7.8 Kompetitiver Hapten C-ELISA mit ABC-Amplifizierungssystem

(Standar dverfahren)

Dieser ELISA war bis zur zweiten Immunresktion dem ELISA ohne ABC-System identisch.
Der POD-markierte Sekundérantikdrper wurde gegen einen hiotinilierten Sekundérantikorper
augyetauscht. Danach erfolgte eine Inkubation mit Streptavidin-POD. Streptavidin besitzt vier
Bindungsstdlen fur Biotin. Es wurden Versuche mit enem Streptavidin-POD vorgekoppelten
Komplex sowie freiem Streptavidin und Biotin-POD durchgefihrt. Der Hapten C-ELISA mit
diesem Vergéakersystem wurde nach folgendem Schema ausgefthrt.

Beschichten:

Blockierung:

1. Immunreaktion:

2. Immunreaktion:

Streptavidin-Kopplung:

Farbreaktion:

200 pl BSA-Hapten C (1 pg/ml) in Carbonatpuffer,
Uber Nacht bei 4 °C

300 yl Gelaine (3 %) in PBS,
90 minbe Rt

100 pl TCA-Standardsin PBS und 100 pl Rami,
1:15.000 in PBS, 90 min bei Rt

200 ul Ziege-anti-Maus-1gG-Biotin, 1:20.000 in PBS mit
1%BSA,1hbe Rt

200 ul Streptavidin-POD, 1:40.000 in PBS mit 1 % BSA,
1 hbe Rtim Dunkeln

200 pl Substrat und Chromogen, 15 min ba Rt im
Dunkeln
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Abstoppen:

Messung:

50 |J.| 2N H2804

Lambda = 450 nm im Photometer

Nach der zweiten Immunreaktion konnte der ELISA auch wie folgt durchgefiihrt werden.

Streptavidin-Kopplung:

Farbreaktion:

Abstoppen:

Messung:

Préinkubation von einem Tal Streptavidin (0,01ug/ml)
und vier Tel Biotin-POD (0,0025 pg/ml) in PBS, 30 min
in e@nem Resktionggefd? und anschlie?end 30 min auf

der Platte jewellsim Dunken inkubieren

200 pl Substrat und Chromogen, 15 min be Rt im
Dunkeln

50 pl 2 N HoSO4

Lambda = 450 nm im Photometer

Abbildung 8 zeigt den kompetitiven TCA-ELISA mit Hapten C-spezifischen mAk und dem

Vergérkersystem.

46



Materia und Methoden
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Abbildung 8 TCA-ELISA mit Ver starkersystem.

2.7.9 Auswertung der ELI1SAS

Die ELISAs wurden anhand der Ergelung eines Diagramms in enem Koordinatensystem
ausgewertet. Die TCA-Konzentrationen wurden in der X-Achse logaithmisch und die
Absorptionen in der Y-Achse liner aufgetragen. Es entdand en hadblogarithmisches
Koordinatensystem, in dem die Eintragung der TCA-Konzentrationen und der dazugehtrigen
Absorptionen  e@nen  sgmoiden  Kurvenverlauf  ergaben. Mit dem  4-Parameter-logistischen
Modedl (Rodbarb und Hutt, 1974; Dudley et al., 1985) wurde eine Sgmoide Ausgleichskurve
durch die Messpunkte gelegt.
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Zur Auswvetung der enzenen ELISAs und zum Veglech mehrerer ELISA-Graphen
mussten die unterschiedlichen Werte trandormiet werden. Die Absorptionen wurden in
% B/By umgerechnet. Dies bedeutet, die maximae Absorption wird as 100 % und die
minimale Absorption wird as 0 % gesatzt. Alle anderen Absorptionen werden in Prozent zu
der maximaen und minimaen Absorption berechnet. Die % B/Bo-Transforméation lautet wie
folgt:

%BBy = —— x100

A = Absorptionswert eines Standards
Anmin = minimae Absorption, maximae TCA-Konzentration
Amax = maximale Absorption, Nullwert

Ba enem kompetitiven ELISA is die Absorption umgekehrt proportional zur Konzentration
des Andyten. Die maximde Absorption entspricht dem  Nullwet. Mit  geigenden
Konzentrationen nimmt die Absorption &b, bis e ba der hdchsen TCA-Konzentration ihren
geringsten Wert (Amin) ereicht. Im Bereich zwischen 20 und 80 % zeigt die Ausgleichskurve
enen nahezu lineren Velauf. Dies ig der Bereich, in dem ene Messung vorgenommen
werden kann (Robarb, 1971), wobel bei 50 % B/Bp, dem Testmittelpunkt, der exakteste
Messpunkt liegt. Wird der Bereich zwischen 20 und 80 % ds Messbereich angenommen, so
gibt der 20 % B/Bo-Wert die grolte Konzentration an, die mit diesem Test gemessen werden
kann. Vid wichtiger hingegen i ba den TCA-ELISAs der 80% B/Bo-Wert, der der

geringsten Konzentration entspricht, die gemessen werden kann.

Zur mathematischen Auswvertung ener Kurve konnen auch andere Rechenmodelle oder
Definitionen der Nachweisgrenze herangezogen werden. So kann ads Nachwesgrenze die
Stoffmenge definiert sain, die noch bestimmt werden kann und dSch sgnifikant vom Nullwert
unterscheidet (Ebel und Kamm, 1983). Eine andere Moglichkeit bietet die 3S-Definition
(Niessner, 1994; Bruun et al., 2000). Dabal wird die durchschnittliche Standardabweichung
dler Messwerte mit drei multipliziert und von der maximaen Absorption abgezogen.
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Be enem nicht kompetitiven ELISA i hingegen die Absorption direkt proportiond zur
Konzentration. Die maximae Absorption entspricht der grofden Andyt-Konzentration, die
minimae Absorption dem Nullwert (Marx, 1997).

2.8 Kreuzreaktivitat oder Querempfindlichkeit

Unter Kreuzreaktivitégt wird die Fahigkeit eines Antikorpers verdanden, andere Substanzen
ds den Andyten zu ekennen. Substanzen mit dhnlicher Struktur wurden in den
beschricbenen ELISAs auf ihre Interaktion mit den spezifischen mAKk untersucht. Dazu
wurden in jedem ELISA TCA-Standards und Standards der eventudl kreuzreagierenden
Stoffe aufgetragen. Ansongten wurden die ELISAs wie beschrieben durchgefthrt. Fihrt man
enen ELISA mit unterschiedlichen Andyten durch, so ergeben sSch mehrere Kurven. Zum
Veglech diessr Kurven muss eine Normierung efolgen. Die Kurven wurden am
Tegmittelpunkt (50 % B/By) verglichen. Die Kreuzresktivitét wurde wie folgt berechnet:

Konzentration des Analyten bei 50 % B/By
% KR =

Konzentration des kreuzreagierenden Analyten bei 50 % B/Bg

Die Bestimmung der Kreuzresktivitéten it fir eine spdtere Auswertung des ELISAs wichtig.
Snd kreuzreagierende Subgtanzen in ener Proben vorhanden, so verfdlschen se das
Ergebnis. Der kreuzreagierende Stoff kann in Abwesenheit des Andyten ein postives Signd

ligfern.

Im ELISA kann an der Querempfindlichkeit eines mAKk nichts gedndert werden. Die Spezifitét
des mAK ist wéhrend der Immuniserungsphase entstanden. Bel bekannten Kreuzresktivitéten
kann nur das Tedforma so verdndet werden, dass die Querempfindlichkeiten zu

vernachléssgen snd.

2.8.1 Probenmessung

Die ELISAs mit den mAk Rami und Hbab wurden zur Probenmessung eingesetzt. Dazu
wurden die ELISA wie beschrieben durchgefiihrt. Neben der auf jeder Platte vorhandenen
Standardreihe wurden Proben in unterschiedlichen Verdiinnungen aufgetragen.
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2.8.2 Weinproben

Es handdte dch um Wal3- und Rotwen, der zuvor sensorisch auf das Nichtvorhandensein
von TCA gepruft wurde. AnschlieRend wurde eine definierte Konzentration TCA zugesetzt.
Von diesr Stammldsung wurden verschiedene Verdinnungsstufen in PBS hergestelt. Jede

Probe wurde im ELISA mit dreimdiger Wiederholung gemessen. Ansonsen wurden die
ELISAs wie beschrieben durchgeftihrt.

2.8.3 Korkproben

Kork, der nicht mit TCA kontaminiert war, wurde klein gehécksdlt und anschlief¥end in 99 %
Ethanol 24 h extrahiert (1 g Kork in 10 ml Ethanol). Der Extrakt wurde filtriert, und eine
definierte Menge TCA wurde zugegeben. Es wurden unterschiedliche Verdinnungsstufen in
PBS angesstzt und im ELISA gemessen. Eine Probe wurde pro ELISA mit dremdiger
Wiederholung gemessen.
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[l Ergebnisse

3.1 Konjugatchar akteriserung

TCA ig¢ mit einem Molekulargewicht von 212 Da nicht in der Lage, ene Immunantwort
auszuldsen. Aus diesem Grunde musste es an en immunogenes Tragermolekil gekoppelt
werden. Hiefir  wurde  Hamocyanin  (KLH)  ausgewdhit. KLH ig én
Wasserschneckenprotein, das sch aufgrund seiner Verschiedenheit zu Sdugetierproteinen zur
Immuniserung anbietet. TCA kann jedoch nicht ohne Welteres an Proteine gekoppelt werden.
Es musste eine resktive Gruppe eingefigt werden, die mit einer chemischen Gruppe des
Trégerproteins eine Bindung eingehen konnte. Es wurden drei unterschiedliche TCA-Haptene
gynthetisert (Abb. 4, S. 23). Diesen Haptenen wurde jewells an unterschiedlichen Stellen eine
Kohlengtoffkette mit einer endstdndigen Carboxylgruppe angefligt. Diese Carboxylgruppe ist
in der Lage mit Lysnresten eines Proteins zu reagieren. Die Haptensynthesearbeiten wurden
von Dr. PFlar Maco (Consgo Superior de Investigaciones Cientificas, Barcelona)
durchgefuhrt.

Sowohl Beschichtungs- ds auch Immunkonjugate wurden mit der Carbodiimid-Methode
hergestellt. Alle Konjugate wurden nach der in Kap. 2.2.1 beschriebenen Methode gekoppdlt.
Be der Carbodiimid-Kopplung ist darauf zu achten, dass die Aktivierung des Carbodiimids
bel neutrden bis schwach saurem pH-Wert vollzogen wird. Be dak saurem pH-Wert
verlangsamt dch die Resktionszeit durch ene zu schnelle Protonierung der  Aminogruppen.
Liegt hingegen ein dkaisches Milieu vor, wird das Kopplungseagenz durch Hydrolyse
gespdten (Harlow und Lane, 1988). Zur Immuniserung wurden die TCA-Haptene an KLH
und fUr eine Verwendung im ELISA an BSA gekoppdlt.

Zuerst wurden Hapten A Beschichtungs- und Immunkonjugate hergestellt. Es wurde mit der
Cariusmethode Uberprift, wievid Hapten A an das jewellige Protein gebunden ha. KLH
bedtzt im Gegensatz zu BSA keine enhdtliche Grofe. Fir BSA und KLH wurden folgende
Molekulargewichte angenommen.

Tabelle 3: Molekulargewichte von KLH und BSA.
KLH: 4,5 x 10° g/moal bis 1,3x 10" g/mol
BSA: 6,6 x 10° g/mol

51



Ergebnise

Die Bedimmung mit de Caius-Methode lieferte die folgenden Haptendichten fir
Kopplungen von Hapten A an KLH und an BSA (Tab. 4).

Tabelle 4: Chloranalyse von BSA-Hapten A, KLH-Hapten A und -Hapten C.

B3A: 24,5 Hapten A / BSA-Molekl
KLH: 333 bis 9.653 Hapten A / KLH-Molekil
KLH: 535 his 15.325 Hapten C / KLH-Mol ekl

Es wurde berechnet (Kap. 2.3.3), wievid Hapten A theoretisch an KLH hétte binden missen
(Menge des eingesetzten Hapten A und Menge des eingesetzten KLH). Dabel ergaben sich
die folgenden theoretischen Haptendichten (Tab. 5). An KLH haben ca 85 % dler Haptene
gebundenen, an BSA nur 0,6 %.

Tabelle 5: Theor etische Haptendichten fir BSA-Hapten A und KLH-Hapten A.

BSA: 3889 Hapten A / BSA-Molekll

KLH: 386 bis 11.333 Hapten A / KLH-Molekdl

KLH-Hapten C-Konjugate wurden ebenfals durch Chlorandyse bestimmt. Tabele 4 zeigt
desweliteren die Syntheserate fir Hapten C an KLH bei einer Carbodiimid-Kopplung.

BSA-Hapten A- und BSA-Hapten C-Konjugate wurden ebenfdls Uber die Carbodiimid-
Kopplung synthetisert. Bel diesr Synthese wurde jedoch 10ma weniger Hapten fir die
geche Quantitdt BSA engesstzt, um Beschichtungskonjugate mit geringer Haptendichte zu
erhalten. Der Hapten-Gehdt diesr Konjugaete wurde mit Hilfe von MALDI-TOF bestimmit.
Abbildung 8 zeigt das Spektrum von BSA-Hapten A und BSA sowie von BSA-Hapten C und
BSA. Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse der MALDI-TOF Bestimmung.
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Abbildung 9: MALDI-TOF Anaylse von BSA-Hapten C und -Hapten A Konjugaten im
Vergleich zu reinem BSA.
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Tabelle 6: Bestimmung der Hapten-Dichte mit MALDI-TOF.
Hapten A: 4,80 Haptene / BSA-Molekdll

Hapten C.: 6,03 Haptene / BSA-Mol ekl

Eine Messung von KLH-Konjugaten konnte mit MALDI-TOF nicht durchgefihrt. Aufgrund
der unterschiedlichen Molekulargewichte konnen KLH-Konjugate nicht mit MALDI-TOF
begtimmt werden.

