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Zusammenfassung

Biologische Toxine verursachen als mafigebliche Pathogenititsfaktoren schwere Erkrankungen im
Menschen. Die Aufnahme der Toxine kann akzidentell oder nach intentionaler Ausbringung im Rahmen
bioterroristischer Anschlage erfolgen. Orale Intoxikationen mit den Pflanzentoxinen Rizin und Abrin fiihren
zu blutigen Durchfillen mit Leukozyten im Stuhl. Diese unspezifische Symptomatik kann auch auf
natiirlicherweise auftretende Gastroenteritiden durch Shigatoxin (Stx)-produzierende Bakterien sowie
durch die von Clostridium perfringens produzierten Toxine Clostridium perfringens Enterotoxin (CPE) und
Epsilon-Toxin (Etx) zurlckzufiihren sein. Zur Abgrenzung zwischen natiirlichen und intentionalen
Krankheitsgeschehen ist eine schnelle Differentialdiagnostik notwendig, welche bisher nicht verfiigbar ist.
Besondere Herausforderungen liegen in der hohen Toxizitdt der untersuchten Toxine sowie in der
Tatsache, dass biologische Toxine oft in strukturell unterschiedlichen Varianten vorkommen, die alle sicher
erfasst werden miissen. Ziel dieser Arbeit war es, stationdre und mobile Nachweisverfahren fiir Rizin, Abrin,
Stx, CPE und Etx auf Basis monoklonaler Antikérper (mAk) und endogener Rezeptorstrukturen zu

etablieren und vergleichend zu erproben.

Hierzu wurden im Rahmen der Arbeit neu generierte oder kommerziell verfiigbare mAk in laborbasierte
Immunoassays integriert und fiir den schnellen Nachweis in ein multiplexfihiges Vor-Ort-System (pBDi,
Bruker Daltonik) iibertragen. Geeignete mAk wurden auf Grundlage der kinetischen Bindungseigenschaften
sowie distinkter Epitoperkennung identifiziert. Da das Auftreten von Toxinvarianten die Detektion durch
hochspezifische mAk beeintrachtigen kann, wurden die funktionellen endogenen Rezeptoren der
jeweiligen Toxinfamilien als innovative Fangerstrukturen erprobt. Analog zu den mAk wurden
Proteinrezeptoren oder in Phospholipidnanodisks integrierte Glykosphingolipide hinsichtlich ihrer
Bindungseigenschaften charakterisiert und optimale Bedingungen fiir hochaffine Interaktionen

identifiziert.

Fir alle adressierten Toxine gelang die Etablierung Antikorper-basierter Immunoassays mit exzellenten
Detektionslimits im unteren pg/ml-Bereich. Mit Ausnahme von Etx konnten zudem hochaffine
Rezeptorinteraktionen identifiziert und in Kombination mit monoklonalen Detektionsantikérpern fiir
laborbasierte Nachweise mit vergleichbaren Sensitivitdten funktionalisiert werden. Die Erkennung von
nativem CPE und Etx wurde mit einem Panel an Bakterieniiberstinden verifiziert. Die breitbandige
Erkennung von Stx-Toxinvarianten (Stx1 a, ¢, d; Stx2 a-g) durch die Antikorper- und Rezeptor-basierten
Immunoassays wurde mit Hilfe von Bakterieniiberstidnden iiberpriift. Es gelang eine liickenlose Detektion

sowohl unter Verwendung der endogenen Rezeptoren, als auch durch oligoklonale Mischungen von mAk.

Die Ubertragung der mAk-basierten Nachweissysteme in das pBDi-System ermoglichte eine schnelle
Vor-Ort-Detektion aller Toxine mit Nachweisgrenzen im ng/ml-Bereich. Einer der untersuchten Rezeptoren

(Claudin-4 als Rezeptor fiir CPE) konnte mit gleicher Sensitivitatin das Vor-Ort-System transferiert werden.

Fiir die in dieser Arbeit adressierten Toxine wurde demonstriert, dass mAk und endogene Rezeptoren einen
breitbandigen Nachweis erméglichten und je nach untersuchtem Toxin in die Vor-Ort-Detektionsplattform

iibertragbar waren. Auf Grundlage dieser Ergebnisse ist es erstmals moglich, eine relevante Palette von



bakteriellen und pflanzlichen Toxinen, die blutige Durchfélle ausldsen, spezifisch und sensitiv mit all ihren
Toxinvarianten zu erfassen. Die Realisierung des Vorhabens stellt einen zentralen Beitrag zur
Unterstiitzung von Expertenlaboren und Einsatzkriaften vor Ort dar, um durch Toxine ausgeldste

intentionale Geschehen von natiirlichen Krankheitsausbriichen zu unterscheiden.
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Abstract

Biological toxins are essential pathogenicity factors often contributing critically to severe human diseases.
The uptake of toxins can occur accidentally, e.g. in food-borne intoxications, or intentionally by bioterrorism
attacks . Intoxications caused by oral ingestion of the plant toxins ricin and abrin lead to bloody diarrhea
and leucocytes in the stool. However, these unspecific symptoms are also associated with naturally
occurring  gastroenteritis caused by  Shigatoxin (Stx)-producing bacteria as well as
Clostridium perfringens Enterotoxin (CPE) and Epsilon toxin (Etx) produced by Clostridium perfringens. To
discriminate naturally occurring from intentional intoxications caused by ricin or abrin, a rapid differential
diagnosis targeting a panel of relevant toxins would be needed but is lacking to date. In fact, detection of
biological toxins is challenging due to their high toxicity and the existence of structurally different toxin
variants, all of which must be detected reliably. To this aim, the objective of this work was to establish and
compare both stationary and mobile detection methods for ricin, abrin, Stx, CPE and Etx based on

monoclonal antibodies (mAbs) and endogenous receptor structures.

In this work, newly generated or commercially available mAbs were integrated into laboratory-based
immunoassays and implemented in a fast and multiplex on-site detection system (pBDi, Bruker Daltonik).
Suitable mAbs were identified based on kinetic binding properties and distinct epitope recognition. Since
the occurrence of structurally heterogeneous toxin variants can impair detection by highly specific mAbs,
the functional endogenous receptors of the respective toxin families were tested as innovative capture
structures. Analogous to the mAbs, protein receptors or glycosphingolipids integrated into phospholipid
nanodiscs were characterized with respect to their binding properties and optimal conditions for high-

affinity interactions were identified.

For all toxins addressed the establishment of antibody-based immunoassays was successful with excellent
detection limits in the low pg/ml range. Additionally, apart from Etx, high-affinity receptor interactions
were identified, characterized and combined with monoclonal detection antibodies for toxin detection.
Subsequently, the detection of native CPE and Etx was verified with a panel of bacterial supernatants. Along
the same line, using bacterial supernatants from E.coli strains broad detection of distinct Stx toxin variants
(covering Stx1 a, c, d; Stx2 a-g) was verified successfully by both antibody- and receptor-based

immunoassays.

Implementation of the mAb-based detection assays into the pBDi system enabled fast on-site detection of
all toxins with detection limits in the ng/ml range. Additionally, one of the receptors investigated (Claudin-4

as receptor for CPE) could be transferred into the on-site system achieving the same sensitivity.

In conclusion, it was demonstrated for all toxins addressed in this work that mAbs and endogenous
receptors enabled broad detection of toxins /toxin subtypes and, depending on the toxin under
investigation, could be transferred to an on-site detection platform. Based on these results, it is now for the
first time possible to detect a comprehensive panel of bacterial and plant toxins causing bloody diarrhea
covering all relevant toxin variants, both specifically and sensitively. The outcomes of this project
strengthen technical capacities of expert laboratories and first responders and help to distinguish

intentional bioterrorism incidents triggered by biological toxins from natural disease outbreaks.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Rizin und Abrin als Ausloser blutiger Diarrhoen

Biologische Toxine werden von lebenden Organismen produziert und entfalten eine schadigende Wirkung
auf andere Organismen [1]. Natiirlicherweise konnen Erkrankungen im Menschen z.B. durch den Verzehr
von mit Toxinen bzw. toxinproduzierenden Bakterien kontaminierten Lebensmitteln ausgelost werden. Des
Weiteren ist die akzidentelle Aufnahme von toxinhaltigen Samen des Wunderbaums (Ricinus communis)
oder der Paternostererbse (Abrus precatorius) beschrieben [2, 3]. Die fiir die Intoxikation ursachlichen
Inhaltsstoffe der Pflanzen sind die hochmolekularen Proteotoxine Rizin bzw. Abrin [4, 5]. Das klinische Bild
oraler Intoxikationen mit den Pflanzentoxinen ist wenig differenziert. Milde Vergiftungen dufiern sich
innerhalb weniger Stunden nach Aufnahme in Ubelkeit, Erbrechen und Durchfillen [6]. Bei schweren
Intoxikationen entwickeln betroffene Patienten blutige Diarrh6en mit Leukozyten im Stuhl. In Einzelfallen

fiihren Intoxikationen mit den Pflanzentoxinen zu Leber- und Nierenversagen und zum Tod [6, 7].

Unabhingig von akzidentellen Vergiftungen besitzen Rizin und Abrin aufgrund ihrer Toxizitdt und der
einfachen Zuganglichkeit der Pflanzensamen ein hohes Gefahrenpotenzial als bioterroristische Agenzien.
Intentionale Ausbringungsversuche sind fiir beide Toxine dokumentiert. Im Sommer 2018 gelang es, ein in
Koln geplantes terroristisches Attentat zu vereiteln, bei dem ein Rizin-dotierter Sprengsatz zum Einsatz
kommen sollte [8]. Der Verdidchtige gewann das Toxin aus im Internet georderten Rizinussamen mit
einfachstem Equipment. In Indonesien wurden im Oktober 2019 Plane fiir ein dhnliches Attentat mit Abrin
aufgedeckt, das ebenfalls verhindert werden konnte [8]. Kriminell motivierte Einzeltiter versuchten
mehrfach, mit Rizin-Briefen Anschlage auf politische Entscheidungstrager in den USA zu veriiben [9, 10].
Der wohl bekannteste erfolgreiche Anschlag mit Rizin ereignete sich 1978 mit der Ermordung des
bulgarischen Dissidenten Georgi Markow im Auftrag des sowjetischen Geheimdienstes [11, 12]. Durch die
Spitze eines Regenschirmes wurde ein mit Rizin prapariertes Pellet in die Wade des Journalisten injiziert

und fiuhrte zu dessen Tod.

Das von Rizin und Abrin ausgehende Gefahrenpotenzial spiegelt sich in ihrer Kategorisierung in der Liste
der select agents and toxins durch die US-amerikanischen Bundesbehérden CDC (Centers for Disease Control
and Prevention) und APHIS (Animal and Plant Health Inspection Service) wieder [9]. Von diesen Behdrden
aufgefiihrte Agenzien kdnnen eine grofde Gefahr fiir die 6ffentliche Gesundheit sowie fiir Tiere und Pflanzen
darstellen [9]. Rizin ist zudem im Anhang 1 der Chemiewaffenkonvention (CWC, Chemical Weapons
Convention) und in der Biowaffenkonvention (BWC, Biological Weapons Convention) erfasst [10]. Die
Einhaltung und Umsetzung der CWC wird von der Organisation fiir das Verbot chemischer Waffen
(Organization for the Prohibition of Chemical Weapons, OPCW) iiberwacht. Eine Verbreitung von Rizin und
Abrin wird durch Exportkontrollen der Australia Group verhindert [11].



Einleitung

Im Falle eines bioterroristischen Anschlags mit Rizin oder Abrin muss der intentionale Charakter der
Ausbringung schnellstméglich identifiziert werden, um ein effektives Krisenmanagement zum Schutz der
Bevolkerung einzuleiten. Dabei ist eine Abgrenzung zu natiirlichen Krankheitsgeschehen mit ahnlicher
Symptomatik wie z.B. gastrointestinalen Infektionen mit bestimmten bakteriellen Erregern [6] essentiell.
Im Fokus einer Differentialdiagnostik stehen neben den Pflanzentoxinen Rizin und Abrin
toxinproduzierende Bakterien, bei denen die biologischen Toxine als Hauptpathogenitédtsfaktoren schwere

Krankheitsverlaufe verursachen.

Ziel dieser Arbeit war es, eine zuverlassige Differentialdiagnostik fiir Rizinintoxikationen auf der Basis
proteinbiochemischer Nachweise relevanter biologischer Toxine zu entwickeln. Zu diesem Zweck sollten
mobile Schnellnachweisverfahren etabliert werden. Dartiber hinaus erfordern bioterroristische Szenarien
eine Bestidtigungsanalytik in Form von stationdren Detektionsverfahren, die eine prizise Bestimmung der
Identitidt, Zusammensetzung und Konzentration der Analyten ermoéglichen. In diesem Zusammenhang
sollten Sandwich-ELISA etabliert werden, die Kklassischerweise auf dem Einsatz hochspezifischer
monoklonaler Antikérper beruhen. Eine Herausforderung beim Nachweis biologischer Toxine kann das
Auftreten von strukturell heterogenen Toxinvarianten sein. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher ein
alternatives Detektionskonzept zum breitbandigen Toxinnachweis erprobt, das auf der Interaktion von
Toxinen mit ihren endogenen Rezeptoren beruht. Technisch gesehen erfordert diese Erprobung die
Funktionalisierung der endogenen Rezeptoren als Féngerstrukturen anstelle von monoklonalen

Antikoérpern.



Einleitung

1.2 Zu Rizinintoxikationen differentialdiagnostisch relevante

biologische Toxine

Die Auswahl der in die Differentialdiagnostik einzuschliefdenden bakteriellen Erreger lasst sich anhand der
beschriebenen Leitsymptomatik, der Klinischen Relevanz und dem Missbrauchspotenzial fiir
bioterroristische Zwecke auf folgende Bakterien und die von ihnen produzierten biologischen Toxine
eingrenzen:

e die Shigatoxin-Produzenten Shigella dysenteriae (Stx) und Echerischia coli (Stx1 und Stx2)

e  C(lostridium perfringens, welches u.a. Epsilon-Toxin (Etx) und das C. perfringens Enterotoxin (CPE)

produziert
e C(lostridioides difficile mit den Toxinen TcdA und TcdB

e Enterotoxin-produzierende Staphylococcus aureus (SEA bis SEV).

Die Detektion der produzierten biologischen Toxine war in ihrer Gesamtheit Gegenstand des
SensTox-Projektes (Kapitel 1.6). Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich ausschlief3lich auf den Nachweis

der Shigatoxine, Etx und CPE.

Uber eine Differentialdiagnostik zu Rizinintoxikationen hinaus besitzen Shigatoxin-produzierende
Bakterien und Clostridium perfringens eine hohe klinische Relevanz. In Abgrenzung zu anderen bakteriell
oder viral bedingten Durchfallerkrankungen sind diese bakteriellen Erreger gerade aufgrund ihrer
Eigenschaft, Toxine zu bilden, mit schweren Verldaufen assoziiert und bergen die Gefahr fataler
Komplikationen (wie z.B. das durch Shigatoxine verursachte hamolytisch-urdmische Syndrom) [12, 13]. Die
geringen Spontanheilungsraten der verursachten Gastroenteritiden erfordern in der Regel spezifische
medizinische Interventionen. Eine eindeutige Diagnosestellung durch den Nachweis der produzierten
biologischen Toxine als wesentliche Pathogenitédtsfaktoren ist sowohl bei natiirlichen Krankheitsgeschehen

als auch innerhalb bioterroristischer Szenarien substanziell.

Abbildung 1 fasst den Ursprung, strukturellen Aufbau und die Funktionsweise der in dieser Arbeit
adressierten biologischen Toxine zusammen. Wahrend Rizin, Abrin und die Shigatoxine Lektine sind, die
als RNA-Glykosidasen wirken (Kapitel 1.2.1 und 1.2.2), entfalten CPE und Etx nach Bindung an
Proteorezeptoren ihre Wirkung als Porenbildner (Kapitel 1.2.3). Die folgenden Kapitel beleuchten die
Relevanz der adressierten Toxine als Ausloser schwerer gastrointestinaler Symptomatiken und geben eine

generelle einfithrende Darstellung.
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Intoxikation mit Pflanzentoxinen

Gastrointestinale Infektion mit bakteriellen Erregern

R.communis A.precatorius | Quelle S.dysenteriae E.coli C.perfringens
Rizin Abrin Toxine ‘Stxl Stx2 CPE ‘ Etx

| claudin-4 || wmaAL |

Globoside Gb3/Gb4 |

| Terminale Galaktose Rezeptor

| |
| RNA-N-Glykosidase | | Zytotoxmtat RNA-N-Glykosidase | Porenbildner (B-PFT)l

|
|
| [ ! |

Blutige Diarrhoe mit Leukozyten im Stuhl

Abbildung 1: Differentialdiagnostisch zur Intoxikation mit Pflanzentoxinen relevante bakterielle Erreger.

Fiir eine Differentialdiagnose zur Intoxikation mit den Pflanzentoxinen Rizin und Abrin (links) mit der Leitsymptomatik
blutige Diarrhée mit Leukozyten im Stuhl kommen gastrointestinale Infektionen mit toxinproduzierenden Bakterien in
Frage (rechts). Dazu gehoren folgende Bakterien und die von ihnen produzierten Toxine: Shigella dysenteriae mit Stx,
Shigatoxin-produzierende E. coli mit Stx1 und Stx2 sowie Clostridium perfringens mit CPE und Etx. Der strukturelle
Aufbau aus Proteinabschnitten, die eine toxische Aktivitit (pink) und die Rezeptorbindung (tiirkis) vermitteln,
veranschaulicht die Funktionsweise der Toxine. Rizin, Abrin und die Shigatoxine wirken als RNA-N-Glykosidasen
zytotoxisch, CPE und Etx schadigen Zellen durch Porenbildung. Fiir die Visualisierung der Proteinstrukturen dienten
folgende PDB-Eintrage: 2AAI (Rizin), 1ABR (Abrin-a), 1DMO (Stx), 1R4Q (Stx2), 3AM2 (CPE), 1UY] (Etx).

1.2.1 Rizin und Abrin wirken als RNA-N-Glykosidasen

Rizin und Abrin sind nah verwandte hochmolekulare Proteotoxine pflanzlichen Ursprungs. Rizin ist in den
Samen des Wunderbaums (Ricinus communis) enthalten [4], aus dem im grofien Mafdstab das industriell
und pharmazeutisch vielseitig verwendbare Rizinus6l gewonnen wird. Das aus den Samen der
Paternostererbse (Abrus precatorius) stammende Abrin [5] weist mit einer Sequenzidentitat von 48 % auf
der Ebene der Aminosiuren eine hohe Ahnlichkeit zu Rizin auf und zihlt wie dieses zu den Typ II
Ribosomen-inaktivierenden Proteinen (RIP-II) [14, 15]. Beziiglich der Proteinstruktur besitzen RIPs dieser
Klasse zwei funktionell unterschiedliche Dominen: Eine Kkatalytisch aktive A-Kette ist liber eine
Disulfidbriicke mit der als Lektin wirkenden B-Kette verbunden [16, 17]. Funktionell wird durch die
Bindung der B-Kette an terminale Acetylglucosamin- und f-1,4-verkniipfte Galaktosereste auf der
Zelloberflache die Internalisierung und anschliefdende Endozytose der Toxine eingeleitet [18, 19]. Nachdem
die Toxine das Trans-Golgi-Netzwerk erreicht haben, gelangen sie via retrogradem Transport zum
endoplasmatischen Retikulum (ER)[20]. Von hier aus erfolgt die Freisetzung der A-Kette ins Zytosol, wo sie
ihre RNA-N-Glykosidase-Aktivitat entfaltet und unter Depurinierung der 28S rRNA (Adenin A4324) zur
irreversiblen Inaktivierung der Ribosomen fiihrt [21]. Dies fiihrt zum Stopp der Proteinbiosynthese und
induziert die Apoptose der intoxikierten Zellen und verursacht eine massive Schadigung des betroffenen

Gewebes [22].
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1.2.2 Shigatoxine als Pathogenititsfaktoren von EHEC

Die von Shigella dysenteriae und Escherichia coli produzierten Shigatoxine werden wie Rizin und Abrin als
Lektine klassifiziert [23]. Der Aufbau aller Shigatoxin-Holotoxine folgt einer ABs-Konfiguration, bei der die
A-Kette nicht kovalent mit dem Homopentamer der B-Untereinheiten verbunden ist [24]. Als endogene
Rezeptoren der Shigatoxine fungieren die membranstidndigen Globoside Globotriaosylceramid (Gb3) und
Globotetraosylceramid (Gb4) [25]. Nach der Rezeptorbindung schliefdt sich ein zu Rizin und Abrin analoger,
molekularer Wirkmechanismus mit retrogradem Transport ins ER und Translokation der A-Kette ins
Zytosol an [26]. Mit der proteolytischen Spaltung der A-Kette entsteht das katalytisch aktive A1-Fragment,
welches die 28S-RNA der Ribosomen an exakt der gleichen Stelle (Adenin A4324) depuriniert wie die beiden

Pflanzentoxine [27].