Alle weiter hergestdlten Immunkonjugate wurden nach den beschriebenen  Verfahren
hergestdlt. Deshdb wurde auf ene Messung mit dem Cariusverfahren oder mit MALDI-TOF
veazichtet. Die Funktionditdt dieser Immunkonjugate wurde im  Nachhinen  durch
vorhandene Antikorper in den Seren der immuniderten Tiere bestimmt. Alle Seren zeigten
ene gute TCA-spezifische Reaktion. TCA-spezifische mAk waren jewells vorhanden. Es ig
davon auszugehen, dass das Vorhandensein TCA-spezifischer Antikbrper auf ene gute
Quadlitét der Immunkonjugate schlief3en [asst.

Alle nict mit da  Caiusmethode oder mit  MALDI-TOF  gemessenen
Beschichtungskonjugate  wurden  unter  Verwendung der ELISAs getestet. Da ene
Beschichtung mit den gemessenen Konjugaten zu densdben Ergebnissen flhrte, wie ene
Beschichtung mit nicht gemessenen Konjugaten, wurde ene gleiche Kopplungsae
vorausgesetzt.

Der Proteingehat dler Konjugate wurde durch BCA-Tess besimmt. Dies war im Fdle der
Beschichtungskonjugate fir enen dandardiserten Einsatz im ELISA  notwendig. Der
Proteingehdt der Immunkonjugate wurde ebenfdls mit BCA-Tests festigestdlt. Dadurch
konnte bel jeder Immuniserung die exakt festgelegte Menge an Konjugat verabreicht werden.
Tabelle 7 zeigt den Proteingehdt verschiedener Konjugate.
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Tabelle 7: Proteingehalt ver schiedener Konjugate.

Konjugat Proteingehalt
BSA-Hapten A 1.5 mg/ml
KLH-Hapten A 0,7 mg/ml
KLH-Hapten C 1,0 mg/ml
BSA-Hapten A 2,3 mg/ml
BSA-Hapten C 1,5 mg/mi

3.2 Polyklonale Antikor per

3.2.1 Polyklonale Kaninchenantiseren

Polyklonde Kaninchenantissren wurden von Dr. Pilar Maco (Consgo Superior de
Investigeciones Cientificas, Barcdona) gdiefert. Diese Antiseren dienten dem Aufbau enes
ELISA mit mAk. Auch snd se zur Entwicklung eines Screeningsystems fir mAk essentiell.
Mit dem Kaninchenserum K75/2 wurde en kompetitiver ELISA (Kap.24) entwickelt.
Abbildung 10 =zeigt das Ergebnis diesss ELISAs Die eden vier Inkubationschritte
(Beschichten, Blockieren, 1. Immunresktion, 2. Immunresktion) wurden dle be 4 °C
durchgefiihrt. Eine Erhéhung der Inkubationsemperaturen flhrte zu ener sehr  schndl
ablaufenden Farbresktion. Der Graph zeigt, dass mit seigender TCA-Konzentration die
Absorption  abnimmt. Die im  Antissrum  enthdtenen TCA-gspezifischen Ak wurden  mit
zunehmender TCA-Konzentration vom freen TCA gebunden und banden nicht mehr an die
beschichteten BSA-Hapten-Konjugate. Es i zwischen maximaler TCA-Konzentration und
dem Nullwert ein Absorptionsunterschied von 80 % festzustdlen. Der Testmittelpunkt (1Cso-
Wert) liegt b ca 260 pg/l TCA. Die Nachwesggrenze fir TCA (ICgo-Wert) betragt bel
diesem ELISA 30 g/
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Abbildung 10: TCA-ELISA mit einem polyklonalen K aninchenantiserum.

3.2.2 Polyklonale Mausantiseren

Es wurden unterschiedliche Mause mit unterschiedlichen TCA-Haptenen immunisert. Vier
Méause wurden mit KLH-Hapten A, dre Méduse mit KLH-Hapten B und 8 Mause mit KLH-
Hapten C gempft. Die Immuniserung und die Blutabnehme erfolgte wie in Kap. 2.6.1
beschricben. Es wurde Uber enen Zetraum von sechs Monaten immunisert, um moglichst
soezifische und hocheffine Antikorper zu erhdten. Nach jeder Blutabnahme wurde Serum
gewonnen. Dieses Serum wurde auf das Vorhandensein von TCA-spezifischen Ak untersucht.
Die Seren wurden mit den in Kap. 24 beschricbenen ELISA getestet. Diesr ELISA
unterschied sch von dem beschriebenen ELISA durch den Verwendung von Mausantiseren
und dem Sekundérantikorper. Es wurde en gegen Maus-1gG gerichteter POD-markierten
Sekundérantikorper eingesetzt.

Tabdle 8: Anzahl immunisierter und fusionierter Mause.

Immuniserte Méuse Fusionen
Hapten A 4 3
Hapten B 4 1
Hapten C 8 3
kein Immunogen (Fusiongtest) 1

56



Ergebnise

Die Abbildungen 11-13 zeigen ELISAS, die mit Mausantiseren durchgefuhrt worden sind, die

von Immunisierungen mit Hapten A, Hapten B und Hapten C stammen.
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Abbildung 11: TCA-ELISA mit enem polyklonalen Mausantiserum (Immunisierung

mit Hapten A).
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Abbildung 12: TCA-ELISA mit einem polyklonalen M ausantiserum (Immunisierung
mit Hapten C).
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Diese Seren zeigten eine TCA-pezifische Resktion. Die polyklonden Antikorper lieflen sch
sehr gut im ELISA mit TCA verdrangen. Die Mause, die diese TCA-spezifische Resktion
zeigten, wurden fir die Fuson engesetzt. Durch die TCA-spezifische Resktion wurde auch
der Immunisierungserfolg belegt.
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Abbildung 13: TCA-ELISA mit einem polyklonalen Mausantiserum

(Immunisierung mit Hapten B).

Die unterschiedlichen Immuniserungen waren efolgreich, da TCA-spezifische Antikorper im
Serum vorhanden waren. Alle dre aufgefiihrten Resultate (Abb. 11-13) von ELISAs mit
polyklonden Mausantissren dammen von Blutabnahmen nach der sechgen Immuniserung.
Der ELISA, der mit e@nem Serum gegen Hapten A durchgefihrt wurde, zeigt ene
Nechweiggrenze von 46 pg/l TCA und enen Tedmittdpunkt von 287 pg/l TCA. Die
Immuniserung mit Hapten B (Abb. 13) fiihrte zu e@nen Serum, das einen ICgo-Wert fir TCA
von 7 pg/ll und enen ICso-Wert von 20 pg/l ergab. Durch ene Immuniserung mit Hapten C
(Abb. 12) wurde eine Nachweisgrenze von 5 pg/l TCA und ein Testmittelpunkt von 97 pgll
TCA ezdt.

Saen von d@nem Tier von unterschiedlichen Blutabnahmen wurden nicht miteinander
verglichen. Unterschiedliche Seren haben unterschiedliche Eigenschaften. So misste fur jedes
Serum der ELISA optimiet werden, um eine exakte Aussage zu treffen. Auch ig die
gewonnene Sarummenge sehr gering und  reicht nicht aus um mehrere ELISAS
durchzufthren.
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3.3 Monoklonale Antikor per

Insgesamt wurden 8 Mause fudoniet. Fir die Fusonen wurden Mause eingesetzt, deren
Serum im ELISA (Kap. 322 ) eine gute Resktion mit TCA aufwies. Bel den ersten Fusionen,
bel denen nur wenige Klone wuchsen, wurde PEG 4.000 verwendet. Marx (1997) erzidte mit
diesem Fusogen hohe Ausbeuten an wachsenden Klonen. Es ddlte sch heraus, dass das
verwendete Fusogen (PEG 4.000) oxidiert war, und dadurch die sehr geringe Ausbeute an
Klonen bedingt war. Be den néchgen Fusonen, die zur Ergdlung dieser Arbeit durchgefhrt
wurden, wurde auf PEG 1.500 umgestellt. PEG 1.500 konnte im Gegensatz zu PEG 4.000
gebrauchsfertig bezogen werden. Die Masse von PEG ig fir den Fusonserfolg von geringer
Bedeutung. PEG mit Massen zwischen 1500 und 6.000 wurde erfolgreich fur Fusionen
eingesetzt (Fazekas und Scheidegger, 1980). PEG 1500 ig auf eine hohe Fusonsffizienz
getestet  (Boehringer Mannheim, Hergellerangabe). Be den Fusonen mit oxidietem PEG
waren 2 % der Kavitéten bewachsen, bel einer Testfuson mit PEG 1.500 beinhateten 60 %
der Kavitdten wachsende Zdlen. Be spéeren Fusionen waren 60 - 80 % dler Kavitéten mit
Hybridomzellen bewachsen.

70 % der Fuson wurden be -196 °C gelagert. 30 % wurden auf vier 96er Klonplatten
ausgesdt. Es wurde nicht mehr ds 30 % der Fusonsprodukte kultiviert, um ein ordentliches
Arbaiten mit der Fuson zu erlauben. Nach einwdchiger Kultivierung wurden die 30 % der
Fuson ener HAZ-Sdektion unterworfen. HAZ- wurde HAT-Medium vorgezogen, da das im
HAT-Medium vorhandene Aminopterin lichtempfindlich und auch be —20 °C nicht langer ds
sechs Monate lagerféhig i (Goding, 1996). Deswelteren i Azaserin, das im HAZ-Medium
enthdten is, in ener wesentlich geringeren Doss wirksam, ads das im HAT-Medium

vorhandene Aminopterin.

Auf eine Bestimmung wachsender Klone wurde verzichtet. Diese Bestimmung héte nur vor
dem ergden Mediumswvechse efolgen konnen, da be jedem Mediumswechsd die Zdlen der
enzelnen Kavitden durchgewirbdt werden. Danach i es unmdglich zu erkennen, ob die
Zdlen den gleichen Ursprung haben. Der erste Mediumswechsd wurde mit Beginn der HAZ-
Sdektion durchgefihrt. Zu jenem Zetpunkt wuchsen aber auch B-Lymphozyten und
Mydomzdlen in den Kavitden. Vor dlen die nicht von den Hybridomzdlen zu
unterschedenden Myeomzdlen héiten das Ergebnis ener Klonzahlbestimmung, um ene
nicht vorhandene Anzahl von Klonen nach oben geschraubt. Eine exakte Bestimmung der
Klonzehl i ers mit Beendigung der HAZ-Sdektion moglich, wenn sch nur Hybridomzelen
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in den Kavitédten der Aussaatplaiten befinden. Zu diesem Zeitpunkt it der Ursprung der
Zdlen aber nicht mehr feststelbar.

3.3.1 Screening

Nach Abschluss der HAZ-Sdektion wurden die ZKU auf das Vorhandensein TCA-
spezifischer Ak untersucht. Das zeitliche Ende der HAZ-Sdektion fid in diessm Fdle mit
dem Ende der Uberlebensfahigkeit von B-Lymphozyten in  Zdlkultur zusammen. B-
Lymphozyten gddlen ebenso wie Hybridomzellen Ak her, werden jedoch wegen ihrer
begrenzten Uberlebensfzhigkeit nicht in das Screening mit einbezogen. Es wurden Ak von
Hybridomzdlen gesucht, die im ene unbegrenzte Produktion emoglichen. Als
Screeningverfahren wurde der in Kagp 265 beschriebene ELISA eingesatzt. Be diesem
ELISA wurde jeweils ZKU aus ener Kavitdt auf sein Verhaten mit BSA-TCA-Konjugaten in
Anwesenheit von TCA (Uberschuss 1.000 pg/!l) und in Abwesenheit von TCA getestet. Ein
Uberschuss von TCA wurde gewahlt, um nach Moglichkeit dle an die Konjugate gebundenen
Ak zu verdrangen. Be dlen Fusonen delte sch heraus, dass bewachsene Kavitéten Uber
enen gewissen Zetraum en podtives Sgnd liefern konnen, jedoch danach keine TCA-
sezifische Resktion mehr festgestelt werden kann. Dies hdngt damit zusammen, dass
Hybridomzellen nach eniger Zat die Ak-Produktion eingdlen kénnen. Erst nach zwe bis
dre Wochen entsteht eine Zdlkultur mit ener dabilen Zdlpopulation. Ab diessm Zetpunkt
wurden die Aussaatplatten mindestens Uber einen Zetraum von zwe bis drei Wochen (funf
bis gSeben Screening) getedtet. Pogtive Kavitdten wurden, wenn augeichend Zelen
vorhanden waren, sowohl kloniet ds auch auf néchst groflere Zelkulturgefde umgesatzt.
Die ZKU diesr Gefdle wurde ebenfals wieder einem Screening unterworfen. Bei den hier
besprochenen Fusonen handdt es dch nur um die Fusonen, die zu ene
antikorperherstdlenden Zdllinie fihrten.

Kavitdten, die im Screening en podtives Sgnd auf TCA zegten, wurden durch
Einzdzellablage kloniert. Bewachsene Kavitdien diesr Einzezelablagen wurden ebenfdls
auf TCA-spezifische Antikbrper getestet. Dieses Screening wurde dremad  durchgefihrt.
Kavitéen, die dreima ene TCA-spezifische Resktion zeigten, wurden vermehrt und in

mehreren Aliquots as Sicherheitsreserve eingefroren.