Neben den Shigatoxinen als mafdgebliche Pathogenititsfaktoren tragt das toxinproduzierende Bakterium
selbst zum Krankheitsverlauf bei. Durch die Infektion mit Bakteriophagen kdnnen die zur Toxinproduktion
notwendigen Shigatoxin-codierende Gene (stx) in das Genom von verschiedenen Enterobakterien, vor allem
Escherichia coli, integriert werden [28]. Unter den Shigatoxin-produzierenden E. coli (STEC) befindet sich
die Subklasse der enterohdmorrhagischen E. coli (EHEC). Diese erzeugen durch die Anheftung an das
Darmepithel und die nachfolgende Ausschiittung bakterieller Effektorproteine charakteristische Lasionen
(attaching and effacing intestinal lesions, A/E lesions) [29]. Die auf diese Weise gestorte Barrierefahigkeit
des Epithels erleichtert es den Shigatoxinen, zu den Gb3-exprimierenden Zielgeweben wie dem intestinalen
und renalen Endothel zu gelangen [30]. Im Gegensatz zu Shigellosen, deren Ubertragung vor allem
fakal-oral durch kontaminiertes Trinkwasser erfolgt, sind EHEC-Infektionen in der Regel
lebensmittelbedingt [31]. Etwa 60 % der infizierten Patienten entwickeln schwerwiegende Verldaufe mit
anhaltenden blutigen Durchfillen, bei 5-15 % kommt es zur Entwicklung des hamolytisch-urdmischen
Syndroms (HUS)[32]. Diese vor allem bei Kleinkindern auftretende Komplikation ist geprdgt durch eine

thrombotische Mikroangiopathie und kann zu akutem Nierenversagen fithren [33].

1.2.3 Die Porenbildner CPE und Etx

Clostridium perfringens ist ein Bakterium, das zu intestinalen Infektionen fiihren kann. In den USA
verursacht es eine Million Erkrankungen pro Jahr und ist somit nach Salmonellen der zweithaufigste
bakterielle Erreger von Lebensmittelvergiftungen [34]. C. perfringens ist ein anaerober Endosporenbildner,
der ubiquitdr in der Umwelt vorkommt und Teil des humanen Mikrobioms sein kann [35]. Fiir die
Entfaltung der Pathogenitat ist das von C. perfringens gebildete Spektrum an mehr als 17 verschiedenen

Toxinen entscheidend, zu denen CPE und Etx gehoren.

Trotz geringer Sequenzahnlichkeit weisen sowohl CPE als auch Etx eine zu Aerolysin dhnliche Struktur auf
[36, 37]. Es handelt sich bei der Aerolysin-Familie um -porenbildende Toxine (3-PFT), die durch Bildung
von Transmembranporen zur Schadigung von Zellen fithren [36]. CPE und Etx bestehen jeweils aus einer

langlich ausgedehnten Einzelstrangpolypeptidkette, welche sich in eine Rezeptorbindungsdomane und ein
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porenformendes Modul gliedert. Beide Proteotoxine werden von C. perfringens im Darm des Wirts als
lésliche Monomere (30-35kDa) sezerniert. Anschlieffend kommt es zur Bindung von spezifischen
Rezeptoren auf der Zelloberflache. Fiir CPE ist die Interaktion mit Claudinen (v.a. Claudin-3 und -4 [38])
nachgewiesen, welche Teil der als tight junctions bezeichneten parazelluldren Barriere von Epithelien sind
[39]. Als Rezeptoren fiir Etx werden das Glykoprotein Hepatitis A Virus Cellular Receptor 1 (HAVCR1) [40,
41] und das Myelin and Lymphocyte Protein (MAL) [42] diskutiert. Nach der Rezeptorbindung assemblieren
die Toxinmonomere zu Hexameren (CPE) bzw. Heptameren (Etx) und bilden so eine an der Zelloberfldache
immobilisierte Prapore [36]. Eine nachfolgende Konformationsidnderung erméglicht es den B-hairpins
(zwei antiparallel angeordneten (-Faltbliattern) der einzelnen Monomere, eine amphiphatische
B-Fass-Struktur zu formen. Dieses Strukturmotiv stellt die aktive Pore dar, welche sich in die
Lipiddoppelschicht von Zellmembranen integriert. Nachfolgend kommt es zu einem Calcium-Influx und

damit tiber verschiedene Transduktionswege zur Apoptose der Zelle.

Neben CPE und Etx produziert C. perfringens weitere krankheitsbestimmende Toxine (u.a. a-Toxin, -Toxin,
-Toxin und NetB), auf deren Grundlage C. perfringens-Stimme in die Toxinotypen A-G eingeteilt werden
[43]. Fir C. perfringens-Stamme des Typs F wurde durch umfangreiche epidemiologische Studien [44]
sowie experimentelle Uberpriifung der Koch-Postulate [45] der Nachweis erbracht, dass das Toxin CPE
Ausloser der mit diesen Stimmen assoziierten Lebensmittelvergiftung ist. Aufierhalb von
C. perfringens Typ F-Stimmen lésst sich CPE in den Isolaten von Typ C- und D-Stimmen nachweisen [46].
Neben lebensmittelbedingten Erkrankungen ist CPE auch in die Ausbildung von Antibiotika-assoziierten
Diarrhéen involviert. Das Toxin verursacht in der Regel milde Diarrhden, aber auch schwere bis hin zu
letalen Verlaufen sind beschrieben [47, 48]. Anders als CPE besitzt das von den C. perfringens-Stammen des
Typs Bund D produzierte Etx kaum Bedeutung in humanpathogenen Krankheitsgeschehen [49]. Es ist
vielmehr veterindrmedizinisch relevant fiir die Pathogenese der Enterotoxdmie bei Schafen, Ziegen und
seltener bei Kédlbern [50, 51]. Nach einer intestinalen Fehlbesiedlung mit Etx-produzierenden C. perfringens
gelingt es dem Toxin, das Darmepithel zu iiberwinden und in die Zirkulation zu gelangen. Nachfolgend
akkumuliert es préferenziell in der Niere und dem zentralen Nervensystem [52]. Betroffene Tiere zeigen
histopathologisch nekrotische Lasionen in Niere und Gehirn, welche sich vor allem in Form neurologischer

Symptome wie Krampfanfallen, Immobilitdt und Hyperasthesien manifestieren [53].
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1.3 Herausforderungen beim immunologischen Nachweis der Toxine

Fiir die Etablierung einer Differentialdiagnostik hinsichtlich der Intoxikation mit den Pflanzentoxinen Rizin
und Abrin sind diverse Methoden denkbar. Generell lassen sich molekularbiologische Verfahren zum
Nachweis des Toxingens von proteinbiochemischen, auf die Detektion des Toxins abzielenden Methoden
unterscheiden. Die vorliegende Arbeit fokussiert sich auf den proteinbiochemischen Nachweis der
biologischen Toxine. Aufgrund der hohen Spezifitidt und Sensitivitit sind unter den proteinbiochemischen
Methoden immunologische Nachweisverfahren weit verbreitet. Die nachfolgenden Ausfiihrungen zeigen
Griinde dafiir auf, dass insbesondere bei den adressierten Toxinen die proteinbiochemische Detektion

iiberlegen ist und welche Herausforderungen sich bei immunologischen Nachweisverfahren ergeben.

1.3.1 Limitationen von molekularbiologischen Verfahren

Konventionell kommt fiir den Nachweis bakterieller Infektionen auf Basis der Nukleinsduren die
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) zum Einsatz [54]. Aufgrund des enormen
Amplifikationsfaktors gelingt mit der PCR innerhalb weniger Stunden ein hochsensitiver Nachweis [55].
Durch die gezielte Kombination von verschiedenen Primern kénnen mehrere Einzel-PCR in einem
Reaktionsansatz zu einer Multiplex-PCR (mPCR) zusammengefiihrt werden [56]. Die Entwicklung von
mPCR-Anséitzen erfordert die a priori Festlegung auf bestimmte Zielgene, die mit der Pathogenese eines
Krankheitsbildes zusammenhangen. Eine unverzerrte Analyse wird durch metagenomische Methoden wie
dem Next Generation Sequencing (NGS) und dem Whole Genome Sequencing (WGS) gewahrleistet. Mit diesen
Ansatzen lasst sich sowohl die Erkennung von polymikrobiellen Infektionen, Antibiotikaresistenzen und
neuen Pathogenen als auch die epidemiologische Surveillance realisieren [57]. Insbesondere fiir die hier
betrachteten bakteriellen Erreger nehmen die genannten Methoden an Bedeutung zu [58-61], gehoren aber
aufgrund der anspruchsvollen bioinformatischen Auswertung, der hohen Kosten und des zeitlichen

Aufwandes bisher nicht zur Routinediagnostik.

Trotz des hohen diagnostischen und epidemiologischen Potenzials der molekularbiologischen Verfahren
weisen diese erhebliche Limitationen auf. Allein der Nachweis des Erregers geniigt oft nicht fiir eine sichere
Diagnose. Das Auftreten von bestimmten fakultativ oder opportunistisch pathogenen Bakterien im
Gastrointestinaltrakt oder Stuhl kann ohne pathologischen Befund sein. So ist der Nachweis von
C. perfringens im Stuhl insbesondere alterer Personen beschrieben [12]. Dariiber hinaus bildet der
Nachweis des Toxingens nur das Potenzial fiir die Bildung der Toxine ab. Oft unterliegt die Toxinproduktion
komplexen Steuerungsprozessen sowie dem Einfluss externer Stimulanzien. Mit der Detektion des
Toxingens ist somit nicht die Expression des Toxins selbst erwiesen. Beispiele hierfiir sind die Freisetzung
von Stx1 und/oder Stx2 aus EHEC nach Induktion der chromosomal integrierten Bakteriophagen [62] und
die ausschlieflliche Bildung von CPE wahrend der Sporulation des Bakteriums [63]. Zusatzlich ist in
Betracht zu ziehen, dass biologische Toxine auch in Abwesenheit des genetischen Materials vorliegen

kénnen. Zum einen lasst sich bei bioterroristischen Szenarien die Ausbringung von Proteinpraparationen
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nicht ausschliefien, zum anderen kénnen insbesondere Serumproben frei von bakteriellen Erregern sein.
Letzteres tritt bei von C. perfringens ausgelosten Enterotoxdmien ein [64]. Zuletzt besteht bei
Plasmid-codierten Genen wie cpe und etx die Moglichkeit, dass die extrachromosomale DNA wahrend der
Kultivierung oder Isolierung verloren geht [65, 66]. Aufgrund der aufgezeigten Limitationen
molekularbiologischer Detektionsverfahren stiitzt sich diese Arbeit auf den proteinbiochemischen

Nachweis fiir die Etablierung einer Differentialdiagnostik von Rizinintoxikationen.

1.3.2 Anforderungen an den proteinbiochemischen Nachweis der Toxine

Im Fall eines bioterroristischen Szenarios muss die Differentialdiagnostik einen schnellen Nachweis der
adressierten biologischen Toxine gewahrleisten, um die Bevolkerung schnellstmoglich und effektiv zu
schiitzen. Eine betrachtliche Zeitersparnis ermdglicht die simultane Detektion der in die
Differentialdiagnostik eingeschlossenen Toxine. Trotz der kurzen Inkubationszeiten muss der Nachweis
durch Schnelldetektionssysteme hochsensitiv erfolgen. Die erforderliche Nachweisempfindlichkeit
resultiert aus der hohen Potenz der untersuchten Toxine (Tabelle 1) und den geringen Konzentrationen in

potenziellen Proben.

Tabelle 1: Fiir die Detektion relevante Eigenschaften der in dieser Arbeit adressierten Toxine.

Eigenschaft Rizin Abrin Stx1 Stx2 CPE Etx

i.v. 2-5 [67] 3,3 [68] 0,2 [69] 0,025 [70] 50 [71] 0,07 72

Toxizitat LDso | .
i.p. 5-7 73] 2-20 [74] 20 [75] 0,05 [75] 160 [76] k.A.
(ng/kg) P

L.g. 2x10%(6] 2x104[74] n.n.* [77] 145 [77] k.A. ~500 [78]
Subtypen/ D,E a-d a, c-e a-i, k ei_ne .
Isoformen [79-81] [82,83] [84, 85] [84, 86-88] Va{n;‘;;{n;g]te keine

i.v. = intravends; i.p. = intraperitoneal; i.g. = intragastral; k.A. = keine Angaben in der Literatur; LDso = halbmaximale
letale Dosis; n.n. = nicht nachweisbar

*bei oraler Gabe von 157 pg Stx1a konnte bei BALB/c-Méusen keine Letalitét festgestellt werden

Die Detektion der toxischen Agenzien aus komplexen Proben erfordert aufierdem ein hohes Maf: an
Selektivitdt, um einen robusten Nachweis ohne Interferenzen mit der Probenmatrix zu garantieren. Bei
bioterroristischen Anschliagen sind toxinkontaminierte Lebensmittel, Umweltproben oder klinische Proben
denkbar. Im Rahmen akzidenteller Vergiftungsfille mit Rizin und Abrin kommen oft klinische Proben in
Frage. Gleiches gilt fiir gastrointestinale Infektionen mit C. perfringens oder EHEC, da die Shigatoxine, CPE

und Etx erst im Darm gebildet werden und nicht praformiert im Lebensmittel vorliegen.

Die strukturelle Variabilitit einiger adressierter Toxine verleiht der Thematik zusatzliche Komplexitat. Eine
sichere Differentialdiagnose ldsst sich nur durch eine breitbandige Detektion mit Erfassung aller
auftretender Subtypen bzw. Isoformen gewdahrleisten. In dieser Hinsicht bildet die Familie der Shigatoxine
die strukturelle Diversitat gut ab (Tabelle 1). Die immunologisch differenten Typen Stx1 und Stx2 sind nur
etwa zu 50 - 60 % homolog zueinander. Stx1 und Stx2 selbst lassen sich aufgrund ihrer genetischen

Diversitit in Subtypen einteilen [84]. Fiir Stx1 sind die Subtypen Stx1a, ¢, d und e beschrieben [84, 85].
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Stx1a, c und d sind mit Aminosduresequenzidentitdten zwischen 95 und 98 % wenig variabel [84]. Mit etwa
13 % abweichender Sequenz auf Nukleinsdureebene zeigt der aus Enterobacter cloacae isolierte Subtyp
Stxle die geringste Homologie zu den anderen Stx1-Subtypen [90]. Stx2 untergliedert sich in zehn
verschiedene Subtypen: Stx2a-i und k [84, 86-88]. Hohe Ahnlichkeit besteht dabei zwischen den Subtypen
Stx2a, c und d. Sie sind in 97,5 - 98,8 % ihrer Aminosauresequenz identisch [88]. Die anderen Subtypen
teilen mindestens 89 % der Aminosiauresequenz untereinander. Eine Ausnahme stellt Stx2f dar. Mit 65,7
bis 72 % Identitdt in der Aminosduresequenz weicht dieser Subtyp deutlich von den anderen ab und zeigt
die grofdte Homologie zu Stx2e. Obwohl epidemiologische Studien zunachst vermuten liefsen, dass vor allem
Stx1a, Stx2a, Stx2c und Stx2d von grofdter Relevanz fiir humane Erkrankungen sind [23, 91, 92], wurden in
den letzten Jahren zunehmend auch Stimme mit den Subtypen Stx2e und Stx2f isoliert [93-96].
Demensprechend ist eine breitbandige Detektion zwingend erforderlich, da potenziell alle Subtypen

klinisch relevant sein kdnnen.

Auch die Pflanzentoxine Rizin und Abrin kommen in verschiedenen Isoformen vor. Rizin tritt in den
Isoformen D und E auf, deren A-Ketten identisch und B-Ketten stark homolog (97 % Sequenzidentitat) sind.
Fir Abrin sind die Isolektine Abrin-a bis -d beschrieben, welche eine Sequenzidentitit von 78 % auf der
Aminosaureebene aufweisen. Die bisherige Datenlage zu dem Porenbildnern CPE und Etx spricht dafiir,
dass es sich jeweils um strukturell homogene Toxingruppen handelt. Derzeit ist nur eine von
C. perfringens-Typ-D-Stammen produzierte CPE-Variante beschrieben, die um zehn Aminosauren von dem
klassischen CPE-Protein abweicht [89]. Fiir Etx liegen derzeit keine Hinweise vor, dass strukturelle

Varianten des Toxins existieren.

1.3.3 Immunologische Nachweismethoden fiir biologische Toxine

Der proteinbiochemische Nachweis von biologischen Agenzien greift oft auf immunologische
Nachweisverfahren zuriick. Diese Verfahren beruhen auf der Antigen-Antikdrper-Interaktion, bei der eine
spezifische Bindungsregion des Antikérpers (Paratop) mit dem zugehoérigen Epitop des Antigens in
Wechselwirkung tritt. Zu diesem Zweck konnen sowohl polyklonale Antikérper mit heterogenen
Epitopspezifitdten oder gegen ein Epitop gerichtete, monoklonale Antikérper eingesetzt werden. Ein weit
verbreitetes Assayprinzip stellt der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) dar, bei dem die
Anwesenheit des Antigens kolorimetrisch durch den enzymatischen Umsatz eines Substrats nachgewiesen
wird [97]. Im Falle eines Sandwich-ELISA immobilisiert ein Fangerantikorper dabei das losliche Antigen
aus der Probe und ein markierter, mit dem Enzym interagierender Detektionsantikdrper dient zum
Nachweis. Aufgrund der einfachen Durchfithrung und des verhaltnismaf3ig geringen zeitlichen Aufwandes
gelten ELISA-basierte Detektionsverfahren in vielen Laboren als Routinediagnostik. Insbesondere mit
ELISA im Sandwich-Format lassen sich hervorragende Sensitivititen erreichen (Tabelle 2). Die bisher
publizierten Detektionslimits fiir den Nachweis der adressierten Toxine erreichen je nach verwendetem
Antikorper den einstelligen pg/ml-Bereich [185-188].

Fir einige der vorliegenden biologischen Toxine sind Methoden etabliert, die sich gegeniiber dem

Einzelnachweis im ELISA durch eine simultane Detektion verschiedener Toxine auszeichnen. Solche



Einleitung

Multiplex-Nachweise sind fiir Rizin, Abrin und die Shigatoxine in Form von Suspensionsarrays beschrieben,
die auf der Luminex-Technologie basieren [98-100]. Bisher existieren keine Detektionssysteme, die den
simultanen Nachweis aller hier untersuchten Toxine ermdoglichen. Andere ELISA-basierte Verfahren bieten
aufgrund alternativer Erfassung der Messignale gesteigerte Sensitivititen. So lassen sich mit dem Ansatz
der Immuno-PCR aufgrund des hohen Amplifikationsfaktors z.B. fiir Rizin Detektionslimits von 10 fg/ml
[101] und fiir Stx2 von 10 pg/ml [102] erzielen. Gegeniiber dem ELISA zeichnen sich Lateral Flow Assays
(LFA) durch niedrige Inkubationszeiten von maximal 20 Minuten und eine sehr leichte Handhabung aus.
Insgesamt gehen die verkiirzten Assayzeiten mit um den Faktor 10 bis 1000 verringerten Sensitivitidten
einher. Fiir die etablierten LFAs zum Nachweis der vorliegenden Toxine wurden grofdtenteils gute
Sensitivitaten von bis zu 0,1 ng/ml beschrieben [103-105]. Limitationen liegen in Form von
Kreuzreaktivititen z.B. beim Rizinnachweis gegeniiber Ricinus communis Agglutinin [106] oder

unvollstdndiger Subtyperkennung der Shigatoxine [104] vor.

Tabelle 2: Gegeniiberstellung verschiedener immunologischer Detektionsverfahren.

Suspensionsarray iPCR, CLIA / RIA
L GO ELISA (Luminex) (altern. Readouts) LFA
. . . Sensitivitdit, Schnelligkeit,
Vorteile zum ELISA: Multiplex Schnelligkeit Einfachheit
Toxin Publizierte Detektionslimits
10 fg/ml,
. . 2-300 pg/ml 0,01 -2 ng/ml 1-20ng/ml
ezl [98, 106-108] [98,109] 0,002 - 14 ug/ml [106, 114]
[101,110-113]
Abrin 0,01 - 1 ng/ml 30-500ng/ml k.A. 0,1-3 ng/ml
[115-117] [98, 99] [118] [103,119]
10-50 pg/ml 105 0,1-75ng/ml
Stx1 & Stx2 | stx1:[116], Stx2: [120] 10%-10 E(foU/ 100 ul 10 pg/;g; (Stx2) [104, 123, 124]
Stx1 und 2:[121, 122] [100] [102]
0,001 - 1 ng/ml 1 pg/ml 1 pg/ml
SRE [125, 126] kb. [127] [128]
0,005 - 2 ng/ml 100 pg/ml
B [105, 129, 130] k.b. k.b. [105]

CLIA = Chemilumineszenz-Immunoassay; ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay; kA.=keine Angaben;
k.b. = keine beschrieben; LFA = Lateral Flow Assay; RIA = Radioimmunoassay

1.3.4 Monoklonale Antikérper als unverzichtbare Nachweisreagenzien

Fiir die beschriebenen ELISA-Verfahren hat sich insbesondere der Einsatz von monoklonalen Antikérpern
bewdhrt, da mit den zugrundeliegenden Immunoassays ein hochselektiver und hochsensitiver Nachweis
gelingt. Die monospezifische Erkennung eines Epitops geht auf die Herstellung von monoklonalen

Antikoérpern nach der Hybridomtechnologie [131] zurtick (Abbildung 2).

10



Einleitung

Immunisierung mit Immunogen Limitierende

Screening
Verdiinnung
ﬂ Myelomzellen

YooY
Humorale Immunantwort : i
0o ° : ﬁ : _/
rHybridome LpO \jr’ i & '_< X

Fusion

I

I

|
Antikorper-sezernierende B-Zellen ||
heterogene Spezifitat und Affinitéat !

I

1

1

|

Abbildung 2: Herstellung monoklonaler Antikérper mittels Hybridomtechnologie.

Die Immunisierung von Miusen mit einem definierten Antigen induziert eine humorale Immunantwort, bei der
aktivierte B-Zellen Antikorper verschiedener Affinitidt und Spezifitat gegen das applizierte Antigen produzieren. Die
Fusion von B-Zellen mit Myelomzellen fiihrt zu immortalisierten Hybridomen. Diese werden durch limitierende
Verdiinnung vereinzelt, sodass monospezifische Zellklone erhalten werden. Dabei kann es sich um Antikérper handeln,
die verschiedene Epitope des Antigens binden (rot, lila) oder die nicht fiir das Antigen spezifisch sind (blau). Daraus
resultiert eine Antigen-Antikérper-Bindung (v) bzw. keine Bindung (). Die Selektion von monoklonalen Antikérpern
mit geeigneten Bindungseigenschaften erfolgt im Rahmen eines Screenings mit immunologischen und biochemischen
Methoden.

Es erfolgt zundchst die Immunisierung von Médusen mit einem definierten Immunogen, welches eine
humorale Immunantwort hervorruft. Im Rahmen dieser Immunreaktion sezernieren aktivierte B-Zellen
eine heterogene Mischung an Antikérpern, die verschiedene Epitopspezifititen und Affinitaten gegeniiber
dem Antigen aufweisen. Aus der Milz des immunisierten Tiers entnommene Splenozyten werden
anschliefend mit Myelomzellen zu immortalisierten Hybridomen fusioniert. Die Fusion der
Zellmembranen kann dabei mit Hilfe des stark hygroskopischen Polymers PEG (spontane Fusion durch
engen Zellkontakt) oder durch Permeabilisierung mit elektrischen Pulsen (Elektrofusion) vorgenommen
werden. Aufgrund ihrer natiirlicherweise begrenzten Lebensfihigkeit sterben nichtfusionierte Milzzellen
schnell ab. Den Myelomzellen fehlt dagegen die Fahigkeit, das Enzym Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HGPRT) zu exprimieren, welches die Wiederverwertung von Hypoxanthin
(Purinderivat) und Guanin (Purinbase) ermoglicht (salvage pathway). Dieser Enzymdefekt verhindert ihr
Uberleben in einem Selektionsmedium. In dieser Arbeit kam das AH-Medium mit Azaserin und Hypoxanthin
zum Einsatz [132]. Das enthaltene Azaserin blockiert dabei die de-novo-Synthese von Purinbasen. Dadurch
miissen die Zellen Uber den salvage pathway das ebenfalls zugegebene Hypoxanthin fiir die
Aufrechterhaltung ihres Purinstoffwechsels verwerten. Dies gelingt nur den Hybridomen, die das
HGPRT-Gen wahrend der Zellfusion von Milzzellen erhalten haben. Nach der selektiven Kultivierung der
Hybridome werden diese durch limitierende Verdiinnung vereinzelt und mit Hilfe immunologischer
Methoden auf die erforderliche Antikérperspezifitit hin ausgewahlt. Am Ende dieses Prozesses steht
jeweils ein Hybridom, das sich als Klon von einer einzigen B-Zelle ableitet und demnach Antikérper mit

monospezifischer Epitoperkennung produziert.
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1.4 Evaluation endogener Rezeptoren als alternative
Fiangerstrukturen fiir die breitbandige Detektion biologischer

Toxine

Fir Antigene mit geringer struktureller Diversitat wie beispielsweise CPE und Etx eignen sich monoklonale
Antikorper hervorragend als Nachweisreagenzien. Die Ausbildung von Subtypen mit Mutationen im Epitop
kann zum Verlust der Bindungsfihigkeit monoklonaler Antikérper und somit zu falsch negativen
Ergebnissen fiihren. Eine breitbandige Erkennung verschiedener Toxin-Subtypen mit struktureller
Variabilitat konnte mit dem Einsatz der endogenen Rezeptoren adressiert werden. Diese Strategie baut
darauf auf, dass alle Toxinvarianten unabhéngig von ihrer Aminosduresequenz zur Entfaltung der in vivo
Toxizitat an ihren endogenen Rezeptor binden miissen. Die Untersuchungen in dieser Arbeit zielten darauf
ab, die endogenen Rezeptoren fiir den Nachweis der adressierten Toxine einzusetzen. Zu diesem Zweck
fungierten die Rezeptoren im Format eines Sandwich-ELISA anstelle des monoklonalen Féangerantikorpers
als Fangerstrukturen. Die Detektion erfolgte mit einem markierten, monoklonalen Detektionsantikérper.
Vergleichend zu dieser geplanten Rezeptor-basierten Nachweisstrategie wurden klassische, auf zwei

monoklonalen Antikérpern basierende Sandwich-ELISA entwickelt.

Die Auswahl potenziell geeigneter Rezeptorstrukturen fiir den Nachweis der biologischen Toxine erfolgte
auf der Basis von Literaturdaten. Tabelle 3 gibt eine Ubersicht zu den endogenen Rezeptoren, die in dieser
Arbeit als innovative Fangerstrukturen zum Nachweis der untersuchten Toxine analysiert wurden. Unter
den endogenen Rezeptoren befinden sich sowohl Proteine als auch Glykosphingolipide und somit Molekiile
mit hochst unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften. In der Literatur fanden sich Hinweise, dass sich
die Lipidumgebung auf einige Rezeptor-Toxin-Interaktionen auswirkt. Zusatzlich sind die Konformation
und Funktionalitit von Transmembranproteinen oft an die Anwesenheit einer membrandhnlichen
Umgebung gekoppelt. Zur Modellierung einer solchen Membranumgebung eignen sich Nanodisks. Die
verfligbare Datenlage zu den einzelnen Rezeptoren und das Prinzip von Nanodisks wird nachfolgend

dargelegt.

Tabelle 3: Uberblick iiber die Rezeptorinteraktionen der adressierten Toxine.

Klassifizierung des
Toxi R t Lipid b Refi
oxin/e ezeptor/en Rezeptors ipidumgebung eferenzen
Rizin und Asialo-GM1 GSL k.A. [133-135]
Abrin Asialofetuin Glykoprotein k.A. [19, 135, 136]
Stx1 und dhnlich zu Lipid Rafts,
Gb3 (und Gb4) GSL Zusatz von GSL wie [137-140]
Stx2 .
Galaktosylceramid
CPE Claudin-4 Transmembranprotein k.A. [141, 142]
k lex, dhnlich
Etx MAL Transmembranprotein omp ex anmich zu [42]
Lipid Rafts

GSL = Glykosphingolipide; k.A. = keine Angaben; MAL = Myelin and Lymphocyte Protein
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1.4.1 Rizin und Abrin binden terminale Galaktosereste

Rizin und Abrin weisen ein sehr dhnliches Bindungsmuster auf. Unter den Monosacchariden zeigen sie eine
starke Préferenz fiir Galaktose (Gal) und Galaktosamin (GalNAc) [143], welche ubiquitir auf der
Zelloberflaiche vorkommen. Die Bindung kann sowohl an Glykoproteine als auch an Glykosphingolipide
(GSL) erfolgen. Bei Letzteren handelt es sich um Bestandteile der Zellmembran, welche iiber ein in der
Membran verankertes, hydrophobes Ceramid und ein daran glykosidisch verkniipftes Oligosaccharid
verfiigen (Abbildung 3). Das Ceramid setzt sich aus einem Sphingosin und einer variablen Fettsdure
zusammen. Fiir Rizin wurde unter einer Bandbreite an GSL die stiarkste Bindung an Asialo-GM1 festgestellt
[133-135], welches ein Derivat des Gangliosids GM1 ohne Sialinsidurereste ist. Ganglioside zeichnen sich
durch komplex zusammengesetzte Oligosaccharide aus, die mindestens eine Sialinsdure wie z.B.
N-Acetylneuraminsdure enthalten. Diese Sialinsduren verleihen den Kopfgruppen anionischen Charakter.
Abgesehen von wenigen Ausnahmen binden Rizin und Abrin besser an nicht sialysierte Oligosaccharide, da
Sialinsduren zur Maskierung der erkannten Glykotope fithren [143]. So ging aus den umfangreichen
Untersuchungen zu Rizin hervor, dass eine Bindung des nicht sialysierten Oligosaccharids

(Gal-B1—3-GalNAc-31—4-Gal-B1—4-Glc-Cer) von Asialo-GM1 gegeniiber der sialysierten Form von GM1

praferiert wird.
GM1
i R = N-Acetylneuraminséure
Asialo-GM1 o0 % P
R=H o

N
s}
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M/WV\AA{‘OHM\MW
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F
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Abbildung 3: Struktureller Aufbau von Asialo-GM1 und GM1.

Die Glykosphingolipide Asialo-GM1 und GM1 setzen sich aus einem hydrophoben Ceramid (orange) und komplexen
Oligosacchariden zusammen und unterscheiden sich in einem Rest ,R“. Die zum Oligosaccharid verkniipften
Monosaccharide sind als farbige Kreise dargestellt. Die chemischen Strukturen wurden anhand der PubChem-Eintréage
CID 20057297 (GM1) und CID 6450363 (Asialo-GM1) mit der Software Accelyrs Draw (Symyx Technologies, Santa
Clara, USA) erstellt.

Rizin und Abrin besitzen jeweils zwei Kohlenhydratbindungstaschen [144-146]. Eine hochaffine
Interaktion an Oligosaccharide ist nur moglich, wenn die Lektine unter Nutzung beider Bindungstaschen
bivalent binden. Zu diesem Zweck muss der Abstand zwischen den Galaktoseresten genau so grof3 sein, dass
beiden Bindungstaschen eine Interaktion ermdglicht wird. Diese Anforderung erfiillt das Glykoprotein
Asialofetuin. Fiir Rizin und Abrin wurde eine starke Bindung an die o-glykosidisch verkniipften

Kohlenhydrate des Proteins ermittelt [136, 143]. Bisher wurden nur fiir Rizin kinetische Bindungsdaten

13



Einleitung

ermittelt, in denen eine Affinitdt von etwa 30-50 nM zu Asialofetuin festgestellt wurde [135, 147]. Diese
hohe Affinitat ist auf die Verteilung der insgesamt 12 terminalen Galaktosereste auf der Oberflache des
Proteins zuriickzufiihren [148], von denen drei endstiandig verkniipft in Disacchariden (Abbildung 4, A) und

weitere neun innerhalb von drei komplexen, triantenniren Oligosacchariden vorliegen (Abbildung 4, B).

B4 " Disaccharide Galaktose

3x A . Galaktosamin
: Ralos v
""" e S ‘;ff: ~ASF
TRy I O Glukosamin

p4_._._ Komplexe, triantenndre Mannose
1 @ o Oligosaccharide
B m /

‘ a

B4 3x

B4 12 terminale Galaktosereste

Abbildung 4: Organisation der terminalen Galaktosereste in Asialofetuin.

Das Glykoprotein Asialofetuin (ASF) besitzt insgesamt 12 terminale Galaktosereste, die in Disacchariden (A) und
komplexen, triantenndren Oligosacchariden (B) vorkommen. Die farbigen Kreise symbolisieren die jeweiligen
Monosaccharide. Griechische Buchstaben mit Zahlen geben die glykosidische Verkniipfung der Zucker an (z.B.: steht 4
fiir eine f1—4-Verkniipfung zum rechts davon stehenden Monosaccharid). Die Abbildung ist angelehnt an Dill et al
[147].

1.4.2 Globoside als gemeinsame Rezeptoren der Shigatoxine

Trotz ihrer genetischen Diversitit zeigen Stx1 und Stx2 dhnliche Eigenschaften in der Rezeptorbindung. Die
zu einem Homopentamer assemblierten B-Untereinheiten agieren in beiden Holotoxinen als Lektine und
vermitteln die Bindung an die Globoside Gb3 und Gb4 [149-152]. Globoside gehoren wie Asialo-GM1 zur
Klasse der Glykosphingolipide und setzen sich aus einem Ceramid und neutralen Oligosacchariden
zusammen (Abbildung 5). Gb3 wird vor allem auf der Oberflache von intestinalen, renalen und neuronalen

Endothelzellen exprimiert [153].

Das Ceramid in Gb3 ist [-glykosidisch mit einem als PX-Antigen bezeichneten Trisaccharid
(Gal-a1—4-Gal-B1—4-Glc-Cer) verbunden. Gb4 weist an Stelle des Trisaccharids ein um das Monosaccharid
Galaktosamin erweitertes Tetrasaccharid (GalNAc-B1—3-Gal-al—4-Gal-f1—4-Glc-Cer) auf, welches auch

P-Antigen genannt wird [154].
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Abbildung 5: Struktur der Globoside Gb3 und Gb4.

Die Globoside Gb3 und Gb4 bestehen aus einem mit einem komplexen Oligosaccharid verkniipften hydrophoben
Ceramid. Fiir Gb3 wird das Oligosaccharid als PX-Antigen und fiir Gb4 als P-Antigen bezeichnet. Die zum Oligosaccharid
verkniipften Monosaccharide sind als farbige Kreise dargestellt. Die chemischen Strukturen wurden anhand der
PubChem-Eintrage CID 66616222 (Gb3) und CID 86583361 (Gb4) mit der Software Accelyrs Draw (Symyx
Technologies, Santa Clara, USA) erstellt.

Die Rontgenstrukturanalysen von Co-Kristallen der Shigatoxine mit PX-Derivaten verdeutlichten, dass drei
Bindungsstellen pro B-Untereinheit und somit 15 potenzielle Lektinbindungsstellen innerhalb des
Holotoxins fiir die Interaktion mit Gb3 bereitstehen [137, 138, 155]. Erst die Prasentation von Gb3 in einer
geeigneten Lipidumgebung ermoglicht es den Shigatoxinen, multivalent und damit hochaffin an den
Rezeptor zu binden [156]. Es wurde gezeigt, dass die Bindung und Internalisierung der Shigatoxine mit der
Anwesenheit von detergenzresistenten Membran-Mikrodomanen (lipid rafts) assoziiert ist [157, 158].
Lipid rafts sind definiert als 10-200 nm grofie Membranabschnitte, die sich durch hohe Konzentrationen an

Cholesterol, Glykosphingolipiden und Sphingomyelin auszeichnen [159].

1.4.3 CPE bindet spezifisch an Claudine aus tight junctions

Fir CPE ist eine spezifische Bindung an die zellstdndigen Claudine beschrieben. Claudine sind Bestandteil
der Zell-Zell-Verkniipfungen (tight junctions) und mitverantwortlich fiir die Barrierefunktion von
Epithelien [160]. Es handelt sich um eine Familie von 21-27 kDa grofden Proteinen, die die Membran mit
vier Transmembrandomanen durchspannen [161, 162]. Auflerhalb der Membran liegen die zwei
extrazelluldaren Schleifen (EZS1 und EZS2) und die intrazellular lokalisierten C- und N-Termini. Unter den
27 humanen Claudin-Isoformen [163] zeigt CPE die stirkste Interaktion mit Claudin-4 und eine etwas
schwichere mit Claudin-3 [141, 142]. Zuséatzlich sind Claudin-6, -7, -8, -9 und -14 als niedrigaffine
CPE-Rezeptoren beschrieben [38]. Innerhalb der Transmembranproteine vermitteln die EZS1 und EZS2
Wechselwirkungen mit der Bindungstasche von CPE (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Bindung von CPE an Claudin-4.

1 CPE setzt sich aus einer zytotoxischen Domine
CPE (ZD, pink) und einer Rezeptorbindungsdomine
ZD (RBD, tiirkis) zusammen. Letztere interagiert iiber
die RBD mit den extrazelluldren Schleifen 1 und 2
(EZS1+2, gelb) des Transmembranproteins
Claudin-4 (CLDN4). Dieses ist liber seine vier
Transmembrandomanen (TMD, orange) in der
Membran verankert. Zur Visualisierung dienten
folgende PDB-Eintrage: 5B2G (CLDN4, RBD) &
3AM2 (CPE).

CLDN4

1.4.4 MAL als potenzieller Rezeptor fiir Etx

Fiir Etx liegen bisher nur wenige Daten zur Rezeptorbindung vor. Das Toxin zeigt charakteristische
Bindungspraferenzen, die auf die gewebe- bzw. zellspezifische Expression eines Rezeptors zuriickzufiihren
sein konnten. So iiberwindet es die Blut-Hirn-Schranke und schadigt spezifisch myelinhaltige, neuronale
Zellen wie Oligodendrozyten [164-166]. In Analogie zu dem homologen Toxin Aerolysin wurde fiir Etx eine
Bindung an lipid rafts beschrieben [167]. Diese spezielle Membrankomposition mit hohen Konzentrationen
an Cholesterol und Sphingomyelin verstirkt die Bindung von Etx an die Zelloberfliche. Weitere
Untersuchungen bestitigten, dass die Zusammensetzung und die daraus resultierende Fluiditit der

Lipidumgebung komplexe Einflussfaktoren fiir die Rezeptorbindung von Etx sind [168-170].

Interessanterweise sind nur wenige Etx-sensitive Zelllinien beschrieben, die wiederum ausschliefilich
renalen Ursprungs sind [40, 171-173]. Die hochste Sensitivitidt weisen canine Epithelzellen aus dem distalen

Nierentubulus (Madin-Darby Canine Kidney, MDCK) auf [173].

Aus diesen empirischen Beobachtungen leiten sich die beiden fiir Etx angenommenen Proteorezeptoren
Hepatitis A Virus Cellular Receptor 1 (HAVCR1) [40] und Myelin and Lymphocyte Protein (MAL) ab [42, 174].
Da die Transfektion von HAVCR1 in natiirlicherweise Etx-resistenten HEK-Zellen (HEK = Human Embryonic
Kidney) keine Suszeptibilitat gegeniiber dem Toxin herstellte, bleibt die Rolle dieses Proteins als endogener
Rezeptor fragwiirdig. Fiir MAL gelang eine {berzeugendere Darstellung: So {iberlebte eine
MAL-Knockout-Maus eine um den Faktor 1000 gesteigerte Toxindosis, die beim Wildtyp Symptome
verursachte [42]. Bei MAL handelt es sich um ein 17 kDa grofes Proteolipid, das als Tetraspanin in lipid
rafts vorkommt [175-178]. Es ist fiir die Organisation und Aufrechterhaltung dieser Glykosphingolipid-
angereicherten Mikrodoménen zustdndig und ist am Transport von Proteinen beteiligt [179]. Eine direkte
Interaktion mit Etx konnte weder fiir MAL, noch fiir HAVCR1 gezeigt werden. Da in Vorversuchen eines

Projektpartners innerhalb des SensTox-Projektes (Andreas Rummel, MHH) vielversprechende Ergebnisse
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fiir die Interaktion von Etx mit MAL erhalten wurden, fokussieren sich hier die Untersuchungen auf MAL als

potenziellem Rezeptor fiir Etx.