3.3.2 ELISA-Entwicklung mit monoklonalen Antikorper gegen Hapten A
Waéhrend des Screenings nach Ak, die durch Immuniserung mit Hapten A entstanden sind,
wurde ene Zdllinie entdeckt, die Uber enen langeren Zetraum ene TCA-spezifische
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Reektion zeigte. Diese Zdllinie wurde enma kloniert, elte aber nach sechs Wochen die
Antikorperproduktion ein. Es konnte so vid ZKU gewonnen werden, dass mehrere ELISAS
durchgefiihrt werden konnten. Der ZKU wurde nicht aufgereinigt, da nicht ausreichende
Mengen fir eine Aufrenigung vorhanden waren. Er wurde im ELISA vedinnt in PBS
aufgetragen. Abbildung 14 zeigt das Ergebnis dieses ELISAs Die Nachwesgrenze (ICso-
Wert) fir TCA liegt be 1,5 mg/l, der Testmittel punkt (1Cso-Wert) bei 3,5 mg/l.
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Abbildung 14: TCA-ELI1SA mit mAKk gegen Hapten A.
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3.4 Entwicklung eines TCA-EL I SAs mit dem monoklonalen Antikorper Rami

Die ersten Schritte der ELISA-Entwicklung wurden mit ZKU durchgefihrt. Aufgrund der
begrenzten  Lagerfahigkeit von ZKU und des unterschiedlichen  1gG-Gehdtes
unterschiedlicher ZKU-Chargen wurde im spateren Verlauf der ELISA-Entwicklung nur noch
aufgereinigter mAk verwendet. Be der ELISA-Entwicklung wurden  verschiedene
Konzentrationen der Beschichtungskonjugate, unterschiedliche Blockierungsmittel,
verschiedene Konzentrationen des TCA-spezifischen mAk Rami und des POD-markierten
Sekundarantikérper untersucht.

ELISA-Patten wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,5-5 mg/ml) BSA-Hapten C
beschichtet. Dabel gelte sch eine Konzentration von 1 pg/ml BSA-Hapten C as optima
heraus (Sehe ELISA Kap. 2.7.7). Geringere Konzentrationen fihrten zu einer verminderten
Nachweisgrenze. GrofRere Konzentrationen as 1 pg/ml BSA-Hapten C  bewirkten im
Endeffekt enen Angieg der Absorption. Diessr Andieg fihrte aber zu enem
Sengvitétsverlust des ELISA. 1 pg/ml BSA-Hapten C wurde ds optimae Konzentration zum
Beschichten fur ale weiteren ELISA mit dem mAk Rami gewahlt.

Um ene unspezifische Bindung an de  Polystyroloberfliche der  Mikrotiterplatte  zu
verhindern, wurde nach dem Beschichtungschritt im  ELISA  en  Blockierungsschritt
eingeflgt. TCA-spezifische Antikérper sollten nur an das Beschichtungskonjugat binden Es
wurden unterschiedliche Blockierungsreagenzien (Magermilchpulver, OVA, BSA, Gdadine)
engesetzt und untersucht. Dabel ddlte dch Gedatine ds bestes Blockierungamittd heraus
(Abb. 15). Gdatine bewirkt im Vergleich zu BSA en niedrigeres Hintergrundrauschen (Amin).
Magermilchpulver (MMP) hat hingegen sdrende Einflisse und kann in diessm ELISA nicht
eingesatzt werden. Desweteren wurde Geatine in verschiedenen Konzentrationen getestet.
Zwischen eénem und dreé % Gedatine waren keine Unterschiede im ELISA festzugdlen. In
diessem Konzentrationsbereich lag auch die optimde Konzentration fir Geaine. Um zu
Uberprifen, ob der mAk Rami nur an Gdatine bindet, wurden Kavitéen ohne
Beschichtungskonjugat nur mit Geatine inkubiert. Danach wurde der ELISA wie in Kap.
2.7.7 beschrieben fortgesetzt. Bel der Auswertung dieses Versuches zeigte sich kein
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Abbildung 15: Unter schiedliche Blockierungsmittel im TCA-ELISA mit dem mAKk
Rami.

erhdhtes Hintergrundrauschen, was darauf schlieflen lief3, dass der mAKk Rami nicht an
Geatine bindet. Aulerdem wurde das Bindungsverhaten des Sekundarantikorpers an
Beschichtungs- und Blockierungsreagenz  untersucht. Der  Sekundérantikorper zeigte weder
Bindungsfahigkeit an das Beschichtungskonjugat noch an Gdlatine.

De néchgte Schritt der ELISA-Entwicklung bestand in der Bestimmung der optimaden Ak-
Konzentrationen. Dazu wurde der TCA-spezifische mAk Rami in dem in Kap. 2.7.7
beschriecbenen ELISA in  unterschiedlichen Konzentrationen aufgetragen. Es wurde die
Verdinnungsstufe gesucht, die die beste Nachweisgrenze fir TCA und den besten
Tegmittdpunkt ermdglicht. Als beste Verdinnungsstufe fir den mAk Rami (1 mg/ml
Stammldsung) ergab sich 1:15.000.

Der Sekundérantikorper wurde ebenfdls in verschiedenen Konzentrationen untersucht. ES
wurde die Konzentration gesucht, die en moglichs geringes Hintergrundrauschen mit ener
maximaen Absorption um die 1,0 emoglicht. Es sdlte sch heraus, dass sch eine maximde
Absorption um 1,0 mit dem engesatzten Sekunddantikdrper nicht erreichen lield. Die
maximale Absorption penddte sch um 05 en. Eine Absorptionssteigerung durch geringere
Verdinnung des SekundérantikOrpers fuhrte zu  Sengtivitétsverlusen. Die optimde
Verdinnungsstufe des Sekundérantikorpers lag bei 1:5.000 bis 1:20.000. Es musste bel jeder

63



Ergebnisse

neuen Sekundérantikorpercharge eine Titerbestimmung  durchgefiihrt werden, um fir den
neuen Antikérper die optimae Konzentration zu ermitteln. Die Sekundérantikorperchargen
gleicher Produktnummer schwankten in ihrer Verdinnung, in der e im ELISA engesszt
werden  konnten.  Die  Bindungseigenschaften des  Sekundérantikbrpers  mit  den
Beschichtungskonjugaten und Gelatine wurden Uberprift. Dazu wurde ebenfdls der in Kap.
2.7.7 beschriebene ELISA ohne TCA-Standards und dem mAk Rami durchgefihrt. Es stdlte
sdch heraus, dass da  SekundérantikOrper  weder ene  Resktion  mit  den
Beschichtungskonjugaten noch mit Gelatine eingeht.

3.4.1 Optimierter TCA-ELISA fur Hapten C-spezifische mAk

Die oben angefihrten Untersuchungen fihrten zu dem in Kap. 2.7.7 beschriebenen
optimierten TCA-ELISA mit dem mAk Rami. Beschichtet wurde mit 1 pg/ml BSA-Hapten C,
gefolgt  von enem Blockierungsschritt mit 3 % Gdatine Es sthloss dch die ede
Immunregktion mit dem mAk Rami und TCA-Standards an. Diese Immunreaktion wurde von
POD-makierten SekundérantikOrpern detektiert, die mit Substrat und Chromogen ene
Farbresktion lieferten. Diessr optimierte ELISA fihrte zu der in Abbildung 16 aufgefihrten
Kalibrationskurve.

M
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Abbildung 16: Optimierter TCA-ELISA mit dem mAk Rami.

Der Tesmittelpunkt liegt be ca 4 pg/l und die Nachweisgrenze be 0,133 pg/l TCA. Zur
Steigerung der Sendvitéat und der Absorption wurde ein Vergtérkersystem eingefihrt.
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3.4.2 Ethanolvertréglichkeit

Da Wen Ethanol enthdt und Kork mit Ethanol extrahiet wurde, wurde die Vertréglichkelt
des mAk Rami mit Ethanol Uberprift. Dazu wurde der in Kap. 2.7.7 beschriebene ELISA
engesetzt und in @nem Punkt verandert: TCA-Standards wurden nicht in PBS, sondern in
PBS mit enem definieten Antell Ethanol verdinnt. In Abbildung 17 werden zwe
unterschiedliche Kdibrationskurven miteinander  verglichen. Eine Verdinnung der TCA-
Standards nur in PBS und ene Verdinnung der TCA-Standards in PBS mit 10 % Ethanal.
Die Absorption sinkt be einer Verdinnung der TCA-Standards in PBS mit 10 % Ethanol von
0,5 auf 0,375 (Abb. 17). Die Nachweisgrenze dieses ELISA verschlechtert sich von 0,1 pgll
TCA auf ca 5ugl TCA, dh. es ig en deutlicher Senstivitésverlus zu verzeichnen. In
Abbildung 18 snd Ergebnisse enes ELISA mit TCA-Standards in 1 und in 5 % zu sehen.
Eine Verdinnung in 1 und 5 % Ethanol fuhrt zu keinen Verlusen der maximaen Absorption,
jedoch zu sgnifikanten Minderungen der Nachweisgrenze und des Testmittel punktes.

0,5+
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0 § 8 e 10 % EtOH
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Abbildung 17: TCA-ELISA mit dem mAk Rami in PBSund in 10 % Ethanal.
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Abbildung 18: TCA-ELISA mit dem mAk Rami und TCA in 1und 5% Ethanal.

343 TCA-ELISA mit Vergtarkersystem

Zur Verbesserung der Nachweisgrenze wurde ein Verstérkersysem mit  Streptavidin-Biotin
eingesetzt (vgl. Abb. 8). De POD-markiete Sekundarantikdrper wurde durch einen
biotinilierten Ak ersetzt. Im néchgen Schritt wurde Streptavidin-POD zugegeben. Bereits
gekoppeltes Streptavidin-POD zeigte die gleiche Senstivitéissteigerung wie Streptavidin, das
mit BiotinnPOD prankubiet werden musste (eigene Untersuchungen an Ak gegen
Vitelogenin). Da bea identischer Sengtivitdtssteigerung durch die Verwendung von
Streptavidin-POD  en Inkubationsschritt weniger ds bl dem Gebrauch von Streptavidin und
BiotinnPOD notwendig ist, wurde bereits gekoppeltes Streptavidin-POD vorgezogen. Die
Steigerung der Farbreaktion beruht auf dem grof3eren Umsatiz von Substrat durch POD. An
gnem mit POD-markiertem SekundérantikOrper befindet sch ein Molekil POD. Im
Gegensatiz dazu konnen mehrere Molekile Biotin an solche Antikorper binden, an die
wiederum mehrere  Streptavidin-POD-Konjugate  koppeln  kdnnen.  Pro  biotiniliertem
Antikorper kann mehr POD gekoppelt werden.

Durch den Einsatz des ABC-Vedérkersysems konnte die Nachweisgrenze des mAk Rami

auf ca 20 ng/l TCA gesenkt werden (Abb. 19 und 20). Der Testmittelpunkt &g be 6 gl
TCA. Die Absorption wurde um 0,2 noch oben geschoben. Die Nachweisgrenze im ELISA
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mit Verstérkersystem variierte von 0,02 (Abb. 19) bis 0,07 ug/l TCA. In Abbildung 20 it
eine Nachweisgrenze von 0,07 pg/l und ein Testmittel punkt von 1,5 pg/l TCA zu erkennen.
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Abbildung 19: TCA-ELISA mit Verstérker system.
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Abbildung 20: TCA-EL|ISA mit Verstérkersystem.

67



Ergebnisse

3.4.4 Kreuzreaktivitaten

Unter Kreuzresktivitt oder Querempfindlichkeit enes Ak vergeht man die Eigenschaft
diesss Ak, andere Stoffe ds den Zidandyten zu binden. Ba der Besimmung der
Kreuzreaktivitét wird die Bindung des Ak mit dem Zidandyten und mit eénem oder mehreren
anderen Subgtanzen verglichen. Es wurde das Bindungsverhdten des mAk Rami mit TCA
srukturell  dnlichen Subgstanzen, wie anderen Choranisolen und Chlorphenolen  bestimnnt.
Dazu wurde der in Kap. 2.7.7 beschriebene ELISA eingesetzt. Aul3er der TCA-Standardreihe
wurden auch Standardrethen der eventuell kreuzreagierenden Substanzen in den sdlben
Konzentrationen wie die TCA-Standardrethe aufgetragen. Anschlie?end  wurde  am
Tesmittelpunkt verglichen. Tabelle 9 zeigt die berechnete Querempfindlichkeiten des mAKk
Rami. Die groi¥e Kreuzresktivitdét von 137 % wurde zu Pentachlorphenol festgestdlt. Die
nachs  groleren  Querempfindlichkeiten von 71 % zeigten 234-Trichloranisol  und
Pentachlorbenzol. 2,3,6-Trichloranisol, das sch nur in ener Podtion eines Chloratoms von
2,3,4-Trichloranisol unterscheidet, welld im Gegensatiz zu 2,34-Trichloranisol ene um 53 %
niedrigere Kreuzresktivitét von 18 % auf.