1.4.5 Funktionalisierung von Rezeptoren in Nanodisks

Unter den zuvor beschriebenen endogenen Rezeptoren (Kapitel 1.4.1 bis 1.4.4) der adressierten
biologischen Toxine lagen mit den Glykosphingolipiden (Asialo-GM1, Globoside Gb3 und Gb4) sowie den
Transmembranproteinen MAL und Claudin-4 biochemische Strukturen vor, die aufgrund ihrer
Hydrophobizitit eine eher maéfdige Loslichkeit in wassrigen Losungen und damit eine schlechte
Handhabbarkeit aufweisen. Die Solubilisierung von Transmembranproteinen gelingt zwar auch mit Hilfe
von Detergenzien, diese konnen aber eine artifizielle Proteinfaltung und so einen Aktivitatsverlust
verursachen. Zusatzlich ist insbesondere fiir MAL bzw. die Globoside Gb3 als Rezeptoren von Etx bzw. den
Shigatoxinen beschrieben, dass die Lipidumgebung einen wichtigen Beitrag zur Bindung an die
entsprechenden Toxine leistet [156-158, 167]. Aus den aufgefithrten Griinden war es wichtig, diese
endogenen Rezeptoren in eine gut l6sliche Form zu iiberfithren und sie vor allem fiir eine optimale
Funktionalitat in einer membrandhnlichen Lipidumgebung zu préasentieren. Zu diesem Zweck dienten in

dieser Arbeit Nanodisks.

Nanodisks sind diskoidale Lipiddoppelschichten, die durch zwei Kopien des helikalen Giirtelproteins
Membran Scaffold Protein (MSP) zusammengehalten werden. Die Herstellung dieser Modellmembranen
(Abbildung 7) erfolgt durch die graduelle Entfernung eines Detergenzes aus einer solubilisierten Mischung
von Phospholipiden, Rezeptoren und MSP [180, 181]. Aufgrund der Tendenz der Phospholipide,
Doppelschichten zu formen, und des amphiphilen Charakters des Giirtelproteins kommt es zur spontanen
Assemblierung der Nanodisks. Durch die starke Interaktion zwischen Lipiden und MSP entstehen stabile
Lipoproteinpartikel von kontrollierter, homogener Gréfde [182]. Die Lange des Gilirtelproteins MSP definiert

dabei den Durchmesser der assemblierten Nanodisks, der 6-17 nm betragen kann [182].

___________________

Phospholipide |
(solubilisiert) !

Nanodisks mit
Rezeptor

Rezeptor
(solubilisiert)

+
Giirtelprotein m DETERGENZ
(MSP)
+
DETERGENZ

Abbildung 7: Spontane Assemblierung von Nanodisks.

Phospholipide, ein Rezeptor (blau) und das Giirtelprotein MSP (grau) werden zusammen durch ein Detergenz (braun)
solubilisiert. Durch die graduelle Entfernung des Detergenzes kommt es zur spontanen Assemblierung von Nanodisks,
in die der Rezeptor integriert ist.
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Neben der besseren Handhabbarkeit und dem Funktionserhalt der endogenen Rezeptoren bieten
Nanodisks den Vorteil, dass sie sich aufgrund der Giirtelproteine iiber deren Proteintags (z.B. His-Tag)
immobilisieren lassen. Diese Eigenschaft ermoglicht insbesondere die Interaktionsanalyse von
Glykosphingolipiden mittels Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR). Borch et al
untersuchten zum Beispiel die Bindung von Choleratoxin an in Nanodisks integriertes GM1 mit Hilfe von
SPR-Messungen [183]. Im Rahmen dieser Arbeit sollten Nanodisks dazu dienen, die Bindungskinetik der
beschriebenen Glykosphingolipide und der Transmembranproteine an die entsprechenden Toxine mit Hilfe
der Oberflaichenplasmonenresonanzspektroskopie zu charakterisieren. Dariiber hinaus sollte die
Immobilisierung von in Nanodisks integrierten Fangerstrukturen auf Goldelektroden eines

Vor-Ort-Detektionssystems und fiir stationdre ELISA auf Mikrotiterplatten erprobt werden.

1.5 Vor-Ort-Detektion biologischer Toxine

Die Etablierung der Rezeptor-basierten und Antikorper-basierten ELISA-Systeme erfolgte zundchstin Form
konventioneller Platten-basierter, stationidrer Nachweise. Ein Ziel dieser Arbeit war es, die stationidren
Nachweise in eine Vor-Ort-Detektionsplattform zu T{berfiihren. Zu diesem Zweck war ein
Schnelldetektionssystem mit einfacher Handhabung erforderlich, um im Falle eines bioterroristischen
Anschlags eine erste Einschatzung der Gefahrenlage durch die zustiandigen Einsatzkrafte zu ermdglichen.
Obwohl die Vor-Ort-Detektionsverfahren in der Regel nur eine Ja-Nein-Aussage hinsichtlich der Exposition
mit biologischen Toxinen liefern (Abbildung 8), miissen sie fiir einen Nachweis ausreichend sensitiv und
spezifisch sein. Durch den Einsatz von Schnelldetektionsverfahren ist eine umgehende Einleitung von
Schutzmafinahmen moglich. Fir eine weiterfiihrende und umfassende Analytik werden die
Verdachtsproben in ein Expertenlabor transportiert. Hier erfolgt eine prazise Charakterisierung des
potenziell toxischen Materials mit Hilfe unterschiedlicher Methoden. Die Untersuchungen haben zum Ziel,
die Probe qualitativ (Identitiat, Zusammensetzung, biologische Aktivitit) und quantitativ zu analysieren. Mit
Ergebnissen aus einer massenspektrometrischen Analytik (MS), funktionellen Testungen und
hochsensitiven immunologischen Verfahren ergibt sich ein detailliertes Bild zu Art und Umfang der
Exposition mit dem toxischen Agens. Eine solche Analytik wurde im Rahmen eines Leistungstests
verschiedener Expertenlabore durchgefithrt und beschreibt das exemplarische Vorgehen anhand von
Rizin-Verdachtsproben [184]. In ihre Untersuchungen schlossen die Autoren auch die Prifung von
Vor-Ort-Detektionssystemen ein. Hier iiberzeugte der portable Toxindetektor (pTD, Analytik Jena; Bruker
Daltonik, Leipzig) mit einer zuverlassigen Detektion der verblindeten Verdachtsproben. Diese robuste
Schnelldetektionsplattform fiir den simultanen Nachweis biologischer Agenzien wurde daher auch fiir die

vorliegende Arbeit ausgewdhlt.
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gehéduftes Auftreten blutiger Diarrhoe ungeklarter Ursache
Erstanwender
Vor-Ort-Nachweis Ja-Nein-Aussage
+ schnell (< 1h) » Schnelldetektionsverfahren (u.a. LFA, pBDi)
+ spezifisch
» ausreichend sensitiv
» leichte Bedienung Probentransport
Expertenlabor
Identitat
Stationdre Nachweise « MS Quantifizierung
« hochspezifisch « ELISA
» hochsensitiv Funktionelle Testungen ° " CR
« umfangreiche Testungen ungen -, Suspensionsarray
- aufwéndig (Zeit, Technik, + Cytotoxizitatstests
Auswertung) + MS (Adenin-Freisetzung)
» Maus-Bioassay

Abbildung 8: Ablauf der Analytik von potenziell toxinhaltigen Proben.

Dargestellt ist das Zusammenwirken von Vor-Ort- und stationdren Nachweismethoden im Fall eines ungekldrten
Auftretens von blutigen Diarrhéen, bei denen ein intentionaler Ausbringungsversuch mit biologischen Toxinen nicht
ausgeschlossen werden kann.

Der pTD bzw. der weiterentwickelte, von der Firma Bruker Daltonik GmbH hergestellte portable
BioDetector integrated (pBDi) ist eine elektrochemische, Biochip-basierte Detektionsplattform, mit der bis
zu sechs Analyten in Doppelbestimmung simultan untersucht werden kénnen. Die Messung kann u.a. im
ELISA-Format ausgefiihrt werden. Aufgrund der vollautomatischen Probenprozessierung und
Datenauswertung eignet sich die Plattform fiir die Anwendung durch Erstanwender ohne biologische oder

chemische Ausbildung.

Das Gerat (A) und seine Funktionsweise (B, C) sind in Abbildung 9 dargestellt [185, 186]. Die Grundlage
bildet ein Silizium-Chip mit 16 verschrankten Goldelektroden (Abbildung 9 B). Die Immobilisierung von
Zielstrukturen auf den Elektroden erfolgt durch Physisorption, welche durch hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen der Goldoberfliche und schwefelhaltigen Thiolgruppen des Proteins
vermittelt wird. Es handelt sich um eine Plattform, in der sowohl Antikérper als auch endogene Rezeptoren
(sofern sie cysteinhaltig sind) als Fangerstrukturen untersucht werden konnen. Neben der direkten
Physisorption der Rezeptoren besteht die Maoglichkeit, diese in Nanodisks integriert iiber eine
cysteinhaltige MSP-Variante (siehe 1.4.5) zu immobilisieren. Letztere Option stellt die Basis fiir die
Immobilisierung der GSL-Rezeptoren in diesem System dar, da bisher fiir die verwendeten Zielstrukturen
keine Thiol-haltigen Varianten beschrieben sind. Zusatzlich zu den toxinspezifischen Positionen befinden
sich auf jedem Biochip mindestens je zwei Positiv- und Negativkontrollen. Diese Kontrollpositionen dienen
als Qualitatskontrolle fiir valide Messungen und ermdglichen eine Normalisierung der Messsignale (siehe

Kapitel 2.6.5) und damit eine Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Chipmessungen.
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Nach dem Einbringen des Sensorchips in das Gerat (Abbildung 9, A) werden alle fiir den Assay benétigten
Reagenzien durch die Mikrofluidik des Systems sequenziell iiber die Chipoberflidche geleitet. In Abbildung
9 Cist der Ablauf der Nachweisreaktion am Beispiel eines rein Antikérper-basierten Nachweises illustriert.
Zunichst erfolgt eine etwa zehnminiitige Inkubation mit der Probe. Bei Anwesenheit eines Toxins wird
dieses an den Fangerantikoérper gebunden. Der Nachweis selbst beruht auf dem Einsatz biotinylierter
Detektionsantikdrper in Kombination mit einer Streptavidin-gekoppelten -D-Galaktosidase. Das Enzym
fiihrt zZur Umsetzung des elektrochemisch inaktiven Substrats
p-Aminophenyl-3-D-galaktopyranosid (p-APG) in das redox-aktive p-Aminophenol (p-AP). Durch die
Elektrodenarchitektur in Form miteinander verschriankter Anoden und Kathoden tritt p-AP in einen
Redoxzyklus mit p-Chinonimin (p-CI) ein. Dieses Redoxcycling fiihrt zu einer Signalamplifikation um etwa
den Faktor zehn [187]. Der so generierte Anstieg des elektrischen Stroms wird bei gestoppter Fluidik
ermittelt und mit Hilfe der inhdrenten Kontrollpositionen als normalisiertes Signal ausgegeben. Fiir die in
dieser Arbeit verwendeten Sensorchips dienten murines Immunglobulin (IgG) als Negativkontrolle und
biotinylierte Kaninchen anti-Maus IgG als Positivkontrolle. Bei validen Messungen zeigen ausbleibende
Signale auf der Negativkontrolle und die Bindung der [-D-Galaktosidase an die biotinylierten
Kaninchenantikorper (Positivkontrolle) die Abwesenheit von Systemfehlern und Storfaktoren an. Ein
abschlief3ender Spiilschritt mit detergenzhaltiger Natronlauge sorgt fiir die Dekontamination des Gerates.

Insgesamt nimmt die Messung einer Probe damit 25 Minuten in Anspruch.

C |p-APG| | p-AP

SA-B-D-Galaktosidase

Amplifikation
durch Redoxcycling

| p-Cl |
- 2e; -2H* + 2e; +2H*

Anode Kathode J

verschrédnkte Goldelektrode

Detektionsantikérper -
(biotinyliert) | p-AP = p-Aminophenol |

|p-CI = p-Chinonimin |

Wr Fédngerantikérper
(immobilisiert)

)& | p-APG = p-Aminophenyl-B-D-galaktopyranosid

Abbildung 9: Aufbau und Funktionsweise des pTD/pBDi-Gerits.

Der portable Toxindetektor (pTD) bzw. portable BioDetector integrated (pBDi) ist ein mobiles Messgerdt (A) zum
Nachweis biologischer Agenzien. Herzstiick des Geréts ist der elektrochemische Sensor (B) mit 16 verschrankten
Goldelektroden. Das Messprinzip (C) entspricht dem eines Sandwich-ELISAs: Immobilisierte Fangerantikérper binden
das Toxin, welches durch einen biotinylierten Detektionsantikdrper nachgewiesen wird. Durch die Inkubation mit dem
Enzym (-D-Galaktosidase (markiert mit Streptavidin) reagiert das zugegebene Substrat p-Aminophenyl-
B-D-galaktopyranosid (p-APG) zu dem elektrochemisch aktiven Produkt p-Aminophenol (p-AP). Eine
Signalamplifikation wird durch den Eintritt von p-AP in einen Redoxzyklus mit p-Chinonimin (p-CI) erzielt.
A. Auflenansicht des Gerdts pBDi. B. Goldelektroden des Sensorchips C.Ablauf der Messreaktion und der
Signalamplifikation an einer verschrankten Goldelektrode. Diese Abbildung ist angelehnt an Schulz et al. [188].
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Die Verwendung des Gerdts ist in der Arbeitsgruppe etabliert. Im Rahmen der Dissertation von
Eva-Maria Hansbauer wurde mit Asialofetuin bereits ein Glykoprotein als Fangerstruktur fiir Abrin
untersucht [115]. Fir Rizin lagen in dieser Hinsicht noch keine Daten vor. Des Weiteren ist die
Immobilisierung von Nanodisks und komplex strukturierten Transmembranproteinen wie Claudin-4 auf
Sensorchips bisher unerforscht. Ziel dieser Arbeit war, in der pBDi-Plattform den Vor-Ort-Nachweis von
Abrin, Rizin, den Shigatoxinen, CPE und Etx mittels innovativen Fangerstrukturen vergleichend mit

monoklonalen Toxin-spezifischen Fangerantikdrpern zu untersuchen.
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1.6 Zielsetzungen der Arbeit

Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen des SensTox-Projektes erstellt, das vom
Bundesministerium fiir Bildung und Forschung von Dezember 2015 bis Mai 2019 unter dem
Forderkennzeichen 13N13793 finanziert wurde. SensTox steht fir ,Sensor-basierte und automatisierte
Detektion von hoch- und niedermolekularen biologischen Toxinen“. Im Teilprojekt des RKI zielten die
Untersuchungen auf die Etablierung einer Differentialdiagnostik zu Intoxikationen mit den Pflanzentoxinen
Rizin und Abrin ab, die mit der Leitsymptomatik blutige Diarrhéen mit Leukozyten im Stuhl einhergehen.
Die Detektion war in Form eines Vor-Ort-Nachweises angelegt, um bioterroristische Ausbringungsversuche
mit den Pflanzentoxinen schnellstméglich zu erkennen und von natiirlichen Krankheitsgeschehen mit
dhnlicher klinischer Manifestation abzugrenzen. Zu diesem Zweck sollte in differentialdiagnostischer
Betrachtung zu Rizin und Abrin ein simultaner Nachweis von hochmolekularen Proteotoxinen mit dhnlicher
Symptomatik und klinischer Relevanz entwickelt werden. Zu diesen Toxinen zidhlen Stx1 und Stx2, CPE, Etx,
TcdA, TcdB, und SET. Neben klassischen, auf monoklonalen Antikérpern basierenden ELISA wurden
aufgrund der strukturellen Variabilitdt der Toxine (v.a. Stx1, Stx2, SET) innovative Nachweissysteme auf
Basis der endogenen Rezeptoren erprobt. Diese Arbeit fokussierte sich dabei auf die Toxine Stx1, Stx2, CPE

und Etx und hatte folgende Ziele:

e Generierung von CPE- sowie Etx-spezifischen monoklonalen Antikérpern und deren umfangreiche
Charakterisierung, speziell auf ihre Eignung hin, in Kombination mit den endogenen Rezeptoren

als Detektor zu fungieren.

e Etablierung von Sandwich-ELISA zum stationdren Nachweis von CPE, Etx und den Shigatoxinen
basierend auf den neu generierten (CPE, Etx) oder kommerziell verfiigbaren Stx-spezifischen

Antikorpern.

e Untersuchung der Rezeptorbindung von Rizin und Abrin (an Asialo-GM1, Asialofetuin), den
Shigatoxinen (an Gb3, Gb4), CPE (an Claudin-4) und Etx (an MAL), je nach Toxin und Rezeptor unter

Verwendung der Nanodisk-Technologie.
e Evaluation von hochaffinen Rezeptoren als Fangerstrukturen fiir den Nachweis aller Toxine und
vergleichende Untersuchung mit den etablierten bzw. bestehenden (Rizin, Abrin)

Antikorper-basierten Sandwich-ELISA.

e Implementierung aller Rezeptor-basierten und Antikorper-basierten Nachweise in die

automatisierte Vor-Ort-Detektionsplattform pBDi (Fa. Bruker Daltonik GmbH).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

In Tabelle 4 sind die verwendeten Gerdte aufgelistet. Standardlaborgeriate wie Zentrifugen, Vortexer,

Kiihlschranke und Pipetten sind nicht aufgefiihrt.

Tabelle 4: Geriite.

Gerat Typ Hersteller
Anaerobier-Werkbank Whitley A35 Meintrup DWS Laborgerte,
Herzlake

X100
Biacore™ (SPR) GE Healthcare, Chicago, USA

T200
Brutschrank HeraCell 240™ Heraeus, Hanau
Durchflusszytometer LSRII BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Elektrophoresegerat Mini-PROTEAN® 3 Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Fliissigchromatographieanlage | AKTAexplorer™100 GE Healthcare, Chicago, USA

Gasdichte Spritze

Gastight® 1710 RN, 22G, 100 pl

Hamilton, Bonaduz, CH

Geldokumentation ChemiDoc™ MP Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Konzentrator SpeedVac™ Savant Instruments, Hicksville, USA
Mikroplattenleser Tecan Infinite® M200 Tecan, Mannedorf, CH
Mikroplattenwascher HydroSpeed™ Tecan, Mannedorf, CH

Mikroskop DMIL 090-135.001 Leica, Wetzlar

Photometer NanoPhotometer® P300 Implen, Miinchen

Semi-Dry Blotter

TransBlot® Turbo™ V.102

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Sicherheitswerkbank HERASafe™ Heraeus, Hanau
Ultraschallgerat Sonifier 450 Branson, Danbury, USA
pBDi Bruker Daltonik, Leipzig
Vor-Ort-Detektionsplattform
pTD Analytik Jena, Itzehoe
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2.1.2 Software

Tabelle 5 gibt eine Ubersicht zu der Software, die in dieser Arbeit zur Anwendung kam.

Tabelle 5: Software.

Software

Verwendung

Hersteller

Accelrys Draw 4.1

Visualisierung chemischer
Strukturen

Symyx Technologies, Santa Clara,
USA

Biacore™ X100 Control
Software 2.0.1

Steuerung Biacore™ X100

GE Healthcare, Chicago, USA

Biacore™ T200 Control
Software 2.0.1

Steuerung Biacore™ T200

GE Healthcare, Chicago, USA

Biacore™ X100 Evaluation
Software 2.0.1

Biacore™ T200 Evaluation
Software 3.0

Datenanalyse SPR-Messungen

GE Healthcare, Chicago, USA

GE Healthcare, Chicago, USA

EndNote X9.2

Literaturverwaltung

Clarivate Analytics, Philadelphia,
USA

FlowJo 8.7

Datenanalyse FACS

Flow]o, Ashland, USA

GraphPad Prism 8.2.1

Datenanalyse und -darstellung

GraphPad Software, San Diego, USA

i-control™ 1.10

Steuerung Tecan
Infinite®M200

Tecan, Mannedorf, CH

Image Lab 5.2.1

Darstellung von Gelen und
Blots

Bio Rad Laboratories, Hercules, USA

Inkscape™ 0.92.4

Erstellung von Vektorgrafiken

Inkscape Community

pBDi Control 1.40

Steuerung pBDi

Bruker Optik, Leipzig

pTD control 1.30

Steuerung pTD

Analytik Jena, Itzehoe

UNICORN Control

Steuerung AKTAexplorer

GE Healthcare, Chicago, USA

2.1.3 Kommerzielle Kits

In Tabelle 6 finden sich die hier verwendeten kommerziell erhaltlichen Kits. Diese wurden den

Herstellerangaben entsprechend angewendet.

Tabelle 6: Kommerzielle Kits.

Kit

Anwendung

Hersteller

Amine Coupling Kit

Immobilisierung von
Proteinen an CM5 Sensorchips

GE Healthcare, Chicago, USA

BIAmaintenance Kit

Instandhaltung
Biacore™ Geréte

GE Healthcare, Chicago, USA

Gel Filtration Calibration Kit
HMW

Kalibrierung der
Gelfiltrationssaule

GE Healthcare, Chicago, USA

GST Capture Kit

Immobilisierung
GST-getaggter Proteine an
CM5-Sensorchips

GE Healthcare, Chicago, USA

His Capture Kit

Immobilisierung His-getaggter
Proteine an CM5 Sensorchips

GE Healthcare, Chicago, USA

Isotyping Kit

Isotypisierung mAk

Roche, Basel, CH

Mouse Capture Kit

Immobilisierung von murinen
mAk an CM5-Sensorchips

GE Healthcare, Chicago, USA
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2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7 listet die benoétigten Verbrauchsmaterialien auf. Nicht darin inbegriffen sind Standardmaterialien

wie Pipettenspitzen und Reaktionsgefaf3e.