Tabelle 9: Kreuzreaktivitaten des mAk Rami

Kreuzreaktivitét
2,4,6-Trichloranisol 100 %
2,3,4-Trichloranisol 71%
2,3,6-Trichloranisol 18 %
Pentachlorphenol 137 %
Pentachlorbenzol 71%
1,3,5-Trichlorbenzol 0%
2,4,6-Trichlorphenal 25 %
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35 Entwicklung eines TCA-ELISA mit dem Hapten B-spezifischen monoklonalen
Antikorper Hbab

Der mAk Hbab ig aus ener Immuniserung mit KLH-Hapten B hervorgegangen. Es handelt
sch um enen mAK, der von ener anderen Zdllinie ds der mAk Rami hergestdlt wird. Aus
diesen Grinden musste fir diesen mAK ene neue Bestimmung der Testparameter fir den
ELISA vorgenommen werden. Die enzelnen Inkubationschritte des ELISA wurden dhnlich
wie fur den mAk Rami durchgefihrt. Die Uberpriften Testparameter waren verschiedene
Beschichtungskonzentrationen von BSA-Hapten B, unterschiedliche Blockierungsreagenzien,
und verschiedene Konzentrationen des mAk Hbab und des POD-markierten
Sekundérantikorpers.

Zur Beschichtung im ELISA wurden BSA-Hapten B-Konjugate eingesetzt. Diese Konjugate
wurden in unterschiedlichen Verdinnungsstufen (0,5~ 5 pg/ml) getestet. Dabel wurde eine
Konzentretion von 1 pg/ml ds optimale Konzentration zur Beschichtung der ELISA-Platten
ermittelt. Der néchste Schritt war die Bestimmung des besten Blockierungsmittels.

Dazu wurden unterschiedliche Blockierungamittd (Gdatine, BSA, OVA, Magermilchpulver)
in dem in Kagp. 27.6 besxhricbenen ELISA engesetzt. In Abbildung 21 werden die
Ergebnisse ener Blockierung mit OVA und Geéine verglichen. Es lie3 Sch fessdlen, dass
ene Blockierung mit Gdatine zu einer Sérkeren Steigung der Kurve im lineeren Bereich
fuhrt. Eine Blockierung mit OVA bewirkt ene geringere Steigung, hat aber im Verglech zu
Gedatine den Vortel ener besseren Nachweisgrenze von TCA. Der Testmittelpunkt fir den
ELISA mit OVA-Blockierung in Abbildung 21 betrégt 0,3 pg/l, die Nachwesgrenze fir TCA
ca. 0,01 ug/l. Eine Geatineblockierung bewirkt einen ICso-Wert von 0,82 pg/l und einen 1Cgo-
Wert von 0,08 pg/l TCA. Aufgrund der niedrigeren Nachweisgrenze wurde OVA ds
Blockierungamittel gewéhlt. Zwischen Blockierungen mit BSA, OVA und Magermilchpulver
bestand kaum en Unterschied. Se konnten mit glechem Erfolg im ELISA engesetzt werden.
In Abbildung 22 wird das Ergebnis ener Blockierung mit OVA in unterschiedlichen
Konzentrationen dargestelIt.
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Abbildung 21: TCA-ELISA mit dem mAk Hbab und OVA und Gdatine als
Blockierungsmittel.
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Abbildung 22 TCA-ELISA mit dem mAk Hbab und OVA in
Konzentrationen.
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Es i zu erkennen, dass die verschiedenen OVA-Konzentrationen kaum enen Einfluss auf
den ELISA haben. Eine Blockierung mit 25 % OVA zegt ene um 0,06 hthere Absorption,
dies war aber nur auf diesen ELISA beschrénkt. Es wurde eine Konzentration von 1 % OVA
as Standardkonzentration zum Einsatz im ELISA ausgewdhit.

Nach Besimmung der optimaen Beschichtungskonzentrationen und Ermittlung des besten
Blockierungamittel wurden die Antikbrperkonzentrationen gesucht, die am besen fir diesen
ELISA gedgnet snd. Es wurde der TCA-gpezifische mAk Hbab in verschiedenen
Verdinnungen im ELISA engesatzt. Der ELISA wurde wie in Kap. 2.7.6 beschriebenen
durchgefihrt. Einzige Verénderung war die Konzentration des TCA-spezifischen mAk Hbab.
Als Sammlésung diente 1 mg/ml Hbab. 1:1.000 erwies sch ds die optimae Verdinnung. Se
fuhrte zu ener maximalen Absorption von ca 1,0 ba enem Hintergrundrauschen von 0,15.
Eine Verdinnung vonl:2.000 bedeutete eine leicht verminderte maxima Absorption be fast
identischem Hintergrundrauschen (Abb. 23).

1.0+ ®  Hbab 1;1.000
Sl % e Hbab 1:2.000

0 10’ 10" 10’ 10° 10°

2.4 B-Trichloranisol [ug/l]

Abbildung 23: TCA-ELISA mit dem mAk Hbab in zwe unter schiedlichen
Verdunnungen.

Der Sekundérantikorper wurde ebenfals in verschiedenen Verdinnungsstufen in dem in Kap.
276 aufgefuhrten ELISA engestzt. Dabel ddlte sch ebenfdls heraus, dass fur jede
Sekundérantikorpercharge ene neue Titerbestimmung efolgen musste, um die optimae
Verdinnungsstufe fir den jewelligen Sekundérantikorper zu finden. Die beste Verdinnung
fir den POD-markierten Sekundérantikorper lag zwischen 1:20.000 und 1:40.000. Abbildung

71



Ergebnisse

24 zeigt die Ergebnise eines ELISA mit 2 Verdinnungsstufen des Sekundarantikorpers. Der
mAKk Hbab war 1:1.000 verdinnt. Es war mit dem eingesetzten Sekundarantikorper nicht
immer ene Absorption von 1 erechbar. Grund dafir sSnd  hochstwahrscheinlich
Quditdtsschwank ungen zwischen den einzelnen Sekundérantikorperchargen.
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Abbildung 24: TCA-ELISA mit dem mAk Hbab und dem Sekundarantikorper in zwe
ver schiedenen Verdinnungen.

3.5.1 Optimierter TCA-ELISA mit dem mAk Hbab

Die Vebessrung der enzenen Inkubationsschritte fihrte zu dem in Kap. 2.7.6
beschriebenen optimierten TCA-ELISA mit dem mAk Hbab. ELISA-Patten wurden mit
lugm  BSA-Hapten B beschichtet. Es folgte ene Blockierung — unspezifischer
Bindungsstdlen mit 1 % BSA. Im Anschluss wurden TCA-Standards und der mAk Hbab
inkubiert.  Diese  prim&e  Immunresktion wurde mit  enem  POD-markiertem
Sekundérantikorper unter Verwendung von Substrat und Chromogen schtbar gemacht. Das
Resultat dieses optimierten ELISA ig aus Abbildung 25 entnehmbar. Die Nachweisgrenze fur
TCA liegt bei 0,01 pg/l, der Testmittdpunkt it bei 27 pgl. Aufgrund des niedrigen ICgp-
Wertes von 0,01 g/l fir TCA wurde auf die Einfihrung eines Verstérkersystems verzichtet.
Die Nachweisgrenze lag unter der geforderten Nachweisgrenze von 0,25 pg/l, und war somit

ohne Vergtérkersystem fir die Anaytik vollkommen ausreichend.
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Abbildung 25: Optimierter TCA-ELISA mit dem mAk Hbab.

3.5.2 Kreuzreaktivitaten des monoklonalen Antikdr pers Hbab

Der TCA-ELISA (Kap. 2.7.6) wurde dazu verwendet, die Querempfindlichkeiten des mAk
Hbab zu besimmen. Dazu wurden TCA-Standards und Standards des eventudl
kreuzreagierenden Stoffes auf einer ELISA-Platte aufgetragen. Ansonsten wurde der ELISA
wie beschrieben durchgefiihrt. Es wurden von denselben Substanzen wie auch bei dem mAk
Rami die Kreuzresktivitéten bestimmt (Tab. 10).

Tabdle 10: Kreuzreaktivitdten des mAk Hbab.

Kreuzresktiviét
2,4,6-Trichloranisol 100 %
2,3,4-Trichloranisol 45 %
2,3,6-Trichloranisol 143 %
Pentachlorphenol 4%
Pentachlorbenzol 87 %
1,3,5-Trichlorbenzol 0%
2,4,6-Trichlorphenal 0%
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Die grol¥e Kreuzregktivitdt mit 143 % wurde zu 2,3,6-Trichloranisol festgestdlt. Im
Gegensatz dazu wurde zu 2,34-Trichloranisol nur eine Kreuzresktivitét von 45 % gemessen.
Kene Querempfindiichkeiten wurden zu 1,35-Trichlorbenzol und 2,4,6-Trichlorphenol
festgestdlt.

3.5.3 Ethanolvertréglichkeit
Wie auch dar mAk Rami wurde der mAk Hbab auf sene Vetréglichkeit mit Ethanol

untersucht. Der ELISA mit dem mAk Hbab wurde mit Standards in O, 1 und in 5 % Ethanol
durchgefiihrt (Abb. 26). Die Ethanolvertraglichkeit wurde Uberpriift, da be ener spéteren
Probenmessung sowohl in Kork- as auch in Weinproben Ethanol enthaten ist.

s TCA-Standards in O % EtOH
3 * TCA-Standardsin 1 % EtOH
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Abbildung 26: TCA-ELISA mit dem mAKk Hbab in verschiedenen
Ethanolkonzentr ationen.

Die maximae Absorption nimmt mit seigendemn Ethanolgehdt ab. Die Nachwesgrenze fir
TCA liegt ba dlen dre Ethanolkonzentrationen im sdben Bereich. Ohne Ethanol liegt de in
Abbildung 26 bel 0,035 pg/l TCA, mit 5 % Ethanol be 0,023 pg/l.
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3.6 Probenmessung mit dem mAk Rami und Hbab

Der TCA-ELISA mit dem mAk Rami wurde zur Messung von Weinproben eingesetzt. Dazu
wurde Wein, der sensorisch auf das Nichtvorhandensein von TCA geprift wurde, mit ener
definierten Menge an TCA versetzt. Dieser Weingtandard wurde /100 in PBS verdinnt.

Tabele 11: Wiederfindung von TCA be der Messung von Weinproben mit dem mAk
Rami und Hbab (Mittelwerte mit Standar dabweichung n = 3).

zugegebenes TCA Detektion mit Rami (ug/l) Detektion mit Hbab (ug/l)
1 g/l 1,48 + 0,07 1,36 + 0,36

10 pg/l 8,85+0,9 6,7+ 15

100 pg/l 956+ 11 103,6 + 13,04

Dabel gdlte sich heraus, dass der Hintergrund bei Well3- oder Rotweinproben sehr hoch ist.
Erg ab ener Vedinnungsstufe von 1:100 fiden die Proben in einen messbaren Bereich.
Tabele 11 zeigt, dass damit brauchbare Ergebnisse erzielt werden.

Mit dem mAk Hbab wurden auch Korkproben gemessen. Korkproben wurden wie folgt
vorbereitet. Ein  Gramm kleingehacksdter Kork, der ebenfdls sensorisch auf das
Nichtvorhandensaein von TCA Uberprift wurde, wurde 24 h ba Zimmertemperatur in 10ml
99 % Ethanol extrahiert. Dabel gdlte 9ch heraus, dass 10 ml Ethanol fast nicht ausreichten,
un 1 g Kork komplett aufzunehmen. Nach der Extraktion wurde der Ubergtand filtriert,
anchlieffend wurde TCA  zugesstzt. Es wurden  wiederum  unterschiedliche
Verdinnungsstufen angesetzt, die im ELISA bestimmt wurden. TCA-Standards und die zu
messenden  verdinnten  Korkextrakte und Weinproben wurden mit dem in Kap. 2.7.6
ewdhnten ELISA bestimmt. Korkextrakt ergab be ener 1:20 Verdinnung ene
Wiedefindung von 80 % des zugegebenen TCA. Be ene Verdinnung von 1:50 wurden
125 % des enthdtenen TCA wiedergefunden (Tab. 12). Korkextrakte wurden nicht weiter ds
1:50 verdinnt, da die Wiedefindung be diessr Verdinnung im Bereich des zugegebenen
TCA lag. Kork- und Waenproben wurden innerhdb enes ELISAs mit drefacher
Wiederholung gemessen. Die Standardabweichung des Mittedwertes dieser Dreifachmessung
lag zwischen 10 und 15 %.
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Tabelle 12: Wiederfindungsraten von zugesetztem TCA bel einer Messung von
Korkproben mit dem mAk Hbab.

Verdinnung Korkextrakt (Wiederfindung)
1:20 (4 pg/l) 80 %
1:50 (1 pg/l) 125 %

Bede mAk konnen zur Messung von Redproben engesetzt werden. Es i mdglich mit
beiden mAk Waenproben zu bestimmen. Mit dem mAk Hbab koénnen waterhin auch
Korkproben gemessen werden. Es wurde sovidl TCA dotiert, so dass sich der TCA-Gehalt der
Proben im Tesmittelpunkt der ELISAs befand. Dort i ene Messung am exaktesten
durchzuftihren.

3.7 Massenproduktion

Eine Massenproduktion des Hapten A-mAk konnte nicht durchgefihrt werden, da die
Zdllinie nach sechs Wochen keine mAk mehr hergelte. Be denen in den néchsen Kapiteln
charakteriserten mAk, handdt es sch um zwe verschiedene mAk. Der ene i aus ener
Immuniserung mit Hapten C hevorgegangen (Rami) und der andere durch ene
Immunisierung mit Hapten B (Hbab).

Zur Massenproduktion wurden die Zdllinien Rami und Hbab in groen Zdlkulturflaschen
(225 cn?) herangezogen. Es efolgte @ne einwichige Umsatdlung von Normamedium (NM)
auf serumfreies Medium (SFM). NM enthdt einen hohen Anteil an Proteinen (3,5-4,5 mg/ml)
(Marx, 1997), hauptséchlich BSA (60 %) und Rinder-1gG. Diese Proteine kénnen stdrend im
ELISA auftreten. Rinder-IgG kann durch Affinitéschromatograhie entfernt werden. Es |&sst
sch be enem pH-Wert von 8 von Protein A lésen (Peters und Baumgarten, 1990). Die
unterschiedlichen  1gG-Subklassen duieren erst b niedrigeren pH-Werten, beginnend mit
IgG1 zwischen 6-8 gefolgt von dlen anderen Subklassen bel pH-Werten unter 6 Seppéla et
al., 1983). Jedoch konkurrieren Rinder-IgG und Maus-lgG um die vorhandenen
Bindungsstellen am Protein A. Es kann weniger AntikOrper aufgereinigt werden, da ene
geringere Kgpazitée fur Maus-IgG am Proten A vorhanden ig, well Bindungspldize von
Rinder-1gG bdegt snd. Aus diesem Grund und um eventudle Verunreinigungen der
aufgereiniglen  mAk durch andere Proteine wie BSA  zu verhindern, wurde ene
Antikorpermassenproduktion in SFM  durchgeftihrt. Die Umstdlung von NM auf SFM war
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bei beiden massenproduzierten mAk unproblematisch. Es konnte auch ohne Adaptionsphase
aff SFM umgestelt werden. Mit und ohne Adaptionsphase wurde ein sehr  gutes
Zdlwachgum erzidt.

3.7.1 Massenproduktion von Hapten B-spezifischen monoklonalen Antikor pern

Die Massenproduktion des mAk Hbab wurde im Biofermenter Miniperm vollzogen. Alle
zwe bis dre Tage wurden mAk geerntet; die Zdlzahl wurde im Produktionsmodul bestimmt.
Durchschnittlich waren in jedem geernteten ml 0,2 mg mAk enthdten, und es wurde ene
maximae Zdlzahl von 6 x 10° Zéllen pro ml im Produktionsmodul erreicht (Tab. 9).

Tabelle 13: 20tagige M assenproduktion desmAk Hbab im Biofer menter Miniperm.

max. Zdlzahl pro ml 6x 10°

Zdlzahl insgesamt 2,1x 10°

max. 1gG-Konzentration / ml 0,2 mg

Gesamt-19G [mg] 10

Mediumverbrauchin | 1,75

3.7.2 Massenpr oduktion von Hapten C-spezifischen monoklonalen Antikor pern

Eine Massenproduktion des mAk Rami wurde im Biofermenter Miniperm  und im
Biofermenter CL 350 durchgefihrt. Ausreichende Zdlquantitééen wurden zu Beginn der
Kultur in die Fermenter gegeben. Alle zwe bis dre Tage efolgte eine Bestimmung der
Zdlzahl, und mAk wurden geerntet. Im Fermenter CL 350 wurden nach 17tagiger Kultur 5
mg 1gG hergestelt und eine maximade Zdldichte von 55 x 10° Zelen pro ml ereicht. Dies
bedeutete, im 15 ml umfassenden Produktionsmodul waren insgesamt 825 x 10’ Zdlen
enthdten. Im Minipermsystem wurden in 21tagiger Kultur 55 mg 1gG produziert. Die
maximae Zdldichte erdchte 7 x 10° Zelen pro ml. Dies waren insgesamt in 35 ml
beinhaltenden Produktionsmodul 2,45 x 108 Zdlen.

In Abbildung 27 und 28 werden die Zdlzahlentwicklung und die I1gG-Produktion der
Massenvermehrung des mAk Rami im Fermenter Miniperm und in CL 350 dargestdlt. In
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Tabelle 9 werden unterschiedliche Kulturdaten der Massenproduktion im Fermenter Cl 350
und im Miniperm nach 16tagiger Kulturdauer verglichen.
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Abbildung 27: Massenproduktion desmAk Rami im Biofermenter Miniperm.
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Abbildung 28: Massenproduktion desmAk Rami im Biofermenter Cl 350.
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Tabelle 14: Vergleich der Massenproduktion in Miniperm und Cl 350 nach 16 Tagen
Kulturdauer des mAk Rami.

Miniperm CL 350
max. Zdlzahl pro ml 4,2 x10° 5,5x 10°
ZdIzahl insgesamt 1,5x 10° 0,8x 10°
max. 1gG-Konzentration / ml 13mg 09mg
Gesamt-1gG [mg] 36 27
Mediumverbrauchin | 3,15 3,15

Der mAk Rami produzierte nach 21tégiger Kultur mehr 1gG ds der mAk Hbab in 20tégiger
Kultur bei fast identischer Zellzehl pro ml von 6 x 10° (Hbab) und 7 x 10° (Rami). Rami
liferte eine mit 55 mg Gesamt 1gG eine wesertlich grofiere 1gG-Ausbeute as der mAk Hbab
mit 10 mg Gesamt-1gG.

Die geernteten Zdlkulturlbersténde wurden entweder direkt aufgereinigt oder bis zur
endguiltigen Aufreinigung bel -20 °C gelagert.

3.7.3 Aufreinigung monoklonaler Antikor per

Die mAk wurden Uber Prosep A oder Protein A-Agarose aufgereinigt. Beide Verfahren
zeigten keine Unterschiede und zeigten keine ekennbaren Vor- oder Nachtelle. Die
Handhabung der beiden Vefahren war identisch. Den enzigen Unterschied machten die
eingessizten Puffer. Abbildung 29 zeigt den Aufreinigungsverlauf von ZKU aus NM und
SFM. De Verlauf der Aufreinigung von ZKU aus NM zeigt drei Ausschlizge (Pesks). Der
ese Ausschlag ist auf Proteine des NM  zurtickzufthren, die nicht von Protein A gebunden
werden. Der zweite Ausschlag wurde durch Rinder-1gG hervorgerufen, das mit einem anderen
Puffer gleichen pH-Wertes duiet wurde, und der dritte Ausschlag wurde durch das
gewlnschte Maus-1gG hervorgerufen.

Der Aufreinigungsverlauf von ZKU aus SFM zeigt nur zwel Ausschidge, den ersten durch

nicht an Protein A bindende ZKU-Proteine und den zweiten durch Maus-1gG. Es fehlt der
Ausschlag durch Rinder-1gG, dasin SFM nicht vorhanden ist.
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Abbildung 29: Photometrische Bestimmung des Proteingehaltes wahrend der

Aufreinigung von Zdlkultur Uber stand aus serumfreien Medium (a)

und Normalmedium (b).

Die Reinhet der aufgereinigten mAk wurde durch eine SDS-Elektrophorese bestimmt. Dabel
werden unterschiedliche Proteine ihrer Grole nach aufgetrennt. Es wurden aufgereinigter
mAK Rami und Hbab aufgetragen. Abbildung 30 zeigt das Ergebnis dieser Elektrophorese. Es
snd nur zwel Banden bel knapp Uber 150.000 Da zu erkennen, die auf 1gG (Grofe 146.000
Da) zurickzufihren sind (Brock et al., 1994, Alberts et al., 1999). Es liegen keine weiteren

Proteine in den aufgereinigten Chargen vor. Hankiert snd beide mAk von einem Marker.
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Rami Hbab

150 kDa

15kDa

Abbildung 30: SDS-Gd mit dem mAk Rami und Hbab.

Die aufgereingten mAk Antikorper wurden anschlieRend lyophilisert und be -20 °C gelagert.
Bel Bedaf wurden se in H,O dest. resuspendiert, da se bereits mit Puffer gefriergetrocknet
wurden.
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IV Diskussion

TCA gehdrt zu den Anisolen. Im Gegensatz zu anderen Alkylphenylethern, die tellweise
enen angenehmen Geruch bestzen (Beyer und Water, 1988), bewirkt TCA ene negative
geschmeckliche Beanflussung und einen muffigen Geruch. Ein Ursorung von TCA ig die
mikrobidle Umsetzung von 24,6-Trichlorphenol, fur die hauptsichlich PFilze verantwortlich
snd. Filze, die von der Rinde der Korkeiche und wédhrend der Herstdlung der Korken aus
Luftproben der Fabriken isoliet wurden, gehdren hauptsichlich zu den  Gattungen
Penicillium, Cladosporium, Paecilomyces, Aspergillus, Aphanocladium, Mucor, Monilia und
Trichoderma (Lee und Smpson, 1993; Danesh et al., 1997). Es wurde eine Vidzahl von Ak
gegen verschiedenge PRlzmetabolite und Pflanzenschutzmittd  hergestdlt  (Pestka,  1988;
Maragos und McCormick, 2000), jedoch nicht gegen TCA.

Zid diesr Arbait war ess mAk gegen TCA zu gewinnen und damit ELISAs zur Erkennung
von TCA zu entwickeln. Die ELISAs sollten eine Nachweisgrenze fir TCA liefern, die unter
250 ng/l TCA liegt.

4.1 Immunkonjugate und Immunisierung

TCA ig aufgrund seiner Grofe von 212 Da nicht oder nur in Ausnehmefdlen in der Lage,
ene Immunantwort zu induzieren. Deshdb musde es an en Tréagemolekll gekoppelt
werden. Es standen BSA und Hamocyanin zur Verfigung. Hamocyanin wurde ausgewahit, da
es ds Chromopeptid einer Wasserngpfschnecke stark immunogen  wirkt. Grund  dieser
Immunogenitét i wahrscheinlich der groRe Unterschied der  Atmungspigmente  von
Weichtieren zu Sdugetierproteinen (Goding, 1996). Hamocyanin kann im Gegensatz zu BSA
mehr Heptene binden, da es Uber ene wesentlich grolere Anzahl freer Lysnreste zur
Kopplung verfigt. Es sollen mehrere Haptene an ein Tragerprotein gebunden werden, um
ene Immunantwort auszulésen (Roitt , 1995). Es gibt jedoch keine einhetliche Meinung Uber
die notwendigen Kopplungsraten. Erlanger (1980) ezidte mit 8-25 Haptenen je BSA-
Molekil eine gute Immunantwort. Giersch (1993b) koppelte 685-2.800 Haptene an
Hamocyanin. In enem anderen Fal wurden Kopplungsraten von 800-1.000 ezidt
(Rittenburg und Amkraut, 1966). Marx (1997) erreichte eine Hapten-Hamocyanindichte von
4-43. Einen guten Immuniserungserfolg erzidten Wittmann und  Hock (1989) durch
anfangliche  Impfungen mit  Immunkonjugaten  geringer  Haptendichte,  gefolgt  von
Immuniserungen  mit  Immunkonjugaten  hoher  Haptendichte.  Bel  den  gemessenen
Konjugaten delte dch ene Haptendichte zwischen 300 und 15.000 heraus. Die grof3e
Differenz zwischen diesen zwel Waerten liegt an der Heterogenitét von Hamocyanin. Durch
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Verklumpungen von Proteinuntereinheiten kann das Molekulargewicht von Hamocyanin von
4 x 10° bis 1,4 x 10" vaiieren (Holde und Bruggen, 1971). In anderen Untersuchungen wurde
beobachtet, dass Immunkonjugete mit einer hohen Haptendichte ene starke Immunantwort

aud 6sen kénnen (Marx, 1997).

TCA wurde an Hamocyanin durch die Carbodiimid-Kopplung gebunden. Dazu musste zuerst
eine Caboxylgruppe, die mit den Lysnresten des Atmungspigments reagieren kann, an den
Benzolring des TCA angefligt werden. Dazu standen mehrere Podtionen zur Verfligung. Die
Carboxylgruppe wurde am Ende enes Abstandshdters (Spacer) angeheftet, der aus ener
Kohlengtoffkette bestand. Dieser Abgandshdter soll mindestens vier Kohlenstoffatome lang
sin, um die Bildung von Antikdrpern gegen das Hapten zu ermdglichen (Campbel, 1991).
Befindet sch das Hapten zu nah am Trégerprotein, kann es von dessen Doménen umwolbt
werden. Dadurch konnen Antikorper entstehen, die nicht direkt gegen die Struktur des
Haptens gerichtet snd. Der Einsatiz von Spacern ha dch in viden Fdlen zur Herstelung
mAKk bewdhrt. Jede Anflgung enes Spacers fihrt zu ener anderen chemischen und
rd&umlichen Struktur. Das entsandene Hapten muss nicht mehr exakt dem TCA gleichen. Die
entsandenen MAK konnen bespielsveise gegen das Hapten und nicht gegen TCA gerichtet
sn. Es wurden Bab/c Mause mit Hapten A, B- und GKonjugaten immunigert. Ba Hapten
A igt der Spacer am C3-Atom des Benzolringes angebracht, bei Hapten B am C1-Atom und
bel Hapten C am C4-Atom. Die dreé Haptene zeigten dem Immunsystem jewells eine andere
chemische Struktur. Bel Hapten B wurde Trichlorphenol, bei Hapten A Trichoranisol und be
Hapten C Dichloranisol présentiert. Diese verschiedenen chemischen Gruppen snd be der
spéteren Betrachtung der Kreuzresktivitéten zu beechten. Auf dle Haptene reagierten die
Immunsysteme der Méause mit ene Immunantwort. Da, wie bereits erwdhnt, Hamocyanin
keine enheitliche Grole bestzt, wurde der Kopplungsarfolg von Hamocyanin Hapten A- und
Hapten C-Konjugaten durch Chlorandyse bestimmt. Der Kopplungserfolg von Hamocyanin
Hapten B-Konjugaten wurde indirekt durch den Immuniserungsaerfolg belegt.