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien.

Material Typ Hersteller

Bio-Beads™ SM-2 Resin Bio Rad Laboratories, Hercules,
USA

Cryordhrchen 1,8 ml Nunc, Roskilde, DK

Dialyseschlauch MWCO 8-10 kDa Spectrum Labs, Frankfurt/Main

Druckgasdose Stickstoff

HiQ® Minican 5.0

Linde, Dublin, IRL

ELISA-Platten

Nunc MaxiSorp™, 96-Well

Nunc, Roskilde, DK

Entsalzungssaulen PD-10 GE Healthcare, Chicago, USA
Filterpapier Whatman® 3 MM CHr g‘]girmo Fisher Scientific, Waltham,
Gelfiltrationssaule Superdex™ 200 increase 10/300 gl | GE Healthcare, Chicago, USA

Glasvials mit PTFE-Kappe

2 ml

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Kaniilen Sterican® Kaniilen B. Braun, Melsungen
Klebefolien fiir Mikrotiterplatten Nunc, Roskilde, DK
Kulturrohrchen aus Glas 6 ml VWR International, Radnor, USA
Minikapillare Minivette® POCT Sarstedt, Niimbrecht

PVDF-Membran

Immobilon®-P 0,45 um

Millipore, Schwalbach

Protein A Saulen

HiTrap® MabSelect™ SuRe™

GE Healthcare, Chicago, USA

Protein G Sdulen

HiTrap® Protein G HP

GE Healthcare, Chicago, USA

Rundbodenplatte

Nunc™ U-Well, 96-Well

Nunc, Roskilde, DK

Sensorchip (SPR)

CM5

GE Healthcare, Chicago, USA

Serologische Pipetten

1,2,5,10,25,50ml

TPP, Trasadingen, CH

Spritzen 1ml, 10 ml, 20 ml B. Braun, Melsungen

Spritzen mit Luer-Lock 1ml BD Biosciences, Franklin Lakes,
Ansatz USA

Spritzenvorsatzfilter 0,22 um Egzrmo Fisher Scientific, Waltham,
Vakuumfiltrationseinheit 0,2 um VWR International, Radnor, USA
Zellk.u.lturﬂaschen, 25,75,150 cm? TPP, Trasadingen, CH

ventiliert

Zellkulturplatten 6-,12-, 24-, 48-Well TPP, Trasadingen, CH
Zellkulturplatten 96-Well, Nunclon™ Delta Nunc, Roskilde, DK

Zellschaber Grofde S, M, L TPP, Trasadingen, CH

7ellsich 70 um BD Biosciences, Franklin Lakes,

USA

Zentrifugen-Filtereinheiten

Amicon® Ultra MWCO 10, 50 kDa

Millipore, Billerica, USA
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2.1.5 Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Tabelle 8 liefert einen Uberblick iiber die Chemikalien und Reagenzien, die fiir die experimentellen Arbeiten

bendtigt wurden.

Tabelle 8: Chemikalien und Reagenzien.

Reagenz

Synonym/Spezifikation

Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid

ROTIPHORESE®Gel 30 (37,5:1)

Carl Roth, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat

APS

Bio Rad Laboratories, Hercules,
USA

Biotin-N-Hydroxysuccinimid

Biotin-NHS

Sigma-Aldrich, Seelze

Bovines Serumalbumin

BSA, Fraktion V, proteasefrei

Sigma-Aldrich, Seelze

Casein gereinigt aus Kuhmilch Sigma-Aldrich, Seelze

CDP-Star i Applied Biosystems, Foster City,
USA

Chloroform - Sigma-Aldrich, Seelze

Cholesterol - Sigma-Aldrich, Seelze

Coomassie Brilliant Blue G-250

Serva, Heidelberg

1-Ethyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl)carbodiimid

EDC

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Ethylendiamintetraessigsaure

EDTA

Carl Roth, Karlsruhe

piperazinyl)-ethansulfonsdure

Formalin 37 % (v/v) Formaldehyd Carl Roth, Karlsruhe
Glycerol p.a., wasserfrei Carl Roth, Karlsruhe
Glycin - Carl Roth, Karlsruhe
GM1 aus bovinem Hirn Sigma-Aldrich, Seelze
Halt™ Protease and Phosphatase 100 x Thermo Fisher Scientific,
Inhibitor Cocktail Waltham, USA
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1- HEPES Carl Roth, Karlsruhe

Inkomplettes Freund Adjuvans

0,85 % (v/v) Paraffinol
0,15 % (v/v) Mannidmonooleat

Sigma-Aldrich, Seelze

Komplettes Freund Adjuvans

1 mg/ml hitzeinaktivierte

M. tuberculosis

0,85 % (v/v) Paraffinol

0,15 % (v/v) Mannidmonooleat

Sigma-Aldrich, Seelze

Laktose Monohydrat

Carl Roth, Karlsruhe

Magermilchpulver

Blotting Grade

Carl Roth, Karlsruhe

Magnesiumchlorid Hexahydrat

MgClz 5 x H20

Merck, Darmstadt

Membrane Scaffold Protein

MSP1D1, MSP1D1 D73C,
MSP1E3D1, MSP1E3D1 D73C

Sigma-Aldrich, Seelze

Methanol 299,9 %, p.a.,, ROTIPURAN® Carl Roth, Karlsruhe
Natriumazid NaN3 Sigma-Aldrich, Seelze
Natriumcarbonat wasserfrei Merck, Darmstadt
Natriumchlorid NaCl Carl Roth, Karlsruhe
Natriumdesoxycholat Monohydrat - Sigma-Aldrich, Seelze
Natriumdodecylsulfat SDS Sigma-Aldrich, Seelze

Natriumthiosulfat Pentahydrat

Na2S2035 xH20

Sigma-Aldrich, Seelze

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 8

Reagenz

Synonym /Spezifikation

Hersteller

Natronlauge

NaOH, 32% (w/v)

Carl Roth, Karlsruhe

PageRuler™ Prestained Protein
Ladder

10 bis 180 kDa

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

1-Palmitoyl-2-

POPC, gelost in

Sigma-Aldrich, Seelze

oleoylphosphatidylcholin Chloroform/Methanol

Polyethylenglykol 1500 PEG 1500 Roche, Basel, CH

Saponin Sapogenin =10 % Sigma-Aldrich, Seelze
Schwefelsaure 2,5M Carl Roth, Karlsruhe
Silbernitrat AgNOs Merck, Darmstadt
Sphingomyelin aus porzinem Hirn Avanti Polar Lipids, Alabaster,

USA

Styren-Maleinsdureanhydrid-
Copolymer

Lipodisq®, 3:1, Pre-hydrloyzed

Sigma-Aldrich, Seelze

Sulfo-NHS

N-Hydroxysulfosuccinimid

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

3,3",5,5'-Tetramethylbenzidin TMB Seramun Diagnostics, Heidesee
Tetramethylethylendiamin TEMED gIS(ZRad Laboratories, Hercules,
Trls[hy droxymethyl) Tris Carl Roth, Karlsruhe
aminomethane

Tween® 20 Polysorbat 20 Merck, Darmstadt

Die Zusammensetzung der hergestellten Puffer findet sich in Tabelle 9.

Tabelle 9: Zusammensetzung von Puffern.

Puffer

Anwendung

Zusammensetzung

pH

ACK-Lysepuffer

Lyse von Erythrozyten

155 mM NH4ClI
10 mM Kz2CO03
0,1 mM NazEDTA

7,3

Assaypuffer

Western Blot

100 mM Diethanolamin
1 mM MgClz x 6 H20

10,0

Caseinpuffer

Blockpuffer in
Sandwich-ELISA

0,05 M Tris,

0,625 % (w/v) Casein
0,005 % (w/v) 5-Bromo-5-
Nitro-1,3-Dioxan

0,0025 % (v/v) Tween 20

7,3

Coomassie-Farbeldsung

Proteinfarbung

0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue
G250

10 % (w/v) (NH4)2S04

3 % H3PO4

20 % Ethanol

Elektrophoresepuffer

SDS-PAGE

192 mM Glycin
25 mM Tris
0,1 % (w/v) SDS

8,3

Elutionspuffer

Elution der mAk von der
Protein-A-Siule

0,1 M Natriumcitrat

3,6

FACS-PBS

Durchflusszytometrie

PBS
2,5 % (w/v) FKS
0,1 % (w/v) NaN3

7,3

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 9

Puffer

Anwendung

Zusammensetzung

pH

HBS-N

HBS-EP+

Laufpuffer in
SPR-Messungen

10 mM HEPES
150 mM NacCl

7,4

wie HBS-N, zusatzlich:
3 mM EDTA
0,025 % (v/v) Tween 20

7,4

mAKk-Reinigungspuffer

Affinitdtschromatographie
zur mAk-Reinigung

20 mM NazPO4
0,15 M NaCl

7,2

PBS

Standardpuffer

137 mM NacCl
8,1 mM NazHPO:
2,7 mM KCI

1,5 mM KH2PO4

7,3

PBS-T

Waschpuffer

PBS, 0,05 % (v/v) Tween 20

7,3

PBS mit 0,1 % BSA

Antigenverdiinnungspuffer
in Sandwich-ELISA

PBS, 0,1 % (w/v) BSA

7,3

Lammli-Probenpuffer
(3x)

SDS-PAGE

50 mM Tris-HC], pH 6,8

10 % (v/v) Glycerol

2% (w/v) SDS

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
5 % (w/v) B-Mercaptoethanol

6,8

Saponinpuffer

iFACS

PBS, 0,5 % (w/v) Saponin

7,3

SMA-Puffer

Herstellung von SMALPs

2% (w/v) SMA (3:1)
20 mM Tris/HCI

100 mM NacCl

10 mM EDTA

10 mM MgCl2

25 U Benzonase

8,2

Transferpuffer

Western Blot

48 mM Tris

39 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol
0,037 % (w/v) SDS

9,2

2.1.6 Antikorper und Enzyme

Tabelle 10 listet alle Primarantikorper auf, die zum Einsatz kamen. Die fiir diese Arbeit verwendeten

kommerziellen Sekundarreagenzien und Enzyme sind in Tabelle 11 aufgefiihrt.

Tabelle 10: Antikorper.

Antikérper Abk. Antigen Isotyp Ursprung | Quelle/Referenz

anti-Asialo-GM1 Asialo-GM1 IgG, pAk Kaninchen | Abcam, Cambridge, UK

anti-GM1 GM1 IgG, pAk Kaninchen | Abcam, Cambridge, UK

Anti-GST GST 1gG1, mAk Maus gggscrlpt Biotech, Piscataway Township,
anti-6 x His Tag | anti-His | 6 x His Tag | IgG2b, mAk Maus Invitrogen, Carlsbad, USA

anti-MAL MAL IgG, pAk Kaninchen | Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
AP10 Abrin, Rizin | IgG2a, mAk Maus Eva-Maria Hansbauer, RKI [115]

Fortsetzung auf der nachsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 10

Antikoérper Abk. Antigen Isotyp Ursprung | Quelle/Referenz

AP54 - Abrin IgG1, mAk Maus Eva-Maria Hansbauer, RKI, Berlin [115]
AP69 - Abrin IgG1, mAk Maus Eva-Maria Hansbauer, RKI, Berlin [115]
AP406 - Abrin IgG1l, mAk Maus Sylvia Worbs, RKI, Berlin

AP430 - Abrin IgG2a, mAk Maus Sylvia Worbs, RKI, Berlin

AP3202 - Abrin IgG1l, mAk Maus Eva-Maria Hansbauer, RK]I, Berlin [115]
AP3659 - Abrin IgG2a, mAk Maus Eva-Maria Hansbauer, RKI, Berlin [115]
AP3808 - Abrin IgG2a, mAk Maus Eva-Maria Hansbauer, RKI, Berlin [115]
ATCC 11E10 11E10 Stx2 1gG1, mAk Maus ﬁf)“cir;ﬁ?: E’;ge[(l:gg]‘“e Collection,
ATCC 11F11 11F11 Stx2 IgG2a, mAk Maus ﬁf)“cir;ﬁ?: E’;ge[(l:gg]‘“e Collection,
ATCC 13C4 13C4 Stx1 1gG1, mAk Maus ﬁ:ﬁgﬁ?: E’;ge[ggg]‘“e Collection,
CPE1 - CPE IgG1, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

CPE58 - CPE IgG1l, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

CPE384 - CPE IgG1, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

CPE526 - CPE IgG1, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

CPE562 - CPE IgG1, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

CPE639 - CPE IgG1, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

CPE1339 - CPE IgG1, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

Etx146 - Etx IgG1, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

Etx212 - Etx IgG1, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

Etx343 - Etx IgG1l, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

Etx444 - Etx IgG1, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

Etx484 - Etx IgG1, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

Etx755 - Etx IgG1, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

Etx905 - Etx IgG1, mAk Maus diese Arbeit, RKI, Berlin

IgG - keine IgG Maus Dianova, Hamburg

MBS311734 MBS34 Stx1 IgG1, mAk Maus MyBioSource, San Diego, USA [191]
MBS311736 MBS36 Stx2 IgG1, mAk Maus MyBioSource, San Diego, USA

R21 - Rizin IgG1, mAk Maus Diana Pauly, RKI, Berlin [98]

R18 - Rizin IgG1, mAk Maus Diana Pauly, RKI, Berlin [98]

SEA165 - SEA IgG1, mAk Maus Uwe Fiebig, RKI, Berlin

SLT11I 2H3 2H3 Stx1 IgG1, mAk Maus Erwin Martlbauer, LMU Miinchen [192]
SLT2 11T 1B5 1B5 Stx2 IgG, mAk Maus Erwin Martlbauer, LMU Miinchen [193]
SLT2 III 1E1 1E1 Stx2 IgG, mAk Maus Erwin Martlbauer, LMU Miinchen [193]
STX1-10D11 10D11 Stx1 IgG2b, mAk Maus Toxin Technology, Sarasota, USA [191]
STX1-3C10 3C10 Stx1 IgG1, mAk Maus Toxin Technology, Sarasota, USA [191]
STX2-BB12 BB12 Stx2 IgG1, mAk Maus Toxin Technology, Sarasota, USA [194]
TcdA3211 - TcdA IgG1, mAk Maus Kristin Eichler, RKI, Berlin [195]
TcdB3322 - TcdB IgG2b, mAk Maus Kristin Eichler, RKI, Berlin [195]

VT 109/4-E9b 109/4 Stx1 IgG, mAk Maus Sifin Diagnostics, Berlin

VT 135/6-B9 135/6 Stx2 IgG, mAk Maus Sifin Diagnostics, Berlin

VT 136/8-H4 136/8 Stx2 IgG, mAk Maus Sifin Diagnostics, Berlin
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Tabelle 11: Sekundirreagenzien und weitere Enzyme.

Enzym Ursprung Hersteller
anti-Kaninchen-IgG-Biotin Ziege Dianova, Hamburg
anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase Ziege Dianova, Hamburg
anti-Maus-IgG-Biotin Ziege Dianova, Hamburg
anti-Maus-IgG-Cy5 Ziege Dianova, Hamburg
anti-Maus-IgG-Peroxidase (Fcy-spezifisch) Ziege Dianova, Hamburg
anti-Maus-IgG-Peroxidase (H+L) Ziege Dianova, Hamburg

Avidix Alkalische Phosphatase k.A. Applied Biosystems, Foster City, USA
Benzonase® Nuclease S. marcescens | Sigma-Aldrich, Seelze
Streptavidin Poly-HRP k.A. Diavita, Heidelberg
Thrombin Protease Rind GE Healthcare, Chicago, USA

k.A. = keine Angaben

2.1.7 GSL- und Proteorezeptoren

Die in dieser Arbeit als endogene Rezeptoren erprobten Glykosphingolipide (GSL) und Proteine finden sich

in Tabelle 12.

Tabelle 12: Rezeptoren.

Rezeptor Synonym /Spezifikation Quelle

Asialofetuin Glykoprotein, Typ 1 Sigma-Aldrich, Seelze

Asialo-GM1 Gangliotetraosylceramid Matreya, State College, USA

Claudin-4 Elells}ri);gZii{lJrsprung) Andreas Rummel, MHH Hannover

Galaktosylceramid GalCer, aus bovinem Hirn Matreya, State College, USA

Globotetrahexosylceramid Gb4 Matreya, State College, USA

Globotriaosylceramid Gb3 Matreya, State College, USA

Laktosylceramid LacCer Matreya, State College, USA
Myelin and Lymphocyte Protein,

MAL rek. Protein Andreas Rummel, MHH Hannover

(muriner Ursprung)

2.1.8 Toxine und Bakterieniiberstinde

Tabelle 13 listet die in dieser Arbeit verwendeten gereinigten und rekombinanten Toxine und toxinhaltigen

Bakterieniiberstinde bzw. -lysate auf. Fiir die Herstellung von Bakterieniiberstinden aus den grofitenteils

extern bezogenen C. perfringens-Stammen wurden die Bakterien zunachst fiir ein bis sieben Tage bei 32 °C

in

Trypton-Pepton-Glucose-Hefeextrakt-Medium (TPGY)

unter

anaeroben Bedingungen

(Gaszusammensetzung: 6 % Hz, 10 % COz, 84 % N3) kultiviert. Anschlief3end wurden die Bakterienkulturen

zentrifugiert (10.000 x g, 10 min) und die Uberstinde abgenommen.
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Tabelle 13: Toxine und toxinhaltige Bakterieniiberstinde.

Toxin Spezifikation Quelle/n
Abrin-a Sylvia Worbs, RKI, Berlin
Abrin Mischung geremlgt_ aus den Samen von Abrus Sylvia Worbs, RKI, Berlin
precatorius
Abrus Agglutinin Sylvia Worbs, RKI, Berlin
Choleratoxin gereinigtes Toxin aus List Biological Laboratories, Campbell,

Vibrio cholerae Typ Inaba 569B

USA

Clostridium perfringens
Bakterieniiberstinde

Bakterienstimme wurden
grofdtenteils extern bezogen,
Anzucht der Bakterien und
Priparation der Uberstidnde
erfolgten am RKI

Dagmar Rimek, TLV, Bad Langensalza
Frank Gessler, MHH Hannover

PHE Culture Collection, Salisbury, UK
Martin Dorner, RKI, Berlin

Ute Messelhdufer, LGL Bayern, Erlangen

CPE

rek. Gesamttoxin (aa 1-319),
basiert auf C. perfringens Stamm
6la

Andreas Rummel, MHH Hannover

CPE D48A

rek. Gesamttoxin (aa 1-319) mit
Punktmutation D48A, basiert auf
C. perfringens Stamm 61a

Andreas Rummel, MHH Hannover

CPEZD

rek. zytotoxische Doméne
(aa 26-202), basiert auf
C. perfringens Stamm 61a

Andreas Rummel, MHH Hannover

CPE RBD

rek. Rezeptorbindungsdomane
(aa 26-202), basiert auf
C. perfringens Stamm 61a

Andreas Rummel, MHH Hannover

Etx

rek. Gesamttoxin (aa 15-296),
basiert auf C. perfringens Stamm
572c

Andreas Rummel, MHH Hannover

PEtx Y84A

rek. Prototoxin
(aa 1-296), basiert auf
C. perfringens Stamm 572c

Andreas Rummel, MHH Hannover

R. communis Agglutinin | gereinigt aus den Samen von Sylvia Worbs, RKI, Berlin [196]
Ricinus communis,

Rizin Kultivar carmencita Sylvia Worbs, RKI, Berlin [196]

SEA gereinigtes, natives Toxin Toxin Technology, Sarasota, USA

Shigatoxin-haltige zellfreie Lysate, Induktion und | Christian Menge, FLI Jena

Bakterienlysate Anzucht erfolgten extern Angelika Fruth, RKI, Berlin

Stxla gereinigtes, natives Toxin Toxin Technology, Sarasota, USA

Stx2a gereinigtes, natives Toxin Toxin Technology, Sarasota, USA
rek. TcdA (aa 1-2710) aus

TcdA Cdifficile Stamm VPI10463 Ralf Gerhard, MHH Hannover

TcdB rek. TcdB (aa  1-2366)  aus Ralf Gerhard, MHH Hannover

C.difficile Stamm VPI10463

2.1.9 Zelllinien und Medien

Neben den selbst generierten Hybridomen wurden fiir die vorliegende Arbeit murine Myelomzellen
(P3x63Ag8.653, American Type Culture Collection, Rockville, USA) und Madin-Darby Canine Kidney Zellen
(MDCK.2 ATCC® CRL-2936™, American Type Culture Collection, Rockville, USA) kultiviert. Tabelle 14 fiihrt

die Medienzusatze auf, die fiir die Herstellung der Zellkulturmedien (Tabelle 15) verwendet wurden.
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Tabelle 14: Medienzusitze.

Zusatz Zusammensetzung Hersteller
finale Konzentration:

AH 50 x 5,7 uM Azaserin, 100 uM Sigma-Aldrich, Seelze
Hypoxanthin

B-Mercaptoethanol B-ME Serva, Heidelberg

DMSO

Dimethylsulfoxid, wasserfrei

Sigma-Aldrich, Seelze

Eagle’s Minimum Essential Media

EMEM . . Carl Roth, Karlsruhe
mit Glutamin
FKS Fotales Kilberserum Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
GPG-FKS G-Protein gereinigtes FKS wie FKS, selbst gereinigt
IL-6 Interleukin-6,200.000 U/ml Hiss Diagnostics, Freiburg im Breisgau

Pen/Strep 100 x

10.000 U/ml Penicillin,
10.000 pg/ml Streptomycin

Merck, Darmstadt

Roswell Memorial Park Institute

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

RPMI 1640 Medium USA
Trypanblau Lésung - Merck, Darmstadt
Trypsin/EDTA 0,25 % Trypsin, 0,02 % EDTA Biochrom, Berlin

Tiirks Losung

Merck, Darmstadt

Tabelle 15: Zellkulturmedien.

Medium Anwendung Zusammensetzung
RPMI 1640
Selektionsmedium zum 20 % (v/v) FKS
AH-Selektionsmedium Ausplattieren der neu generierten | 50 uM 3-Mercaptoethanol
Hybridome 50 U/ml IL-6
1 x AH
o . e 80 % (v/v) FKS
Einfriermedium Einfrieren von Zellen 20 % DMSO
. RPMI 1640
Cuirng enelomaelen. | 10t /i s
5 ymozy 50 pM B-Mercaptoethanol
R10F+ Kultivierung von Hybridomen wie R10F-, mit 1 % (v/v) Pen/Strep
R10F*GPG Expansion von Hybridomenzur | ;0 pq 0+ aber mit GPG-FKS statt FKS
Antikoérperproduktion
RPMI 1640
0,
anfingliche Kultivierung der 20 % (v/v) FKS
R20F Hybridome, Subklonierungen >0 uM B-Mercaptoethanol
y ’ & 50 U/ml IL-6
1 % (v/v) Pen/Strep
. EMEM
EMEM F Kultivierung von MDCK-Zellen 10 % (v/v) FKS

2.1.10 Tiere

Zur Generierung von monoklonalen Antikdrpern wurden Mause durch intraperitoneale Injektion von

Antigenen immunisiert. Hierzu wurden entweder Tiere des Inzuchtstammes BALB/c oder des

Auszuchtstammes NMRI (beide bezogen von Charles River Laboratories, Sulzfeld) verwendet. Die

Immunisierungen wurden durch das Landesamt fiir Gesundheit und Soziales (LAGeSo) genehmigt
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(Tierversuchsnummer: H0109/03). Die T6tung von Mausen zur Entnahme der Thymozyten wurde unter
der Nummer T0060/08 beim LAGeSo registriert. Alle Tierversuche wurden in Ubereinstimmung mit dem
deutschen Tierschutzgesetz (TierSchG, 2006) durchgefiihrt. Die Tiere wurden dementsprechend ad libitum

erndhrt und in pathogenfreier Haltung versorgt.

2.2 Kultivierung von Zellen

2.2.1 Handhabung von Suspensionszellen und adharenten Zellen

Alle Zellen wurden unter sterilen Bedingungen gehandhabt. Die Kultivierung erfolgte in einem Brutschrank
bei 37 °C, 5 % CO2z-Begasung und etwa 90 % relativer Luftfeuchte. Das Wachstum und die Viabilitat der
Zellen wurden generell mikroskopisch beurteilt. Die Kultivierung der Suspensionszellen (Hybridome,
Myelomzellen siehe 2.1.9) erfolgte in Zellkulturflaschen. Zur Anpassung der Zelldichte wurden die Zellen
resuspendiert, gezahlt (siehe 2.2.2) und mit frischem Medium auf eine geeignete Dichte (ca. 2 x 105 pro ml)
eingestellt. Adhirente Zellen (MDCK, siehe 2.1.9) wurden ebenfalls in Zellkulturflaschen kultiviert. Als
Medium diente EMEM F+ (Tabelle 15). Zur Anpassung der Zelldichte wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen, zum Abldsen mit Trypsin-EDTA-Ldsung (Tabelle 14) inkubiert (8 min, 37 °C) und die Reaktion
mit 20 ml FKS-haltigem Medium abgestoppt. Nachdem die Zellen gewaschen wurden, erfolgte die Aussaat
in frischem Medium (Dichte etwa 2 x 10%/cm?).

2.2.2 Vitalfarbung mittels Tiirks-Losung und Trypanblau

In Vorbereitung auf eine Zellzihlung wurden die Zellen resuspendiert (Suspensionszellen) bzw. mit
Trypsin-EDTA-Losung abgelost und resuspendiert (adhdrente Zellen). Ein kleines Volumen wurde
entweder mit Tiirks-Losung (Zahlung der Splenozyten, Verhéltnis 1:10) oder mit einer 1% (w/v)
Trypanblau-Losung in PBS (alle anderen Zellen, Verhéltnis in der Regel 1:2) gemischt. Diese Zellsuspension
wurde in eine Neubauer-Zahlkammer eingebracht und die Anzahl vitaler (ungefarbt, rund) Zellen bestimmt.
Die Zellzahl konnte anhand des verwendeten Verdiinnungsfaktors und des Kammerfaktors errechnet

werden [197].
2.2.3 Kryokonservierung von Zellen

Zur Langzeitlagerung der Zellen wurden diese kryokonserviert. Zu diesem Zweck wurden vitale Zellen (aus
maximal 10 ml Zellsuspension) in der Wachstumsphase durch Zentrifugation (350 x g, 6 min, RT) pelletiert,
in 900 pl kaltem Kulturmedium resuspendiert und in ein Cryoréhrchen iiberfiihrt. AnschliefSend wurde die
Zellsuspension fiir 30 min bei 4 °C gekiihlt. Danach wurden die Zellen mit 900 pl kaltem Einfriermedium
(Tabelle 15) gemischt und fiir mindestens 24 h in einer Einfrierbox (Styropor) bei -80 °C gelagert.
Nachfolgend erfolgte der Transfer in Fliissigstickstoff-Tanks (=196 °C, Gasphase). Zum schonenden

Auftauen der Zellen wurden diese schnell erwdrmt und in 10 ml Kulturmedium (gleiche Zusammensetzung
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wie vor dem Einfrieren) tiberfithrt. Durch Zentrifugation (siehe oben) und Mediumwechsel wurden Reste

des Einfriermediums entfernt. Anschliefdend wurden die Zellen wie in 2.2.1 beschrieben kultiviert.

2.3 Herstellung von monoklonalen Antikérpern

2.3.1 Immunisierung und Testung der Serumaktivitat

Die Immunisierung von weiblichen Maiusen (BALB/c oder NMRI, Kapitel 2.1.10) wurde durch
intraperitoneale Applikation der Antigene im Abstand von mindestens drei Wochen vorgenommen. Zu
diesem Zweck wurden die in PBS vorliegenden Antigene (fiir Immunisierungsschemata siehe Anhang,
Tabelle 53 fiir CPE ZD, Tabelle 54 fiir CPE RBD, Tabelle 55 fiir CPE, Tabelle 56 fiir Etx) zu gleichen Teilen
mit Freund’s Adjuvans gemischt (1. Immunisierung: Komplettes Freund-Adjuvans, danach: Inkomplettes
Freund-Adjuvans). Nach 10-miniitigem Mischen, erfolgte die Behandlung mit Ultraschall (2 min, 4 °C), um

homogene Emulsionen zu erhalten. Fiir die Injektion wurde ein maximales Volumen von 200 pl appliziert.

Zur Bestimmung der Serumaktivitat der immunisierten Tiere wurde diese punktiert und ihnen mit Hilfe
einer Minikapillare Blut aus der Schwanzvene entnommen. Aus dem Blut wurde nach der Gerinnung
(60 min, RT) durch Zentrifugation (2.000 x g, 5 min, RT) Serum gewonnen, dessen Reaktivitiat gegentiber
immobilisierten Antigenen im indirekten ELISA (Kapitel 2.6.1) untersucht wurde. Nachdem die Mause
ausreichende spezifische Titer entwickelt hatten, wurden sie durch intraperitoneale Injektion des Antigens

in PBS (ohne Freund’s Adjuvans) jeweils an den drei Tagen vor der geplanten Hybridomfusion immunisiert.

2.3.2 Praparation von Splenozyten

Zur Herstellung monoklonaler Antikdrper kam die Hybridomtechnologie [131] zum Einsatz. Zu diesem
Zweck wurde eine immunisierte Maus durch zervikale Dislokation getdtet und die Milz unter sterilen
Bedingungen entnommen. Nachdem die Milz an einem Ende aufgeschnitten wurde, wurden die Splenozyten
mit 10 ml PBS (Pen/Strep, siehe Tabelle 9) in eine Petrischale gespiilt. Die verbliebene Milz wurde in drei
Teile geteilt, durch ein Metallsieb (Porengrofde: 212 um) gerieben und mit 10 ml PBS (Pen/Strep) zu der
zuvor erzeugten Splenozyten-Suspension gespilt. Das Metallsieb wurde mit 20 ml PBS (Pen/Strep)
abgespiilt und die gepoolten Splenozyten wurden durch Zentrifugation (380 x g, 8 min, RT) pelletiert.
Nachdem die Zellen durch Zugabe von 20 ml PBS (Pen/Strep) resuspendiert wurden, erfolgte die Filtration
durch ein Zellsieb (70 um). Nach erneuter Zentrifugation wurde das Zellpellet zur Lyse von Erythrozyten
mit 4 ml ACK-Lysepuffer (Tabelle 9) inkubiert (1 min, RT). Diese Reaktion wurde durch Zugabe von 28 ml
PBS (Pen/Strep) abgestoppt. Die Zellen wurden wie zuvor filtriert und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
in warmem RPMI 1640 mit B-Mercaptoethanol aufgenommen, die Zellzahl mittels Tiirks-Zellzahlung

bestimmt (Kapitel 2.2.2) und bis zur Fusion bei 37 °C im Wasserbad gelagert.
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2.3.3 Praparation von Thymozyten

Als Feederzellen fiir die spateren Hybridome wurden Thymozyten aus den Thymusdriisen von zwei bis drei
BALB/c-Mausen (4-6 Wochen alt) pro Fusion isoliert. Hierzu wurden die Thymi steril entnommen und
anschliefRend durch ein Metallsieb (212 pm) in 20 ml PBS (Pen/Strep) gerieben und mit weiteren 20 ml
gespiilt. Diese Zellsuspension wurde zentrifugiert (380 x g, 8 min, RT), das Zellpellet in R10F- (Tabelle 15)
resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Bis zur Fusion wurden die Thymozyten bei 37 °C im Wasserbad

inkubiert.
2.3.4 Praparation von Myelomzellen

Als Fusionspartner fiir die Splenozyten diente die murine Myelomzelllinie P3x63Ag8.653 (American Type
Culture Collection, Rockville, USA). In Vorbereitung auf die Fusion wurden diese Zellen bereits zuvor in
R10F- kultiviert (Kapitel 2.2). Am Tag der Fusion wurden die Zellen geerntet, zentrifugiert (380 x g, 8 min,
RT) und zweimal mit RPMI mit B-Mercaptoethanol gewaschen. Die Resuspension erfolgte in 30 ml RPMI.

Nach der Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen bei 37 °C im Wasserbad aufbewahrt.

2.3.5 Hybridomfusion und Aussaat der Hybridome

Fir die Zellfusion der vorbereiteten Myelomzellen und Splenozyten wurden diese in einem Verhaltnis der
Zellzahlen von 1:2 gemischt und anschliefdend zentrifugiert (380 x g, 8 min, RT). Alle nachfolgenden
Angaben zur Durchfiihrung beziehen sich jeweils auf eine Zellzahl von 100 x 106 Splenozyten. Nachdem der
Zelliberstand abgenommen wurde, erfolgte iiber einen Zeitraum von 1 min die Zugabe von 1 ml
vorgewdrmtes Polyethylenglykol 1500 (PEG 1500) unter Schwenken in einem 37 °C warmen Wasserbad.
Anschliefiend wurden die Zellen fiir weitere 2 min bei 37 °C im Wasserbad geschwenkt. Danach wurde
langsam tiber insgesamt 4 min verteilt ein Volumen von 4 ml warmes RPMI 1640 zugetropft. Es folgte die
Zugabe von weiteren 10 ml (pro 100 x10¢ Splenozyten) RPMI 1640 und eine 5-miniitige Inkubation der
Zellen bei 37 °C.

Nach Zentrifugation der Zellen (500 x g, 5 min, RT), wurde das Zellpellet in 20 ml R10F- (Tabelle 15)
resuspendiert. Die so generierten Hybridomzellen wurden in AH-Selektionsmedium (Tabelle 15) tiberfiihrt
und im Verhaltnis 1:1 mit Thymozyten gemischt. Die Zellsuspension wurde auf eine Konzentration von
1 x 105 Hybridomzellen/ml eingestellt, in 96-Well-Zellkulturplatten ausplattiert (200 pl/Kavitdt) und im
Brutschrank inkubiert (37 °C, 5% CO2). Um zu verhindern, dass die von nichtfusionierten B-Zellen
sezernierten Antikorper falsch positive Signale im nachfolgenden Screening erzeugen und um ein gutes
Zellwachstum zu ermoglichen, wurde an Tag 7 und 8 nach der Fusion je 100 pl Zelliiberstand pro Kavitat
entfernt und durch 150 pl frisches Selektionsmedium ersetzt. Ab Tag 10 erfolgte die Uberpriifung der
Hybridomiiberstinde auf Reaktivitit gegeniiber dem Antigen. Zu diesem Zweck wurden die
Hybridomiiberstinde im indirekten ELISA (2.6.1), im Sandwich-ELISA (mit Claudin-4 als Fanger, sonst wie
in 2.6.2 beschrieben) und mit Hilfe SPR-basierter Methoden (Kapitel 2.7) untersucht.
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2.3.6 Subklonierung von Hybridomklonen

Zur Sicherstellung der Klonalitat wurden die Hybridome mindestens zweimal subkloniert. Hierzu wurde
die zuvor ausgezahlte Zellsuspension so in R20F+ (Tabelle 15) auf fiinf 96-Well-Zellkulturplatten ausgesit,
dass sich rechnerisch je Platte 30, 10, 3, 1 oder 0,3 Zellen in 100 ul Medium pro Kavitit befanden. Je nach
Wachstum der Zellen wurden diese an Tag 6 bis 8 mikroskopisch auf Vorliegen einer Einzelzellkolonie pro
Kavitat hin gepriift. Die identifizierten vereinzelt wachsenden Klone wurden mit 150 ul (Pro Kavitit)
frischem R20F* versorgt. An Tag 10 bis 12 wurden die Antikérper-haltigen Uberstinde der ausgewihlten
Hybidome im indirekten ELISA (Kapitel 2.6.1) auf ihre Spezifitit gegeniiber den entsprechenden Antigenen
getestet. Nach der Auswahl der drei Subklone mit den besten Bindungseigenschaften wurden diese
stufenweise entwohnt (finales Medium ohne IL-6 und mit 10 % FKS) und fiir die Langzeitlagerung
eingefroren (2.2.3). Der Klon mit den besten Eigenschaften (Reaktivitit im ELISA, stabile
Antikorperproduktion siehe 2.3.7, und gutes Wachstum) wurde schliefilich fiir die Antikérperproduktion
expandiert (Kapitel 2.3.8).

2.3.7 Durchflusszytometrische Untersuchung der intrazellularen

Antikorperproduktion

Um Klone mit einer stabilen Antikérperproduktion zu identifizieren, wurde eine intrazelluldre
Fluoreszenzfarbung der produzierten Antikérper und eine anschlieffende durchflusszytometrische
Untersuchung der Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Zellsuspension mit ca. 1 x 106 vitalen
Hybridomzellen durch Zentrifugation (400 xg, 5min, RT) pelletiert und zweimal mit 200 pl PBS
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen durch Zugabe von 200ul 2%
Formaldehyd-Losung fixiert (20 min, RT). Anschliefend wurden die Zellen zweimal mit PBS und einmal mit
Saponinpuffer (Tabelle 9) gewaschen. Der Saponinpuffer fiihrte zur Permeabilisierung der Zellmembranen,
sodass bei der darauffolgenden Inkubation (20 min, RT, unter Lichtausschluss) mit einem Cy5-markierten
anti-Maus-IgG (6 pg/ml in Saponinpuffer verdiinnt) die intrazelluliren Antikérper der Hybridome
fluoreszenzmarkiert wurden. Als Negativkontrolle diente ein ebenso behandelter Hybridomklon, der nicht
mit dem Cy5-markierten Antikdrper inkubiert wurde. Anschlief}end wurden die Zellen zweimal mit je
200 pl Saponinpuffer gewaschen und in 200 pl FACS-PBS (Tabelle 9) resuspendiert. Nachfolgend erfolgte
die Messung in einem Durchflusszytometer (LSRII, Tabelle 4). Die Daten wurden mit Hilfe der Software
CellQuest™Pro (Tabelle 5) aufgezeichnet. Zellpopulationen konnten anhand der Vorwairts- und
Seitwértsstreuung sowie des Fluoreszenzsignals unterschieden werden. Zur Auswertung der Daten diente

das Programm Flow]o 8.7 (Tabelle 5).

2.3.8 Antikorperproduktion und -reinigung

Nachdem geeignete Klone mit stabiler Antikorperproduktion identifiziert und entwohnt wurden, erfolgte

die Expansion in R10F* GPG. Dieses Medium enthielt FKS, aus dem durch eine Affinitdtschromatographie
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(Protein G Saule, Tabelle 7) bovine Antikérper entfernt wurden. Die Hybridomzellen wurden auf ein
Volumen von 1,81 in Glasflaschen expandiert und so lange unter Rotation inkubiert, bis etwa 90 % der
Zellen gestorben waren. Anschlieffend wurde der Antikérper-haltige Hybridomiiberstand durch
zweimalige Zentrifugation (2.000 x g und 8.000 x g, jeweils 10 min, 10 °C) von Zelltriimmern abgetrennt,
durch Zugabe von 2 M Tris (pH 8,8) neutralisiert und mit einem Flaschenaufsatzfilter (0,22 pm) steril

filtriert.

Die Reinigung der Antikorper erfolgte durch Affinitditschromatographie an einer Protein-A-Saule (HiTrap®
MabSelect™ SuRe™) mit Hilfe der AKTAexplorer100 Anlage (Tabelle 4). Zu diesem Zweck wurde die Siule
zundchst mit mAk-Reinigungspuffer (Tabelle 9) dquilibriert und danach mit dem Hybridomiiberstand
beladen. Es wurde solange mit dem Laufpuffer gespiilt, bis alle nicht gebundenen Proteine restlos entfernt
waren. Nachfolgend wurden die Antikoérper mit Elutionspuffer (Tabelle 9) von der Séule eluiert und die
Antikérperlosung mit 3,6 M Tris/HCl (pH 9,0) neutralisiert. Antikérper-haltige Fraktionen wurden
vereinigt und dreimal in einem Dialyseschlauch (MWCO 8 - 10 kDa) gegen PBS dialysiert (Zeitintervall je
mind. 4 h, 4 °C). Nach der photometrischen Konzentrationsbestimmung (NanoPhotometer® P300) wurde
die Antikorperlosung unter sterilen Bedingungen filtriert (0,22 um Spritzvorsatzfilter) und bei -80 °C

(Langzeitlagerung) oder 4 °C (Gebrauchsaliquots) gelagert.

2.3.9 Isotypbestimmung von Antikérpern

Fiir die Bestimmung des Isotyps der monoklonalen Antikérper wurde ein kommerzielles Kit (Isotyping Kit,

Tabelle 6) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Herstellerangaben.