Zur Steigerung der immunogenen Wirkung von Konjugaten werden Adjuvantien eingesetzt.
Be dem verwendteten Adjuvans handelte es sch um das 1937 von Freund et al. entwickelte
Adjuvans. Diesss Adjuvans gibt es in zwe Darechungdformen: Einmd ds komplettes
Adjuvans, bestehend aus Minerddl, einem Emulgator und abgetbtetem Mycobacterium
tuberculosis sowie as unkomplettes Adjuvans, dem die abgetéteten Bakterien fehlen. Mit der
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Vewendung von komplettem Freunds Adjuvans zur Ersimpfung und nicht komplettem
Freunds Adjuvans fir dle darauffolgenden Immuniserungen wurden besonders gute
Resultate erzidt (Hu et al., 1989). Die Adjuvantien wurden zur Immuniserung zu glechen
Teilen mit gdostem Immunkonjugat gemischt und es wurde eéne ,Wassr in Ol Emulsion’
hergestdlt (Hurn und Chantler, 1980). Die Wirkung von unkomplettem Freunds Adjuvans
beruht auf seinem Depoteffekt. Es ermdglicht eine langsame Abgabe des Immunkonjugates.
Die in der kompletten Form benhdtenden Mycobakterien fihren zu ener Aktivierung der
Makrophagen und der T-Hdfe-Zdlen und zu ener unspezifischen Produktion wvon
Immunglobulinen.  Allgemein wird das Immunsysem d<imuliet. Auch in der  kompletten
Form besitzt Freunds Adjuvans ene Depotwirkung.

Neben Freunds Adjuvans gibt es noch ene Rehe weterer Adjuvantien, wie zB.
Aluminiumhydroxid. Eine Zugabe von abgettteten Bakterien (Bordetella pertussis) zum
Aluminiumhydroxid fuhrt zur Stegerung der Immunatwort. Dieses Adjuvans fuhrte jedoch
in viden Fdlen zu eng geingaen Immunantwort ads Immuniserungen mit  Freunds
Adjuvans (Ehrhardt et al., 1991; Giersch, 1993 b).

Ein grol¥r Nachtell von Freunds Adjuvans sind die auftretenden Nebenwirkungen. So kann es
zu Entzindungen, Fieber und sogar zu Mydomen kommen (Peters und Baumgarten, 1990;
Classen et al.,, 1992). Auch be den zur Ergelung dieser Arbeat durchgefihrten
Immuniserungen wurde bel den geimpften M&usen ene fiebrige Resktion beobachtet, die
einige Stunden anhidt. Es wurden darauffolgend keine weiteren Nebenwirkungen bemerkt.

Nicht nur die Art der Immunkonjugate und des Adjuvans bestimmt die Quditéa und Affinitét
der mAk, sondern auch die Dauer der Immuniserung ist en entscheidender Faktor. Jede
Maus bestzt ein begrenztes Repertoire an Antikdrpern. Dieses Repertoire it verantwortlich
fur die Affinitdten der mAk. Jedoch kommt es im Velauf ener Immuniserungsphase be
angeregten B-Zdlen zu somatischen Mutationen der Gene, die die varigblen Bereiche der Ak
codieren. Dadurch konnen Ak entstehen, die dch in ihrer Spezifitdt und Affinitd von den
urspringlich vorhanden Ak unterscheiden (Allen et al., 1988; Weinand, 1990). Wird Uber
gnen langeren Zetraum immuniset, werden vor dlem die B-Zdlen zur Tellung angeregt,
die berets hochaffine Ak hergdlen. Mutation und Sdektion flhren zu der sogenannten
Affinitésreifung (Manser, 1990; Goding; 1996).
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Nach der Festlegung der Immunkonjugate, der Immuniserungsdauer und der Adjuvantien
wurde die Immuniserungsat und die Blutabnahme bestimmt. Die Immuniserungen wurden
intrgperitoneal  durchgefiinrt. Diese Art der Immuniserung wurde ener intravendsen Impfung
vorgezogen, da die Gefahr eines angphylaktischen Schocks und einer Embolie be ener
intraventsen Injektion wesentlich grof}er is (Halow und Lane, 1988). Eine intraperitoneae
Impfung ig aulBerdem wesentlich leichter ds ene intravendse Injektion durchzufhren.
Polyklonde Mausantissren wurden zur Uberprifung des Immunisierungserfolges  gewonnen.
Blut wurde aus der Schwanzvene entnommen. Andere Entnahmemdglichkeiten, wie z.B. ene
Punktion im Auge, snd indiskutabe. Es wurde jewels ausreichend Blut gewonnen, um
mehrere ELISAs durchzufthren. Allgemein zeigten die Mausantiseren eine sehr sarke TCA-
soezifische Resktion. Auch Immunkonjugatkopplungen, die nicht mit ener Chlorandyse
Uberprift ~ wurden, waren  efolgreich.  Nach  Beendigung der  efolgreichen
Immunis erungsphasen schlossen sich Zdlfusion und -kultur an.

4.2 Fuson und Zdlkultur

Zur Hegdlung mAk missen B-Zdlen mit Mydomzdlen, Krebszdlen des Immunsystems,
fusoniert werden. mAKk konnen grundsdizlich von den meisten Tierarten gewonnen werden.
In den megen Fdlen werden murine mAk hergestdlt. Es wurden jedoch auch schon von
Kaninchen mAk produziert (Liguori et al., 2001). Einzige Bedingung ist es dass zur Fusion
Myedomzdlen der gleichen Tierat zur Verfligung sehen. Die zur Fuson enthommenen B-
Zdlen misen gch in der Proliferstion zu Plasmazellen befinden, denn nur diese Zdlen
sezernieren Antikorper. Dies wird durch Immuniserungen hoher Immunkonjugatdosen ohne
Adjuvans an jewalls vier bis funf Tagen vor der Fuson erecht (S&hli et al., 1980). Deshab

wurde 4 Tage vor jeder Fuson mit Immunisierungen im Abstand von einem Tag begonnen.

Be den Spenderméusen handdte es sch um Bab/c Méause. Die verwendeten Myeomzellen
gehdrten zur Zdllinie PAI-Bs Ag8l. Diee Zdllinie ig en Abkdmmling der Zdllinie
P3X63Ag8.653, die von Balb/c-Mausen gewonnen wurde. Sie zeichnet sSch durch ein stabiles
Wachsum auch unter Stressbedingungen und durch hohe Fusionsraten aus (Stocker et al.,
1982; Giersch, 1993 b). Eine weitere Bedingung fur die Herstdlung mAK ist es, dass die zur
Fuson berdtgehenden Mydomzdlen sdbst keine Antikorper hergtdlen und Uber enen
genetischen Defekt verfiigen, der ihnen kein Uberleben in énem Sdektionsmedium erlaubt.
Die Zdllinie PAI-Bsz Ag8l verfugt Uber die soeben erwdhnten Eigenschaften und eignet sich
deshab ided zur Zdlfuson.
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Dieses Sdektionsmedium kann aus HAT (Hypoxanthin, Aminopterin und Thymin) oder aus
HAZ (Hypoxanthin und Azaserin) bestehen. HAZ-Medium bestzt den Vortel, dass es
lichtstebiler und langer lagerbar ds HAT-Medium ist (Peters und Baumgarten, 1990). Aus
diesen Grinden wurde HAZ-Medium zur Sdektion be dlen Fusonen eingesetzt. Aul¥erdem
ig HAZ im Vergleich zu HAT in ener wesentlich geringeren Dosis wirksam.

Zur Vorberatung der Zdlfuson wurden die B-Lymphozyten aus der Milz der Spendermause
entnommen. Diese B-Zdlen wurden nach dem Entfernen aus der Milz nicht gezéhlt. Eine
Zahlung hétte enen unwiederbringbaren Verlug von B-Zdlen mit Sch gebracht. Es hétten die
B-Lymphozyten zur Z&lung entnommen werden konnen, die die gpezifischen mAKk
produzieren. Eine Milz enthdt ca 10° B-Lymphozyten pro Milz. Diese Quantit&t von B-
Lymphozyten wurde zu den abgezdhlten Mydomzellen (5 x 10°) gegeben und fusioniert.
Anschlieliend wurden 30 % der Fuson auf vier 96er Klonplatten ausgesdt. Die verbliebenen
70 % wurden zur spéteren Aussaat eingefroren. Wéren 100 % der Fusion ausgesdt worden,
wéare es fir ene einzene Person nicht mehr mdglich gewesen, die Arbeit zu verrichten. Mit
30% Aussaat wurde en Kompromiss zwischen genigender Aussaatmenge und zu
verrichtender Arbeit geschlossen.

Nach der Fuson und vor dem ersen Mediumswvechsed war es nicht moglich, die Anzahl
wachsender Hybridome in den Aussaatplatten zu bestimmen. Der erste Mediumswechse
erfolgte nach finf bis seben Tagen. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich aber auch noch ncht
fusoniete Mydomzdlen in den Kavitéen der Aussaatplaiten. Se wéaren be ener Zéhlung
mit bertickschtigt geworden und héiten die Fusonsrate stark zum Postiven verfdscht. Nach
Beendigung der HAZ-Sdektion war auch keine Bestimmung enzener gewachsener Klone
durch die vorherigen Mediumswvechsd mehr moglich. Ein Mediumswechsd  fihrt zu e@nem
Aufwirben von enzenen Zdlhaufen. Es bilden sch mehrere Zdlhaufen dersdben Zdllinie
Auch dies hétte die Fusonsrate zu stark nach oben geschraubt. Bel anderen Arbeiten zur
Herstellung mAk wurden Fusionsraten von ca 6 x 10° Zdlen erdcht (Giersch und Hock
1990; Marx, 1997). Dies bedeutet, dass etwa jede 17.000ste Zelle eine Fusion einging. Die
Fusonsraten be dieser Arbeit werden durch Verwendung dersdben Fusonsverfahren in
diesem Bereich gelegen haben. Be den einzenen Fusionen waren 60-80 % aler Kavitédten
bewachsen. Es wurden vier podtive Zdllinien entdeckt, von denen drei néher charakterisert
wurden. Die Anzahl der bewachsenen Kavitéen ig abhangig von der Dichte der Aussadt.
30 % einer Fuson wurden jewells auf vier 96er Klonplatten ausgesét. Pullen und Hock (1995)
konnten aus zwel Fusonen 3 Klone gewinnen. Schlgppi et al. (1990) etablierte zwei Klone
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aus zwel Fusonen. Es gdlte sch heraus, dass kurz nach jeder Fuson mehrere Klone mit
TCA reggierten. Die Anzahl dieser postiven Klone nahm jedoch mit fortlaufender Zdlkultur
ab. Klone konnen nach eniger Zeit die Herstellung mAk eingellen.

Ein entscheidender Faktor einer Fuson ist das verwendete Fusogen. Fur eine Fuson stehen
mehrere Fusogene zur Auswahl. Zur Hergdlung der erssen mAk wurde en inaktivierter
Sendalvirus eingesatzt (Kohler und Milgtein, 1975). Eine moderne Fusonsmethode ist die
Elektrofuson. Heute wird aber auch héaufig PEG verwendet, da es einfach in der Handhabung
ig und hohere Fudongaen emdglichtt Es gbt PEG mit  unterschiedlichen
Molekulargewichten. Allgemein hat sch PEG mit enem Molekulargwicht zwischen 1.500
und 6.000 fur erfolgreiche Fusonen empfohlen (Fazekas de St. Groth und Scheidegger, 1980;
Gani et al., 1998). In den durchgefihrten Fusionen wurde PEG 1500 eingesetzt, das gute

Fusionen ermdglichte.

4.3 Screening und Klonierung

Nach der Ausssat der Fusionsprodukte wurde der ZKU auf das Vorhandensein TCA-
spezifischer  mAK  untersucht  (Screening). Dieses Vefaren <oll  dem  spédteren
Vewendungszweck der mAk sehr nahe kommen. Deshdb wurde zum Screening en
kompetitiver ELISA verwendet, auf den auch be der spdteren Testentwicklung das
Hauptaugenmerk gedlegt wurde. Die Kavitéten, die in diesem Screening Uber enen langeren
Zatraum ene TCA-sezifische Resktion zeigten, wurden anschlief?end  kloniert.  Zur
Klonierung wurden Einzezdlablage und Endpunktverdinnung eingesetzt, wobel im Spéteren
Verlauf nur noch die Einzdzdlablage zum Einstz kam. Allgemein kan ene Zdllinie ds
monoklonal angeschen werden, wenn de en- bis zwemd efolgreich kloniet worden it
(Peters und Baumgarten, 1990). Be der Endpunktverdinnung wird ene Zelsuspenson
hergestdlt, bel deren Aussaat ddtidisch eine Zele in ene Kavitdt der Aussaatplatte geangt.
Durch Zdlverklumpungen kann jedoch mehr ds ene Zdle in ene Kavitd gdangen
(Campbell, 1984). Ein Nachteil der Endpunktverdiinnung ist, dass direkt nach der Aussaat
keine mikroskopische Kontrolle der ausgesiten Zdlzahl efolgen kann. Diese mikroskopische
Uberpriifung kann bei der Einzelzdlablage durchgefiihrt werden. Es werden Zdlen in kleinen
Tropfen in die Kavitden gdegt, und anschliend wird die Zdlzahl pro Kavité
mikroskopisch bestimmt. Befand dSch genau ene Zdle in der Kavitd, aus der der
antikorperherstellende Klon hervorgegangen ist, so kann man von Monoklonditét ausgehen.
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Durch die mikroskopische Bestimmung der Zdlzahl kann auf enige Reklonierungen
verzichtet werden. Nach ene einzigen Klonierung kann man von Monoklondité ausgehen,
wenn sch nur eine Zdle in der Kavitét befand. Leider ist es jedoch der Fall, dass nach Ablage
enzdner Zdlen dch diese Zdlen trotz Zugabe von Wachsdumdfaktoren nicht welter
vermehren lassen und zu Grunde gehen. In diesem Fdl muss be ene  erneuten
Einzelzdlablage die Aussaatdichte bis auf 10 Zdlen pro Kavitdé erhoht werden, um

wachsende Klone zu erhdten.