2.3.10 Biotinylierung von Antikorpern

Fir die Kopplung von Antikérpern mit Biotin wurde die jeweilige Antikdéperkoérperlésung mit Hilfe von PBS
auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt, sodass 500 pg des Antikorpers in 500 pl PBS vorlagen. Zu
dieser Antikdrperlésung wurden 50 ul frisch hergestelltes 1 M NaHCOs und 5 pl Biotin-NHS (entspricht
molarem Kopplungsverhéltnis von 1 mol Antikérper zu 20 mol Biotin) hinzugefiigt und fiir eine Stunde
rotiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pl 10 % (w/v) NaNsabgestoppt und tiberschiissiges Biotin
durch Gelfiltration (PD10-S&dule) entfernt. Hierzu wurde die Sdule mit 0,05 % NaN3zin PBS dquilibriert und
mit dem Reaktionsansatz beladen. Die bei der Gelfiltration gesammelten Fraktionen (je 250 pl) wurden
photometrisch (NanoPhotometer® P300) auf ihre Konzentration hin gepriift (A =280 nm, e280 fiir
IgG=1,37[1 x mol-! x cm-1]). Fraktionen mit einer minimalen Konzentration von 0,1 mg/ml wurden
gepoolt und die Konzentration dieser Mischung erneut bestimmt. Den biotinylierten Antikérpern wurde
eine finale Konzentration von 0,2 % BSA zugesetzt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C (Langzeitlagerung)

oder 4 °C (Gebrauchsaliquots).
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2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 SDS-PAGE

Fiir die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekiilmasse wurde eine nach Laemmli [198] modifizierte
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) mit Hilfe des
Mini-PROTEAN® 3 Systems durchgefithrt. Nachdem die Gelkammer nach den Herstellerangaben
zusammengesetzt wurde, folgte das Einfiillen der Trenngelldsung in entsprechender Konzentration
(Tabelle 16). Fiir die Polymerisation des Trenngels waren ca. 60 min erforderlich. Anschlief3end wurde die
Sammelgellosung (Tabelle 16) hinzugefiigt und der Gelkamm positioniert. Nach weiteren 30 min war das

Sammelgel polymerisiert.

Tabelle 16: Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele zur Durchfithrung der SDS-PAGE.
Angaben beziehen sich auf die Herstellung von zwei Gelen

Bestandteil Sammelgel (4 %) Trenngel (12 %) Trenngel (14 %)
dd H20 3,05 ml 3,4 ml 2,7 ml

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) - 2,5ml 2,5 ml

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1.25ml - -

10 % SDS 50 pl 100 ul 100 pl
Acrylamid/Bisacrylamid 650 ul 4 ml 4,7 ml

10 % APS 25l 100 pl 100 pl

TEMED 7ul 10 pl 10 pl

Summe 5,032 ml 10,11 ml 10,11 ml

Die so hergestellten Gele wurden in die Elektrophoreseapparatur eingespannt. In die innere und dufere
Kammer der Apparatur wurde ausreichend Elektrophoresepuffer (Tabelle 9) eingefiillt. Proben wurden mit
reduzierendem Probenpuffer (mit B-ME, Tabelle 9) versetzt, fiir 10 min bei 95 °C erhitzt, bei -20 °C
abgekiihlt und zentrifugiert (12.000 x g, 1 min). Die so vorbereiteten Proben und der Proteinmarker
PageRuler Prestained Protein Ladder (10 -180 kDa) wurden in die Geltaschen iibertragen. Durch Anlegen
von Strom (Spannung: 50 V) wurde die Elektrophorese gestartet. Sobald die Proben das Trenngel
erreichten (nach ca. 30 min), wurde die Spannung auf 120 V erh6ht. Die Elektrophorese war abgeschlossen,
sobald die vor den Proteinen laufende Bromphenolblaubande nahezu das Ende des Gels erreicht hatte (ca.

1-2 h).
2.4.2 Proteinfirbungen

Die Anfirbung der in der SDS-PAGE getrennten Proteine erfolgte mit Hilfe einer kolloidalen
Coomassie- oder einer Silberfarbung [199, 200]. Fiir die Anfirbung mit kolloidalem Coomassie wurden die
Gele zunichst dreimal jeweils fiir 5min mit Aqua bidest gewaschen. Nach der Zugabe der

Coomassie-Farbeldsung (Tabelle 9) verblieb das Gel unter leichtem Schiitteln iiber Nacht in der Losung. Die
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Entfarbung des Gels erfolgte mit Aqua bidest fiir jeweils 15 min. Es wurden so viele Spiilschritte ausgefiihrt,

bis die Hintergrundfarbung des Gels im Vergleich zu den Proteinbanden vernachlassigbar war.

Falls hohere Sensitivititen fiir die Farbung erforderlich waren, wurde eine Silberfirbung der Gele
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Gele dreimal & 20 min in 50 % Ethanol gewaschen und fiir 1 min mit
0,02 % Thiosulfatldsung behandelt. Es folgten drei Waschschritte & 20 s mit Aqua bidest. AnschliefRend
erfolgte die eigentliche Farbung mit Silberlésung (0,2 % AgNOs, 0,025 % Formalin) fiir 20 min. Es folgten
zwei weitere Spiilschritte a4 20s. Durch Zugabe der Entwicklerlosung (3 % K2C0s, 0,0004 %
Na2S203 x 5 H20, 0,05 % Formalin) wurden die Banden entwickelt und nach ausreichender Farbung
(ca. 3-5 min) mit 1 % Glycin gestoppt. Die Dokumentation der Gele erfolgte mit Hilfe des ChemiDoc™ MP

Systems.

2.4.3 Enzymatische Spaltung und Extraktion von MAL

Mit der enzymatischen Spaltung von rekombinantem MAL (Tabelle 12) sollte erprobt werden, ob das
rekombinante Protein nach Abspaltung des hydrophilen GST-Tags mit Hilfe von organischen
Losungsmitteln extrahiert werden kann. Eine solche Extraktion war fiir das native MAL beschrieben [201].
Es wurde angestrebt, das gespaltene MAL anhand der Extraktion in ein organisches Losungsmittel zu
tiberfithren und es dann zusammen mit Phospholipiden zu einem Lipidfilm einzutrocknen (Kapitel 2.5.1)
und so in Nanodisks zu integrieren. Da zwar die Spaltung erfolgreich war, aber keine Extraktion von MAL

gelang, werden hier nur die enzymatische Spaltung und das Vorgehen fiir die Extraktion beschrieben.

Zur Abspaltung des GST-Tags wurde MAL (etwa 650 pg) mit 7 Units Thrombin (Tabelle 11) inkubiert
(16 h; 22°C). Zur Uberwachung der Spaltung wurden Proben vor und nach der Inkubation genommen und
die in der SDS-PAGE (Kapitel 2.4.1) aufgetrennten Spaltprodukte mittels Coomassie Blue (Kapitel 2.4.2)
angefarbt. Zusatzlich wurde das gespaltene MAL mit Hilfe eines MAL-spezifischen Antikorpers (Tabelle 10)
im Western Blot (Kapitel 2.6.4) nachgewiesen.

Nach der erfolgreichen enzymatischen Spaltung wurden Sediment (Glutathion-Matrix) und Uberstand (ca.
400 pl) voneinander getrennt. Das Sediment wurde mit etwa 400 pl Puffer (100 mM Tris/HCI,
150 mM NaCl) aufgeschlimmt. Sediment und Uberstand wurden einer Extraktion mit einer
Chloroform-Methanol-Mischung  (2:1)  unterzogen. Hierzu wurden jeweils 800pl des
Losungsmittelgemisches zum Sediment bzw. zum Uberstand hinzugefiigt und unter Schiitteln inkubiert
(1 h, 4 °C). Nach Ende der Inkubation wurden die Phasen getrennt und jeweils Proben aus der organischen
und wassrigen Phase genommen, um die Wiederfindung von gespaltenen MAL in den Phasen durch
Auftragung in SDS-Gelen (Kapitel 2.4.1) zu untersuchen. Die Proben aus der wassrigen Phase wurden direkt
mit Lammli-Probenpuffer mit B-Mercaptoethanol (Tabelle 9) versetzt. Zur Aufkonzentrierung der in
organischen Losungsmitteln vorliegenden Proben wurden diese mit Hilfe eines SpeedVac™-Konzentrators

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) eingeengt und dann mit Probenpuffer versetzt. Nach Auftragung
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in SDS-Gelen (Kapitel 2.4.1) erfolgten eine Coomassie-Farbung und anschliefdend eine Silberfarbung

(Kapitel 2.4.2).

2.5 Herstellung von Nanodisks und SMALPs

2.5.1 Assemblierung von Nanodisks

Zur besseren Handhabung und Prédsentation in einer Membranumgebung wurden endogene Rezeptoren
(Glykosphingolipide bzw. MAL) in Nanodisks integriert. Dabei wurde nach einem Protokoll von Sligar
vorgegangen [202]. Um bei der Assemblierung eine hohe Ausbeute an homogenen Nanodisks zu erhalten,
musste das Verhaltnis der Giirtelproteine MSP, der Phospholipide (in dieser Arbeit: POPC) und Rezeptoren
aufeinander abgestimmt sein. Der verwendete Typ des MSP bestimmte dabei die Grofse der Nanodisks und
somit die molare Menge an Lipiden [203]. Tabelle 17 gibt die stochiometrischen Verhaltnisse zur

Assemblierung leerer Nanodisks des jeweiligen MSP-Typs an.

Tabelle 17: Stochiometrische Verhiltnisse zur Assemblierung von Nanodisks.

MSP Typ Durchmesser NDs (nm) POPC (mol/mol MSP)
MSP1D1 10 32,5
MSP1E3D1 13 65

Bei der Insertion eines Rezeptors nahm dieser eine bestimmte Flache in der Lipiddoppelschicht ein, sodass
weniger Lipide zur Assemblierung notwendig waren. Das stochiometrische Verhaltnis von MSP:POPC
wurde dabei so angepasst, dass eine mdglichst homogene GrofRenverteilung in der
Grofdenausschlusschromatographie (Kapitel 2.5.2) erhalten wurde. Fiir GSL-Rezeptoren wurde aufgrund

des dhnlichen Molekulargewichts angenommen, dass ein Molekiil GSL genau ein Molekiil POPC ersetzt.

Fiir die Assemblierung wurden zunéchst die berechneten Mengen der in organischen Ldsungsmitteln
gelosten POPC (und GSL, falls als Rezeptor integriert) mit Hilfe einer gasdichten Spritze in Glasréhrchen
iiberfithrt. Durch Drehen des Rohrchens wurden unter einem leichten Stickstoffstrom (HiQ® Minican) die
organischen Losungsmittel verdampft und so ein diinner Lipidfilm am Glasrand erzeugt. Zur restlosen
Entfernung der Losungsmittel wurden die Réhrchen iiber Nacht in einem unter Vakuum befindlichen
Exsikkator gelagert. Die Rekonstitution der Lipide erfolgte durch Zugabe von Natriumdesoxycholat in PBS.
Der rekonstituierte Lipidmix, das jeweilige MSP und falls nétig der Proteorezeptor wurden so gemischt,
dass die finale Konzentration an Lipiden zwischen 5-7 mM und die Natriumdesoxycholat-Konzentration
mindestens 15 mM betrug. Der Assemblierungsmix wurde 45 min bei 4 °C inkubiert. In der Zwischenzeit
wurden durch Methanol aktivierte, gewaschene Bio-Beads® abgewogen (1 mgBeads pro 1pul des
Assemblierungsmix), in 1 ml PBS aufgenommen und entgast. Nachdem der Puffer von den Beads abgesaugt
wurde, wurde der vorinkubierte Assemblierungsmix auf die Bio-Beads gegeben und iiber Nacht bei 4 °C

geschiittelt. Dieser Schritt entfernte das enthaltene Detergenz und fiihrte zur spontanen Assemblierung von
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Nanodisks. Zur Uberwachung des Assemblierungsprozesses und zur Reinigung der Nanodisks wurde im

Anschluss an die Assemblierung eine Grofdenausschlusschromatographie (SEC) vorgenommen.

2.5.2 Reinigung und Charakterisierung von Nanodisks

Zur Reinigung der Nanodisks wurde eine SEC-Sadule (Superdex™ 200 increase 10/300 gl, Tabelle 7) an die
AKTA-Anlage (Tabelle 4) angeschlossen und mit dem Laufpuffer PBS dquilibriert. AnschlieRend wurde der
von den Bio-Beads abgetrennte Assemblierungsmix injiziert. Die Trennung erfolgte mit einer
FlieRgeschwindigkeit von 0,75 ml/min und wurde mit Hilfe des im AKTA-System integrierten
UV/Vis-Detektors tiberwacht (A = 280 nm). Zur Abschatzung des Molekulargewichts der Nanodisks diente
die zuvor nach Herstellerangaben durchgefiihrte Kalibrierung der SEC-Saule mit Hilfe -eines
Kalibrierungskits (Tabelle 6). Die bei der Trennung anfallenden Fraktionen (je 0,5 ml) wurden mittels
Fraktionssammler aufgefangen und zur Identifizierung Rezeptor-haltiger Fraktionen im indirekten ELISA
(Kapitel 2.6.1) untersucht. Die dabei identifizierten Fraktionen wurden gepoolt und die Konzentration mit
Hilfe eines Photometers bestimmt (Parameter MSP1D1 [204]: &280=21,0 M-1cm!, MW = 24,7 kDa;
Parameter MSP1E3D1 [205]: €280=29,4 M-1cm, MW = 32,6 kDa). Falls erforderlich (Stabilitatstests,
Immobilisierung auf Biochips) wurden die so hergestellten Nanodisk-Praparationen durch

Zentrifugen-Filtereinheiten (Amicon® Ultra, MWCO 10 kDa) aufkonzentriert.

2.5.3 Herstellung und Reinigung von SMALPs

Mit der Herstellung von SMA lipid particles (SMALPs) wurde angestrebt, den potenziellen Rezeptor von Etx
aus Etx-sensitiven MDCK-Zellen (siehe 2.1.9) zusammen mit der nattirlichen Lipidumgebung zu isolieren.
Die Versuchsdurchfiithrung entsprach den Angaben von Angelisova et al. [206]. Hierzu wurden MDCK-Zellen
in EMEM F+ (Tabelle 15) kultiviert (siehe 2.2.1), bis eine Gesamtzellzahl von etwa 1x107 erreicht war. Nach
Zentrifugation der Zellen (250 x g,6 min, RT), erfolgte die Inkubation des Zellpellets mit 1 ml SMA-Puffer
(1 h, 20 °C). Dieser Schritt fiihrte zur Lyse der Zellen. Nach Ultrazentrifugation (100.000 x g, 1 h, 4 °C)
wurde der Uberstand abgetrennt und per GroéRRenausschlusschromatographie (Superdex200
increase 10/300 gl, analog zu 2.5.2) untersucht. Ausgewdahlte SEC-Fraktionen wurden auf Mikrotiterplatten
(Nunc MaxiSorp™, Nunc, Roskilde, DK) immobilisiert und im Format eines Sandwich-ELISA (Kapitel 2.6.2)
auf die Bindung von Etx bzw. CPE hin untersucht. CPE wurde als Positivkontrolle mitgefiihrt, da der
Rezeptor Claudin-4 in MDCK-Zellen exprimiert wird [207] und entsprechende Detektionsantikérper zum

Nachweis der Bindung (CPE562-Bio) vorhanden waren.
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2.6 Immunoassays

2.6.1 Indirekter ELISA

Mit der Durchfithrung eines enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kann ein Antigen mit Hilfe von
monoklonalen oder polyklonalen Antikorpern detektiert werden. Im indirekten ELISA wurde die
Bindungsspezifitit von Antikérpern an ein immobilisiertes Antigen bestimmt. Hierzu wurden Antigene
(500 ng/ml) in PBS mit 1 ug/ml BSA auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert (50 ul/Kavitat, ii. N., 4 °C).
Nachdem viermal mit 300 pl PBS-T pro Kavitat gewaschen wurde, erfolgte die Blockade unspezifischer
Bindungen mit 2 % Magermilchpulver in PBS-T (200 pl/Kavitdt, 1 h, RT). Darauf folgten ein weiterer
Waschschritt und die Inkubation (50 pl/Kavitdt, 1h, RT) mit den gereinigten Primdrantikérpern in
2 % Magermilch/PBS-T (10 pg/ml) oder den Hybridomiiberstinden. Nachdem die Platten gewaschen
wurden, schloss sich die Inkubation mit POD-gekoppelten Sekundarantikérpern an (50 pl/Kavitat, 30 min,
RT), die in 2 % Magermilch verdiinnt vorlagen. Nachdem abschliefiend achtmal mit PBS-T gewaschen
wurde, erfolgte die Entwicklung mit TMB (100 pl/Kavitat, 15 min, RT). Die Reaktion wurde mit 0,25 M
H2SO4+ (100 pl/Kavitat) abgestoppt und die Absorption bei einer Wellenldnge von 450 nm

(Referenzwellenldnge: 620 nm) mit einem Mikroplattenleser gemessen.
2.6.2 Klassische und Rezeptor-basierte Sandwich-ELISA

Bei einem Kklassischen Sandwich-ELISA werden ein immobilisierter Fangerantikérper und ein
Detektionsantikdrper mit gleicher Antigenspezifitit, aber distinkter Epitoperkennung miteinander
kombiniert. Diese Assaykonfiguration wurde genutzt, um Toxine anhand einer Verdiinnungsreihe eines
Antigenstandards zu quantifizieren. Flir Rezeptor-basierte Sandwich-ELISA wurden in dieser Arbeit
anstelle der Fangerantikorper die jeweiligen endogenen Rezeptoren eingesetzt. Die weitere Durchfiihrung
entsprach fir Claudin-4 einem klassischen ELISA. Bei der Verwendung von Gb3/GalCer-Nanodisks als

Fanger wurde anstelle von Casein 3 % BSA/PBS als Blockpuffer verwendet.

Zunachst wurden Fangerantikorper (5-10 pg/ml), Claudin-4 (2,5 pg/ml) oder Gb3/GalCer-Nanodisks
(5 pg/ml) in PBS verdiinnt und auf Mikrotiterplatten immobilisiert (50 ul/Kavitat, . N., 4 °C). Nachdem
viermal mit PBS-T gewaschen wurde, erfolgte die Blockade unspezifischer Bindungen mit Caseinpuffer
(Zusammensetzung: Tabelle 9, 200 pl/Kavitat, 1 h, RT). Die gewaschenen Platten wurden anschlief3end mit
dem in 0,1 % BSA/PBS verdiinnten Antigen inkubiert (50 pl/Kavitdt, 2 h, RT). Nach einem Waschschritt
folgte die Inkubation mit dem biotinylierten Detektionsantikérper verdiinnt (mindestens 1:100 oder
niedrigste, in einer Titration ermittelte Konzentration mit optimalem Signal-Rausch-Verhaltnis) in
Caseinpuffer (50 pl/Kavitét, 1 h, RT). Nachdem erneut gewaschen wurde, erfolgte die Entwicklung mit einer
Streptavidin-gekoppelten Peroxidase (50 pl/Kavitit, 30 min, RT). Der finale Waschschritt (achtmal PBS-T),
die Entwicklung und Messung erfolgten wie beim indirekten ELISA (Kapitel 2.6.1). Zur Auswertung wurden
die Absorptionswerte in Abhéngigkeit der logarithmierten Konzentrationen mit Hilfe der Software
GraphPad Prism (Tabelle 5) aufgetragen. Die Modellierung der Messkurve erfolgte anhand eines

4-Parameter-Fits (logistische Funktion). Am Wendepunkt dieser Kurven lagen die halbmaximalen
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Effektorkonzentrationen (ECso). Die Berechnung des Detektionslimits (LOD) erfolgte anhand des

Mittelwertes aus mehreren Leerwertmessungen zuziiglich der 3,29-fachen Standardabweichung.

2.6.3 ELLA

Um Asialofetuin als endogenen Rezeptor von Rizin und Abrin fiir einen Toxinnachweis zu funktionalisieren,
wurde ein zu Dawson et al. modifizierter enzyme-linked lectin assay (ELLA) durchgefiihrt [208]. Zu diesem
Zweck wurde Asialofetuin (4 pg/ml) in 0,1 M Carbonat-Bicarbonatpuffer (pH 9,9) auf Mikrotiterplatten
immobilisiert (50 pl/Kavitat, . N.,, 4 °C). Nachdem die Platten viermal mit 300 ul PBS-T pro Kavitat
gewaschen wurden, folgte die Blockade unspezifischer Bindungen mit 3 % BSA/PBS-T (200 pl/Kavitit, 2 h,
RT). Nach einem Waschschritt wurden Rizin und Abrin mit 0,1 % BSA/PBS-T auf die entsprechenden
Konzentrationen verdiinnt und mit dem immobilisierten Asialofetuin inkubiert (50 pl/Kavitat, 2 h, RT). Es
folgte wiederum ein Waschschritt. Danach folgte die Inkubation mit toxinspezifischen biotinylierten
Antikérpern in 3 % BSA/PBS-T (50 pl/Kavitét, 1 h, RT). Nachdem erneut gewaschen wurde, erfolgte die
Entwicklung mit einer Streptavidin-gekoppelten Peroxidase (50 pl/Kavitdt, 30 min, RT). Der finale
Waschschritt, die Entwicklung und Messung erfolgten wie in Kapitel 2.6.1 und 2.6.2.