4.4 Monoklonaler Antikorper gegen Hapten A

Die monoklonde Zdllinie, die nach ener Immuniserung gegen Hapten A identifiziert wurde,
zeigte nach sechs Wochen keine TCA-spezifische Resktion mehr.  Hochstwahrscheinlich
ddlte diese Zdllinie die Produktion von Antikorpern aufgrund genetischer Ingtabilitét en.
Hybridomzellen erhdten durch die Fuson enen tetrgploiden Chromosomensatiz (Baron,
1987). In den darauffolgenden Zdlteillungen kdnnen Gene entfernt werden. Darunter konnen
auch die Gene fdlen, die fiur die Antikdrperproduktion verantwortlich sind. Diese Zellen snd
daon nicht mehr in der Lage Antikorper zu produzieren und  sezernieren.
Hochgwahrschenlich  wird diese Zdllinie aufgrund diessr Tasache kene mAk  mehr
hergestelIt haben.

4.5 M assenproduktion monoklonaler Antikor per

Eine Massenproduktion mAk kann in unterschiedlichen  Zdlkultursysemen  durchgeftihrt
werden. Eine andere Moglichkeit der Massenproduktion ist die Aszitesvermehrung in der
Bauchhthle von Méusen. Diese Art der Massenproduktion ist in Deutschland verboten, aber
noch in den Veranigten Saaten und in Japan Praxis. Der mAk Rami wurde in dem Fermenter
Miniperm und in dem Fermenter CL 350 vermehrt. Belde Systeme wurden ausgewdhlt, da se
eine kogenginstige Moglichket fir eine Massenproduktion bieten. Der mAk Rami erechte
im Minipem dne maximde Zeldichte von 7,2 x 10° Zdlen pro ml und d@ne maximde
Antikorperkonzentration von 1,3 mg/ml Erntevolumen. Giersch und Schdpermeier (1998)
ezidten mit dre Hybridomzdllinien, die Ak gegen Triazine heddlten, maximde
AntikOrperkonzentrationen zwischen 08 und 2 mg/ml Emtevolumen und €ne maximae
Zdldichte von 8 x 10° bis 1,2 x 10’ pro ml. Die Antikdrperkonzentrationen und die
Zdldichten vaiieten von Zdllinie zu Zdllinie Fakenberg et al. (1993) untersuchten 24
verschiedene Hybridomezdllinien im Miniperm. Es wurden maximae mAK-Konzentrationen
von 024 bis 59 mg/ml Erntevolumen ereicht. Marx et al. (2000) ernteten maxima 0,2
mg/ml enes mAk gegen Vitdlogenin. Die Ausbeute des mAk Hbab war mit 02 mg/ml
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wesentlich geringer ds die des mAk Rami. 0,2 mg/ml Sellen aber keine Ausnahme dar und
liegen in den oben erwdhnten Bereichen. In dem Fermenter CL 350 konnte in einer 16tégigen
Kultur dne maximde Zdlzgh wvon 55 x 10° pro m und dne maximde
Antikorperkonzentration von 0,9 mg/ml Ermntevolumen erzidt werden. Jackson et al. (1999)
ernteten maxima 1,5 mg/ml mAk aus dem Fermenter CL 350.

Im Minipermsysem g inggesamt eine grofdere Zdlzahl und Ak-Menge aufgrund des
grolReren Produktionsvolumen vorhanden. Beide Systeme verbrauchen die gleiche Menge an
SFM. Allgemean ig aufgefdlen, dass im Miniperm en Sérkeres Zdlwachdum festzugdlen
war. Be jeder Ernte wurden aus beiden Systemen neben den mAk auch Hybridomzedlen
entfernt. Diese wurden in den Fermenter CL 350 resuspendiert. Ins Miniperm wurden die
entfernten  Zdlen nicht  zuriickgegeben. Die dadurch aufgetretenen Zdlverluse wurden im
Miniperm innerhab kirzester Zeit wettgemacht.

Beide Systeme besitzen einen groen Vorteil, der spitere Arbeiten mit den ZKU vereinfacht.
Durch die Untertellung in @n grof3es Versorgungs- und en kleines Produktionsmodul it eine
sodtere  Aufkonzentrierung des ZKU nicht nétig. Der bereits konzentriete ZKU kann in
relativ kurzer Zeit aufgereinigt werden.

4.6 Aufreinigung monoklonaler Antikor per

Nachdem die mAk in ausechenden Mengen hergestelt worden snd, wurden ge
aufgereinigt. Der spédtere Verwendungszweck bestimmt die Reinheit des mAk. So ist z.B. fir
ene Immunaffinitdtschromatographie  die  absolute  Reinhet des mAk  unabdingbar.
Grundsitzlich is ein ELISA mit nicht gereinigten ZKU durchfiihrbar. Mehrere  Griinde
sorechen jedoch fur die Aufreinigung. So lassen sch aufgereinigte mAk standardiseren und
wesentlich besser lagern. Im ZKU kommen Proteasen vor, die die mAk zerstéren konnen.
Diese Proteasen werden durch die Aufreinigung entfernt.
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Zur Aufreinigung mAk konnen verschiedene Vefahren eingesstzt werden. Die ba dieser
Arbeit gewonnenen mAK wurden Uber Protein A aufgerenigt. Protein A bedtzt gute
Bindungseigenscheften fir Maus-1gG (Roche, Herstellerangabe). Es wurden sowohl mAKk aus
NM ds auch aus SFM aufgereinigt. Es gdlte kein Problem dar, Rinder-1gG, das in NM
vorkommt, von dem gewinschten Maus-1gG zu trennen. Rinder-1gG duiert be enem pH-
Wert von 8, der mAk Rami und Hbab (IgG2a und 1gG2b) zwischen pH 3,5 und 6 (Peters und
Baumgarten, 1990). Protein A bietet ene praktische und zuverlassige Moglichkeit der
Aufreinigung mAk. Probleme der Bindung an Protein A treten nur bel Antikorpern der Klasse
IgGl auf. IgGLl lasst dch bae enem pH-Wert von 8 schlecht an Protein A binden. Dieses
Problem kann jedoch durch hohere pH-Werte diminiet werden (Juarez-Sdinas und Oitt,
1985).

Andere Mdoglichkeiten der 1gG-Aufreinigung bigten die Ammoniumaulfafdlung und Protein
G-Aufreinigung (Akersrom et al., 1985). Protein G bedtzt im Gegensatz zu Protein A
wesentlich bessere Bindungse genschaften fir Antikorper der Klasse 1gGL.

Aufgareinigte  mAk wurden lyophiliset und be -20 °C gdaget. Rekondituierte
Antikorperchargen, die ba 4 °C geaget wurden, zeigten nach enigen Wochen enen
Aktivitasverlust, der auf mikrobidle Kontamination zurlickgeftihrt wurde. Antikorperchargen
wurden nach einmdigem Auftauen nach Moglichket nicht wieder eingefroren, da be jedem
Einfriervorgang Anteile der Proteine zerstort werden. Nicht aufgereinigter ZKU wurde sofort
be -20 °C engefroren, um die eben ewdhnten mikrobidlen Kontaminationen und die
Aktivitdt von Proteasen zu vermeiden. Nach dieser Lagerung wurden keine Aktivitétsverluste
beobachtet. Da eine Lagerung be -20 °C dattfand und kein Aktivitdtsverlust zu beobachten
war, wurde auf den Einsatz von Proteasainhibitoren verzichtet. Protessen werden von fast
dlen Zdlen hergestellt und kommen somit auch in der Kultur von Hybridomazellen vor.

4.7 Char akterisierung monoklonaler Antikor per

Nach efolgreicher Zdlkultur und Aufreinigung der mAk efolgte ene Charakteriserung der
mAK Rami und Hbab. Eine Charakteriserung schafft die Voraussetzung fir die Verwendung
des mAKk. Die drei wesentlichen Punkte der Charakteriserung waren die Testentwicklung, die
Kreuzregktivitdten und die Probenmessung. Es wurden nur kompetitive ELISA  entwickdlt.
Zur Entwicklung enes nicht kompetitven ELISAs hdte TCA in verschiedenen
Konzentrationen an die Mikrotiterplatte gebunden werden miissen. Da TCA aber nicht direkt
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an ene Polystyroloberfliche gekoppet werden kann, hétten Beschichtungskonjugate mit
verschiedenen TCA-Konzentrationen oder Verdinnungen ener Stammlésung  hergestdlt
werden missen. Durch die bereits festgelegten Konzentrationen hétte keine Probenmessung
mit enem solchen nicht kompstitiven ELISA efolgen konnen. Auch wéae der Aufwand zur
Hesdlung vider unteschiedlicher  Beschichtungskonjugate  unverhdtnismddg  hoch
gewesen. Theoretisch konnen nicht  kompetitive ELISA jedoch die Madoglichkeit ener
Sensvitésverbesserung im Verglech zu kompetitiven ELISA  ermdglichen  (Tijssen, 1985;
Hock, 1993).

Es wurden zwe unterschiedliche mAk gewonnen, mit denen dre verschiedene ELISAS
entwickelt wurden. Ein ELISA wurde mit dem mAKk Hbab und zwel ELISAs mit dem mAKk
Rami  entwickdt, wobel en ELISA mit enem Sreptavidin-Biotin Vergérkersysem
durchgefihrt wurde. Alle dre ELISAs bewdhrten dch und ligferten ene sehr  gute
Nachweisgrenze fir TCA. Zur Visudiseung der  AntikOrperresktion  wurde
Meerrettichperoxidase eingesetzt. Sie bedtzt mit 4500 U/mg im Vergleich zu den anderen
gebrauchlichen Markierungen wie dkdische Phosgphatase mit 1000U/mg  und (3
Gdactosdase mit 600 U/mg die héchste spezifische Aktivitdt (Porsmann und Kiessig, 1992)
und ist deshab ided fir einen ELISA gedignet.

Der TCA-ELISA mit dem mAk Rami ligfete enen Tesmittepunkt von 4 pg/l und ene
Nachweisgrenze fur TCA von 0,13 pg/l. Feng et al. (1990) entwickelten einen ELISA fir
Alechlor, der ene minimde Konzentration von 0,2 pg/l von diesen Anaylten erkannte.
Moreno et al. (2001) entwarfen einen ELISA mit mAk gegen Carbofuran, ein bedeutendes
Insektizid, mit enem Tesgmittdpunkt von 0,74 pgl. Generdl gibt es ene Vidzahl von
unterschiedlichen  Antikbrpern  gegen  Pflanzenschutzmittel und  Pilzmetabolite. So  erzeugten
Wittmann und Hock (1989) ein polyklonaes Kaninchenantissrum gegen Triazine, das einen
Tesmittepunkt von 0,02 pg/l lieferte. Der mAk Rami erkannte ohne Verstérkersysem eine
minimale TCA-Konzentration von 0,13 pg/l TCA. Ein Zid diesr Arbeit war es enen ELISA
mit ener Nachweisgrenze unter 0,25 pg/l TCA zu entwicken. Der mit dem mAk Rami
durchgefiihrte ELISA erkannte das geforderte Minimum von TCA problemlos und konnte die
Zidsstzung erfillen.

Tell der Tedentwicklung war es das optimde Resgenz zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen im ELISA zu ermitteln. Es wurden EL|ISA-Patten genutzt, an die Proteine
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sehr gut binden konnen (Grener, Hergtdlerangabe). Deshdb sollte durch ene Blockierung
ene Bindung des TCA-spezifischen mAk an die Patte verhindet werden. Als bestes
Blockierungamittel fir den mAk Rami hat dch Gdatine herausgestdlt, die ein geringes
Hintergrundrauschen, aso eine geringe unspezifische Bindung des mAk Rami verursachte.

Mit dem mAk Hbab wurde ebenfdls ein kompetitiver ELISA entwicket. Es wurden dieselben
Testparameter (Konzentration der Beschichtungskonjugete, Blockierungsmittel,
Antikorperkonzentrationen) wie bel der EL1SA-Entwicklung mit dem mAk Rami Uberprift.

Es wurden unterschiedliche Blockierungsmittd getestet. Es wurde ebenfals das
Blockierungamittel gesucht, das am besten eine unspezifische Bindung der mAk an der
Oberflache der Mikrotiterplatte verhindert. Als bestes Blockierungsmitted fir den TCA-
ELISA mit dem mAk Hbab gdlte sch OVA heraus. Gdatine, die sch ds optimaes
Blockierungsreagenz fir den TCA-ELISA mit dem mAk Rami bewdhrte, hette in diesem Fdl
nicht dieselben pogtiven Eigenschaften.

Der Blockierungsschritt mit OVA fuhrte zu dem beschriebenen optimierten TCA-ELISA mit
dem mAk Hbab. De optimiete TCA-ELISA mit dem mAk Hbab erechte ene
Nachweisgrenze von 10 ng/l TCA. 10 ng/l liegen in der sensorischen Nachweisgrenze fir
TCA. Jedoch liegt die Nachweisgrenze mit 10 ng/l weit unter der be der Zidsetzung
festgelegten Nachweisgrenze von 0,25 pg/l. Der mAk Hbab erkannte problemlos geringere
TCA-Konzentrationen ds erforderlich. Aufgrund der sehr exzdlenten Erkennung von TCA
und der Erflllung der Anforderungen wurde auf weltere Verstérkersysteme verzichtet. Jedoch
kann jederzeit ein Verddrkersysem zum Einsatz kommen, das die Nachweisgrenze noch

weiter senken kann.

Die Nachweisgrenze des mAk Hbab von TCA mit 10 ng/l ist besser ds die Nachweisgrenze
des mAKk Rami mit enem Verddrkersysem von 20 ng/l. Bede mAKk ligfern eine sehr gute
Nachweisgrenze fur TCA. Gdve et al. (2000) erzidten mit pAk gegen Trichlorphenol ene
Nachweisgrenze von 0,2 pg/l. Mit anderen pAk wurden minimale Konzentrationen von 0,06
ug/l Metolachlor detektiert (Casino et al., 2001). Rosso et al. (1999) ezidten mit einem
ELISA gegen Bendaxyl, einem Fungizid, ene Nachwe sgrenze von 0,13 pg/l.
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Der TCA-ELISA mit dem mAk Rami eflllte mit einer Nachwesgrenze von 0,13 pg/l die
geforderte Nachweisgrerze von 0,25 pg/l TCA. Zur weteren Senkung der Nachwe sgrenze
wurde ein Versarkersysem eingefihrt. Es gibt unterschiedliche Verstérkersysteme. Bel dem
CARD-Sysem  werden  bictiniliete  phenolische Verbindungen mit  POD  und
Wassrdtoffperoxid umgesetzt. Eine wetere Moglichkeit der Sysemverstarkung  bieten
Enzymkaskaden. In diesr Arbeit fand en Streptavidin-Biotin-System Einsaiz. Be diesam
Sysem koénnen mehr POD-Molekile pro gebundenem Ak umgesetzt werden ads be dem
Einsstz von enem enfach mit POD-markierten Sekunddrantikorper. Dies kann zu ener
Seigaung der Empfindlichkeit des ELISAs fihren (Shamsuddin und Harris, 1983;
Diamandis und Christopoulos, 1991). Es wurde ein bereits gekoppedter Streptavidin-POD-
Komplex verwendet. Dieser wurde aus zwe Grinden ener Vorinkubaion von freiem
Streptavidin mit Biotin-POD vorgezogen. Der erste Grund war, dass Streptavidin nach einer
Woche in Lésung sane Bindungsfahigkeiten fir BiotinnPOD verlor. Nach diesem Zeitpunkt
waren kene Absorptionen im ELISA mehr messbar. Unter Verwendung von neuem
Streptavidin - be  gleichem  BiotinnPOD  waren jedoch wieder normae Absorptionen
detektierbar. Der zweite Grund fir den Gebrauch des Streptavidin-Komplexes waren die
Ergebnisse. Es wurde kein Unterschied zwischen dem bereits gekoppelten Komplex und
frdem Streptavidin und BiotinrPOD bemerkt. Dieses Verdérkersystem fuhrte zu ener
Verbesserung der Nachweisgrenze auf 0,02 pg/l TCA, eine Steigerung um den Faktor 6,6.
Marx (1997) erzidte eine nahezu identische Verbesserung der Sensivitét um den Faktor 7.

Ein weterer Punkt in den de Ak-Charakteriserung war die Ermittlung  der
Kreuzreaktivitéten. Die Kenntnis der Kreuzresktivitdten ist eine wichtige Grundlage fir den
sodteren Einsatiz des Antikorpers.  Querempfindlichkeiten existieren zumed mit  drukturel
ahnlichen Subganzen. Die Kreuzregktivitdten wurden am Tesmittedpunkt abgdetet und
esdlt (Abraham, 1969). Se gdten nur unter diesen Testbedingungen. Eine Veranderung
enes danzdnen Tedpaameters kan zu ene Vedndeung der Kreuzresktivitédt flhren
(Wédler et al., 1992).

Die grof¥e Kreuzresktivitdt des mAk Rami von 137 % war mit Pentachlorphenol (PCP) zu
registrieren.  Kreuzresktivitdten von 71 % exidieten mit Pentachlorbenzol (PCB) und mit
2,3,4-Trichloranisol. PCP unterscheidet sch von PCB nur durch eine Hydoxylgruppe am C1-
Atom. Trotzdem fid die Querempfindlichkeit von PCB um 66 % niedriger ds die von PCP
aus. Mit 2,4,6-Trichlorphenol, das sch von TCA nur durch die vorhandene OH-Gruppe am
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esten C-Atom unterscheidet, wurde eine Querempfindlichkeit von 25 % festgestdlt. Diese
Kreuzreektivitdten lassen erkennen, dass Antikdrper kleingde Veranderungen in  der
chemischen Struktur wahrnehmen konnen. Die nicht besonders hohe Kreuzresktividt zu TCP
wird auf das Immunkonjugat zurlickzufihren sein. Die Subdtituierung des Spacers am C4-
Atoms des Anisols fihrte dazu, dass die OCHs-Gruppe dem Immunsysem der Maus

présentiert wurde.

Der mAk Hbab zeigte deutliche Unterschiede in den Kreuzresktivitdien im Verglech zum
mAKk Rami. Aufgrund der unterschiedlichen Haptene, mit denen immunisert wurde, wurden
andere, dem TCA &hnliche Strukturen, den Immunsystemen présentiert. Deshab wurden auch
verschiedene  Kreuzresktivitéten ewartet. Der mAKk Hbab besitzt  die groflde
Querempfindlichkeit von 143 % mit 2,3,6-Trichloranisol. Mit dieser Substanz besitzt der
mAKk Rami nur ene Kreuzresktivitdé von 18 %. Mit Pentachlorphenol exidiert ene
Kreuzresktivitdt von 4 %. Dagegen bestzt der mAk Rami sane grofde Querempfindlichkeit
von 137 % mit diesem Stoff. Am auffdligden ist aber, dass der mAk Hbab keine
Querempfindlichkeit zu 24,6-Trichlorphenol  aufwies, obwohl dch  be  dem zur
Immuniserung verwendeten Hapten B der Spacer am C1-Atom anschloss. Somit wurde dem
Immunsysem die gleche Sruktur prasentiet, die auch 2,4,6-Trichlorphenol  bestzt.
Trotzdem wurde keine Kreuzresktivitdt zu dieser Substanz fesigestellt. Hochstwahrscheinlich
liegt das daran, dass sich durch die Anfligung des Spacers die raumliche Struktur des Haptens
veranderte. Anscheinend veranderte das Hapten dadurch seine Struktur so sehr, dass es grof3e
raumliche Unterschiede im Vergleich zu 2,4,6-Trichlrophenol aufwies. Der mAk Hbab konnte
2,4,6-Trichlorphenol nicht erkennen und besitzt keine Kreuzreaktivitét zu dieser Substanz.

Abschlief?end wurde der TCA-ELISA mit dem mAk Rami zur Messung von Weinproben
engestzt. Wen wurde mit ener definieten Quantitdc TCA bedtiickt und im ELISA
gemessen. Welnproben mussten 1:100 verdinnt werden, um negative Matrixeffekte des
Wens zu diminieren. Diese Matrixeffekte wurden auch von anderen  Arbeitsgruppen
beobachtet (Bushway und Thome, 1998). Diese Matrixeffekte konnen unterschiedlich sark
ausgepragt sein. So besteht zwischen Well3- und Rotwein en Unterschied in der minimalen
geschmacklichen Wahrnehmung von TCA von 4 ng/ll be Wel3wein und von 50ng/l be
Rotwein (Tanner et al., 1981; Amon et al., 1989). Weine unterscheiden sich aufgrund ihrer
geographischen Herkunft in ihrer Zusammensetzung.
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Verschiedene Weine Spaniens zeigten nach ihrem geographischen Ursprung Unterschiede in
ihrem Phenolgehdt (Pena-Neira et al., 2000a).

Der TCA-ELISA mit dem mAk Hbab wurde ebenfdls zur Messung von Kork- und
Weinproben eingesetzt. Dabel dtdlten dch ebenfals darke Matrixeffekte des Welnes heraus.
Ers¢ Wen in ener Verdinnung um den Faktor 1:100 konnte bestimmt werden. Die
gemessene TCA-Gehdt der Probe lag im Bereich des dotierten TCA. So wurde be ener
Proben 1,48 pg/l TCA gemessen. Zugegeben war 1 pg/l TCA.

Mit dem mAk Hbab wurden desweiteren Korkextrakte bestimmt, denen TCA zugesetzt
wurde. Es zeigte sich, dass Korkextrakte nicht solche negativen Matrixeffekte wie Wein
bedtzen. Aus diesem Grund konnten Korkproben in geringeren Verdinnungen gemessen
werden. Eine Verdinnung um den Faktor 1:20 fihrte zu einer Wiederfindung von 80 % des
zugegebenen TCA. Mit dem mAk Hbab kénnen aso auch kontaminiete Korkproben
besimmt und anschlief?end entfernt werden. Die Wiederfindungsrate des gemessen TCA lag
im Bereich des zugegebenen TCA.

4.8 Schlussbemerkung

In dieser Arbeit wurden die ersten mAk gegen TCA beschriebenen. Alle mit diesesn mAKk
entwickelten ELISAs bedtzen eine sehr gute Nachweisgrenze fur TCA. Insgesamt wurden
dre ELISAs mit ndher charakteriserten mAk entwickdt. Alle dre ELISAs efillen die
gedtelten Anforderungen. Es sollten ELISAs entwickdt werden, die eine Nachweisgrenze fir
TCA von 025 pg/l liefern. Alle dre ELISAs liegen unterhdb dieses Wertes. Der TCA-
ELISA mit dem mAk Rami erkannte 0,133 pg/l TCA, mit Verddrkersysem verbessarte sch
die Nachweisgrenze auf 0,02 pg/l. Der TCA-ELISA mit dem mAk Hbab erkannte mit
0,01 pg/l wesentlich geringere ds die geforderten TCA-Konzentrationen.

Zur Uberprifung der Zuverldsdichkeit der ELISAs wurde en definieter TCA-Standard
(Ehrengtorfer, Augsburg) eingesetzt. Es waren keine Unterschiede bel der ELISA-Auswertung
zwischen diesem definierten Standard und den selbstabgewogenen und angesetzten Standards
festzugtellen. Die Exaktheit der eingesatzten TCA-Konzentrationen konnte dadurch belegt

werden.
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Die beal dieser Arbet hergestellten mAk bieten die Mdglichkeit des Nachweises von TCA. Es
and bisher keine weteren mAk gegen TCA bekannt. Alle anderen Vefahren zur
Bestimmung von TCA baseren auf Gaschromatographie (Sehe Tab. 1). Diese mAKk kodnnen
gne Alterndive zur aufwendigen  gaschromatogrephischen TCA-Messung  bieten.
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V Zusammenfassung

2,4,6-Trichloranisol (TCA) kann in Wen auftreten und fihrt durch enen negaiven
Geschmack zu jarlichen Verlusgen in der Wein- und Korkindudtrie in Hohe von mehreren
Milliarden€. Das Zid dieser Arbeit war es, monoklonade Antikorper (mAk) zum Nachwes
von TCA herzustdlen. Fir die Antikorpersynthese standen drei TCA-Derivate (Hapten A, B
und C) zur Verfigung. Diese wurden Uber eine Carbodiimidkopplung an Hamocyanin zur
Immuniserung und zur Beschichtung im ELISA an BSA gekoppdt. Die verschiedenen
Immunkonjugate wurden Mé&usen injiziert. Nach ener Immuniserungsphase wurden die B-
Zdlen gewonnen und mit Mydomzdlen, Krebszdlen des Immunsystems, fusoniet. Die
fusdonieten Hybridomzdlen wurden auf die Hegdlung TCA-spezifischer mAKk getestet.
Diese Uberprifung efolgte mit einem kompetitiven ELISA, der zuvor mit TCA-spezifischen
Kaninchen- und Mausantiseren entwickdt worden war. Es wurden drel Zdllinien identifiziert,
die TCA-spezificche mAKk  haddlen.  Mit  diesen  Zdllinien  wurde  ene
Antikorpermassenproduktion in zwel Biofermentern durchgeftinrt.

Die hergestdlten mAk wurden zur Entwicklung von kompetitiven ELISAs engesetzt. Be
diesen Tests konkurriert freer Andyt mit gebundenem Andyt (BSA-HaptenKonjugaten),
um die Bindungsstdlen an den spezifischen mAk. Anhand von Kadibrierkurven konnen
Proben unbekannter Konzentration bestimmt werden. Die Antikorper- Antigen Reaktion
wurde durch enen Sekundérantikorper, der an murine AK bindet, sichtbar gemacht. Dieser
Sekundérantikorper i mit dem Enzym Mearettichperoxidase (POD) markiert, das mit
Subdgtrat (TMB) eine Farbresktion ergibt. Die Zédllinie, die aus der Immuniserung mit Hapten
A hevorging, war indabil und gelte nach 6 Wochen die Produktion mAk en. Es konnte
keine ndhere Charakteriserung efolgen. Die mAk, die aus den Immuniserungen mit Hapten
B (Hbab) und Hapten C (Rami) hervorgegingen, wurden néher definiert. Der ELISA mit dem
mAk Rami lifete eine Nachweiggrenze fur TCA von 013 pg/l. Zur Steigerung der
Nechweisgrenze wurde en Veadakesydsem engesetzt. Dieses emdglicht bel  gleicher
Antikorper- und Anaytkonzentration eine Verstdrkung der Farbresktion und dadurch ene
Senkung der Nachweisgrenze auf 20 ng/l TCA. Der ELISA mit dem mAk Hbab konnte ohne
Versérkerresktion noch Konzentrationen von 10 ng/l TCA efassen. Alle drei entwicketen
ELISAs lagen unter der geforderten Nachweisgrenze von 0,25 pg/l. Es wurden Kork— und
Weinproben gemessen. Die verschiedenen ELISAs konnen zur Erkennung und dadurch zur
Eliminierung von TCA-kontaminierten Proben eingesetzt werden.
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