2.6.4 Western Blot

Die Durchfiihrung eines Western Blots schloss sich an eine SDS-PAGE (Kapitel 2.6.4) an. Zu diesem Zweck
wurde zundchst eine PVDF-Membran zur Aktivierung fiir 2s in Methanol geschwenkt, welches
anschliefRend durch einen 2-miniitigen Waschschritt in Wasser entfernt wurde. Nachfolgend wurden das
entnommene Gel und die vorbereitete Membran jeweils fiir 20 min in Transferpuffer (Tabelle 9)
aquilibriert. Die Durchfiihrung des Elektroblots erfolgte mit Hilfe eines
Trans-Blot® Turbo™ Transfer Systems, indem Gel, Membran und in Transferpuffer getrankte Filterpapiere
den Herstellerangaben entsprechend in die Blotkassette aufgeschichtet wurden. Der Blot wurde fiir 30 min
bei 1 A und 25 V durchgefiihrt. Nachdem die Proteine auf die Membran iibertragen wurden, erfolgte die
Blockade unspezifischer Bindungen durch Inkubation der Membran in 2 % Magermilch in PBS-T
(. N, 4°C). Es schloss sich die Inkubation mit dem in 2 % Magermilch/PBS-T verdiinnten
Priméarantikérper an (1 pg/ml, 1 h, RT). Nachfolgend wurde dreimal mit Blockpuffer gewaschen und mit
einem biotinylierten anti-Spezies Antikoérper (0,1 pg/ml) verdiinnt in Blockpuffer inkubiert (30 min, RT).
Nach drei weiteren Waschschritten wurde die Membran fiir 20 min mit dem in PBS-T verdiinnten
Avidix-AP-Konjugat (0,5 pg/ml, Tabelle 11) inkubiert. Es schlossen sich drei 10-miniitige Waschschritte mit
Blockpuffer und drei 5-miniitige Waschschritte mit Assaypuffer (Tabelle 9) an. Die Membran wurde
schliefdlich mit dem Substrat CDP-Star (Tabelle 8, nach Herstellerangaben 1:50 in Assaypuffer verdiinnt)
entwickelt (5 min, RT). Die resultierende Chemilumineszenz wurde mit Hilfe des ChemiDoc™ MP Systems

(Tabelle 4) gemessen.
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2.6.5 Messungen im pBDi/pTD

Fir die Erprobung einer Schnelldetektion wurden die etablierten Nachweise in die
Vor-Ort-Detektionsplattform pBDi (Bruker Daltonik, Leipzig) bzw. der dlteren Gerateversion pTD (Analytik
Jena, Itzehoe) iibertragen. Der Aufbau und das Messprinzip sind in Kapitel 1.5 beschrieben. Zunichst
wurden die jeweiligen Fangerantikdrper bzw. endogenen Rezeptoren durch die Projektpartner Bruker
Daltonik bzw. Analytik Jena auf den Goldelektroden der Biochips immobilisiert. Standardméafig wurde eine
Konzentration von 0,5 mg/ml immobilisiert. Als Positivkontrolle wurden biotinylierte Kaninchen
anti-Maus IgG (Bruker Daltonik, Leipzig bzw. Analytik Jena, Itzehoe) und als Negativkontrolle Maus IgG
(Dianova, Hamburg) immobilisiert. Zuerst wurden alle Reagenzien und die Biochips auf Raumtemperatur
vorgewdrmt. Die vom  Gerdtehersteller bezogenen lyophilisierten Reagenzien (Substrat:
p-Aminophenyl-3-D-galaktopyranosid, Enzym: Streptavidin-gekoppelte (-D-Galaktosidase) und der
biotinylierte Antikérper (10 pg/ml) wurden in pBDi-Assaypuffer (Bruker Daltonik, Leipzig) verdinnt.
Antigene (1-100 ng/ml) wurden entweder in 0,1 % BSA/PBS oder pBDi-Assaypuffer verdiinnt. Fiir die
Messung wurden alle Reagenzien, der Laufpuffer (pBDi-Assaypuffer) und das Antigen nach den
Herstellerangaben im Gerat positioniert. Nachdem der Biochip in das Gerat eingebracht und die Messung
gestartet wurde, erfolgte diese vollautomatisch. Nach Abschluss einer Messung wurde ein
Dekontaminationsschritt (Dekontaminationspuffer, Bruker Daltonik, Leipzig) eingeleitet. Die
Geratesoftware pBDi control bzw. pTD control (Tabelle 4) gab sowohl die gemessenen Realwerte (MWHRreal)
als auch die auf die Kontrollen (Positivkontrolle: PK, Negativkontrolle: NK) normalisierten Messwerte

(MWnorm) aus. Dieser Normwert berechnete sich wie folgt:

MWgea — NK
MWNorm = W X 100 %

Der Schwellenwert fiir die Abschatzung des Detektionslimits wurde anhand einer Leerprobe (Puffer ohne
Antigen) bestimmt. Hierbei ergab sich der Schwellenwert in nA/min aus dem Mittelwert der
Leerwertmessung der Doppelspots eines immobilisierten Fangers zuziiglich 3,29-facher
Standardabweichung. Als Detektionslimit wurde die niedrigste gemessene Konzentration festgelegt, die

iiber dem Schwellenwert lag.

2.7 SPR-basierte Methoden

Fiir die hier durchgefiihrten SPR-basierten Methoden wurden die Biacore™ Systeme X100 oder T200
(Tabelle 4) verwendet. Da das Biacore T200 mehr Flusszellen als das X100 besitzt, war der Einsatz dieses
Gerdts vor allem vorteilhaft, wenn ein hoher Probendurchsatz erforderlich war (z.B. Screenings). Um
Interaktionen mittels SPR-Messungen zu untersuchen, muss zunachst ein Ligand auf der Oberflache des
Sensorchips immobilisiert werden. Je nach verwendetem Sensorchip und den biochemischen Eigenschaften

des Liganden kommen verschiedene Immobilisierungsformen in Frage. In der vorliegenden Arbeit wurden
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ausschliefdlich CM5-Sensorchips verwendet (Tabelle 7), auf deren Goldoberfliche kovalent gebundene
carboxymethylierte Dextrane vorliegen. Die Carboxylgruppen ermoglichten es, Proteine iiber die
Aminogruppen kovalent an die Oberflache zu binden (Tabelle 18). In der einfachsten Assaykonfiguration
interagierte der Analyt direkt mit dem kovalent auf der Oberfliche gebundenen Liganden (Asialofetuin,
siehe 2.7.1). Bei der zweiten hier angewandten Assayvariante immobilisierte zunichst ein auf der
Chipoberflache kovalent gekoppelter, gegen den Liganden (anti-Maus fiir mAk) bzw. seine Affinitatstags
gerichteter Antikorper (anti-GST fiir GST-getaggtes Claudin-4, anti-His fiir Nanodisks) den Liganden
indirekt (siehe 2.7.2). Anschlief}end wurde die Bindung des Analyten an den indirekt immobilisierten
Liganden untersucht. Um die Oberflache fiir eine erneute Messung zu regenerieren, erfolgte die Injektion
eines Regenerationspuffers. Dieser fithrte dazu, dass entweder die Interaktion zwischen Ligand und Analyt
(Asialofetuin) oder Ligand und Fangerantikorper (Claudin-4, Nanodisks, mAks) geldst wurde. Alle
Messungen wurden bei 25 °C durchgefiihrt. Als Laufpuffer dienten HBS-EP+ oder HBS-N (Tabelle 9).

Tabelle 18: Immobilisierungs- und Regenerationsarten in SPR-Assays.

Ligand Immobilisierungsart | Laufpuffer Regenerationspuffer

Rizin, Abrin: 0,1 M Laktose/1 M NaCl
Aggl.: 10 mM HCI, 10 mM Glycin-HCI (pH 2,1)

Asialofetuin kovalent, NHS/EDC HBS-EP+

Claudin-4 GST Capture HBS-EP+ 10 mM Glycin-HCI (pH 2,1)
NDs His Capture HBS-N 10 mM Glycin-HCI (pH 1,5)
mAKks Mouse Capture HBS-EP+ 10 mM Glycin-HCI (pH 1,7)

Aggl. = Agglutinine, mAks = monoklonale Antikérper, NDs = Nanodisks

2.7.1 Direkte Immobilisierung von Asialofetuin

Die kovalente Bindung von Asialofetuin an die CM5-Chipoberflache wurde analog zu der Dissertation von
Matthew C. Blome durchgefiihrt [209]. Hierzu wurde Asialofetuin (5 pg/ml, Tabelle 12) in 10 mM
Natriumacetat (pH 4,5) verdiinnt und mit Hilfe eines kommerziellen Kits (Amine Coupling Kit, Tabelle 6)
iiber eine EDC/NHS-Kopplungschemie entsprechend den Herstellerangaben auf der Messflusszelle
immobilisiert. Auf der Kontrollflusszelle wurde BSA (4 ug/ml) unter den gleichen Bedingungen wie
Asialofetuin immobilisiert. Mit Hilfe des voreingestellten Programmes ,Target level“ der Biacore Control
Software (Tabelle 5) wurde fiir beide Flusszellen ein finales Immobilisierungslevel von 250 RU gewahlt.
Diese niedrige Immobilisierungssichte wurde gewahlt, um die sterische Zuganglichkeit von Asialofetuin zu
garantieren und um Massentransporteffekte zu vermeiden. Nach der Interaktion mit dem Analyten (siehe
Bindungskinetik, 2.7.3), erfolgte die Regeneration der Oberfliche durch Injektion von 0,1 M Laktose in
1 M NaCl (60s, 30 ul/min, fiir Rizin und Abrin) oder aufeinanderfolgende Injektionen von 10 mM HCI
(90 s, 10 pl/min) und 10 mM Glycin/HCI (pH 2,1, 120 s, 10 pl/min, fiir R. communis Agglutinin und Abrus

Agglutinin), sodass Asialofetuin und BSA fiir den nachsten Messzyklus bereitstanden.
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2.7.2 Kovalente Kopplung von Fangerantikérpern zur Immobilisierung von

Liganden

Fir die Immobilisierung der Fangerantikdrper wurde das jeweilige kommerziell verfiigbare GST-Capture-,
His Capture bzw. Mouse Capture-Kit (Tabelle 6) sowie das Amine Coupling Kit (Tabelle 6) verwendet und
den Herstellerangaben entsprechend durchgefiihrt. Hierzu wurden die im Kit enthaltenen
Fangerantikorper mittels EDC/NHS-Kopplungschemie an die Sensoroberfliche des CM5-Chips gebunden.
Bei dem GST Capture und dem Mouse Capture Kit kamen hier polyklonale Antikérper zum Einsatz, die
jeweils in 10 mM Natriumacetat (pH 5,0) verdiinnt wurden (30 pg/ml). Der im His Capture Kit enthaltene
Antikorper war monoklonal und wurde in 10 mM Natriumacetat (pH 4,5) verdinnt (50 pg/ml).
Kontroll- und Messflusszellen wurden jeweils gleich immobilisiert. Fiir die nachfolgende Durchfiihrung der
entsprechenden SPR-Assays (2.7.3 fiir Bindungskinetik, 2.7.4 fiir Epitopbinning), folgte die indirekte

Immobilisierung von Liganden auf der Kontroll- und Messflusszelle.

2.7.3 Bestimmung der Bindungskinetik

Um die Bindungskinetik der entsprechenden Antigene an ihre endogenen Rezeptoren bzw. monoklonalen
Antikorper zu bestimmen, mussten auf der Messflusszelle (Tabelle 19, Mess-Fc) die entsprechenden,
spezifischen Liganden (Claudin-4, NDs mit Rezeptor oder toxinspezifische mAk) immobilisiert werden
(Immobilisierungsdichte von 300 - 500 RU). Zur Kompensierung von Matrixeffekten des Puffers und
unspezifischer Bindung des Analyten an die Chipoberflache diente eine Kontrollflusszelle (Tabelle 19,
Kontroll-Fc), die entweder mit einem unspezifischen, strukturell &hnlichen Liganden (GST, aus
GST Capture Kit von GE Healthcare, Chicago, USA; leere NDs, selbst hergestellt, siehe 2.5.1) oder nicht
immobilisiert wurde (Mouse Capture). Fiir das direkt immobilisierte Asialofetuin (2.7.1) diente eine mit

BSA immobilisierte Flusszelle als Kontrolle.

Tabelle 19: Immobilisierung von Kontroll - und Messflusszellen.

Liganden auf Flusszellen

Immobilisierung Anwendung/Antigene
Mess-Fc Kontroll-Fc
G?;g;gf{‘g ¢ Claudin-4 GST Kinetik: CPE
His Capture Asialo-GM1-NDs leere NDs Kinetik: Rizin, Abrin, Agglutinine
(indirekt) bzw. Gb3/GalCer-NDs Kinetik: Shigatoxine
Mouse Capture s . Kinetik: alle Antigene
(indirekt) spezifischer mAk keine Epitopbinning: CPE, Etx, Shigatoxine
direkt Asialofetuin BSA Kinetik: Rizin, Abrin, Agglutinine

Fc = Flusszelle, GST = Glutathion-S-Transferase, mAk = monoklonaler Antikérper, NDs = Nanodisks, pAk = polyklonaler
Antikdrper

Nachdem die entsprechenden Liganden immobilisiert wurden, konnten durch Injektion des Analyten (siehe
Tabelle 19) die kinetischen Bindungsparameter der Ligand Analyt Interaktionen bestimmt werden. Die
Durchfithrung dieser Kinetikassays erfolgte entweder in Form von seriellen Injektionen verschiedener

Konzentrationen des Analyten innerhalb eines Messzyklus und anschliefiender Regeneration (single cycle)
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oder durch sequentielle Injektion der verschiedenen Analytkonzentrationen in separaten Messungen mit

jeweils einem Regenerationsschritt zwischen den Zyklen (multi cycle).

Fiir die Assoziation des Analyten wurden Kontaktzeiten zwischen 60s und 180s bei einer
Flief3geschwindigkeit von 30 pl/min gewdahlt. Die Dissoziation des Analyten vom Liganden wurde durch
eine Pufferinjektion eingeleitet (300 s bis 1200 s, 30 pl/min). Langere Dissoziationszeiten dienten dabei der
praziseren Bestimmung von hochaffinen Bindungen mit sehr geringen Dissoziationsgeschwindigkeiten. Die
unspezifischen Bindungssignale der jeweiligen Kontrollflusszellen wurden anschlief3end von den Signalen

der Messflusszelle subtrahiert.

Um eine mogliche Drift der Basislinie auszugleichen, wurden zuséatzlich zu den eigentlichen Messzyklen
nachfolgende Kontrollmesszyklen mit Pufferinjektionen statt Injektion des Analyten durchgefiihrt. Die
Messzyklen (Injektion des Analyten) wurden anschlieffend auf die Kontrollmesszyklen (Pufferinjektion)
referenziert. Die kinetischen Bindungsparameter der Interaktion wurden anhand der resultierenden,
referenzierten Bindungskurven mit Hilfe der Software Biacore™ X100 Evaluation bzw. Biacore™ T200

Evaluation (Tabelle 5) bestimmt. Hierzu diente ein 1:1 Bindungsmodell (Langmuir) mit globalem Rmax.

2.7.4 Bestimmung distinkter Epitoperkennung durch Epitopbinning

Fir die Charakterisierung monoklonaler Antikérper wurde zusatzlich zur Bindungskinetik ein
Epitopbinning durchgefiihrt. Anhand dieser Methode konnen monoklonale Antikérper mit distinkter
Epitoperkennung und somit geeignete Sandwich-Kombinationen aus zwei monoklonalen Antikdrpern
identifiziert werden. Prinzipiell wird auf dem CM5 Chip ein Sandwich ELISA nachgestellt. Abbildung 10 zeigt
einen exemplarischen Kurvenverlauf eines Epitopbinnings. Hierzu wurde ein Fangerantikorper (mAk1 in
schwarz, 10 ug/ml bzw. unverdiinnte Hybridomiiberstdnde) via Mouse Capture Kit auf einem CM5 Chip
immobilisiert (2.7.2). Der verzeichnete Signalanstieg entsprach dem Immobilisierungslevel des mAk1
(Level mAk1). Nachfolgend fiihrte die Bindung des injizierten Antigens (rot, 2 pg/ml) durch den
Fangerantikérper zu einem weiteren Signalanstieg (Level Antigen). Die durch die Injektion eines
Detektionsantikdrpers (mAk2 in grau, 10 pg/ml bzw. unverdiinnte Hybridomiiberstande) resultierende
Signalentwicklung (Level mAk2), gab Aufschluss dariiber, ob mAk1 und mAk2 distinkte Epitope erkennen
(Signalanstieg bei distinkten Epitopen, kein Signalanstieg bei identischen Epitopen). Als Negativkontrolle

(NK, gestrichelte Linie) erfolgte eine Injektion von mAk1 anstelle von mAKk?2.
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Injektion
mAk2

|

Injektion
Antigen

|

Injektion Level

Abbildung 10:
Epitopbinnings.

Dargestellt ist ein Sensorgramm (Signal in
Abhangigkeit der Zeit). Die Injektion eines
Fangerantikorpers (mAk1, schwarz) fithrte zu
einem Signalanstieg (Level mAk1). Es folgte die
Injektion des Antigens (rot) und dessen Bindung
an mAkl (Level Antigen). Die Injektion eines

Kurvenverlauf eines

Signal (RU)

zweiten, von mAk1 verschiedenen mAk2 (grau)
erzeugte einen Signalanstieg (Level mAk2) bei
distinkter Epitoperkennung der beiden mAk. Bei
identischer Epitoperkennung lag blieb das Signal
konstant, wie bei der Negativkontrolle (NK,
Injektion von mAk1l). mAk = monoklonaler
Antikorper.

mAk1

}

Antigen

Zeit

Um die Kurvenverldufe beurteilen zu konnen, erfolgte eine rechnerische Auswertung. Hierzu wurde das

Antigenlevel zunachst auf das Immobilisierungslevel des Fangerantikorpers (Level mAk1) bezogen:

.. Levely g
normalisiertes Levelyntigen = 7————
LevelAntigen

Das um die Negativkontrolle (NK) bereinigte Level des mAk2 wurde anschliefend mit dem normalisierten

Antigenlevel ins Verhéltnis gesetzt:

o Level,, g2 — NK
normalisiertes Level i1, =

normalisiertes Levelyniigen

Dieses normalisierte Detektorlevel (Level mAk2) wurde wiederum auf das maximal erreichbare Level des
mAKk2 (in allen getesteten Kombinationen) bezogen. Die so erhaltenen unterschiedlichen relativen
Bindungskapazititen wurden miteinander Kkorreliert. Daraus ergeben sich Werte zwischen -1

(unterschiedliches Bindungsverhalten) bis +1 (identisches Bindungsverhalten).
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3 Ergebnisse

Eine Vielzahl von immunologischen Nachweissystemen basiert auf dem Einsatz monoklonaler Antikorper,
welche aufgrund ihrer spezifischen Erkennung des Zielmolekiils in der Regel einen sicheren Nachweis
ermoglichen (siehe Kapitel 1.3.3 und 1.3.4). Aufgrund der strukturellen Heterogenitit der untersuchten
biologischen Toxine besteht die Gefahr, dass ein Nachweis mit monoklonalen Antikérpern nicht alle
Subtypen bzw. Isoformen der Toxine erfasst. Ziel dieser Arbeit war daher die Entwicklung breitbandiger
Nachweissysteme basierend auf den endogenen Rezeptoren ausgewdhlter Toxine als Fangerstruktur in
Kombination mit Detektionsantikdrpern. Diese innovativen Nachweissysteme sollten vergleichend zu
klassischen, rein Antikorper-basierten Sandwich ELISAs charakterisiert werden. Fiir alle Toxine wurden
Rezeptor- und Antikérper-basierte Nachweisverfahren parallel bearbeitet (Abbildung 11). Ausgangspunkt
fiir beide Ansétze war die Charakterisierung der Bindung zwischen Antikorper und Antigen bzw. zwischen
Rezeptor und Antigen. Nur bei hochaffinen Interaktionen ist bei der spdteren Verwendung als Fanger mit

einem sensitiven Nachweis zu rechnen.

A B
Antikorper-basiert Rezeptor-basiert

i C’ Toxin (Antigen)
| v

| w2
(, 2. :Iii:l: Antikorper (mAKk)

3. Testung native/s Toxin(varianten)

4. Implementierung pBDi/pTD

Abbildung 11: Entwicklung von Antikérper- und Rezeptor-basierten Nachweissystemen.

Die Entwicklung Antikorper-basierter (A, rot) und Rezeptor-basierter Nachweissysteme (B, blau) erfolgte parallel.
Nach Auswahl erworbener oder generierter monoklonaler Antikérper wurden diese umfassend charakterisiert (A 1).
Fiir den klassischen Sandwich-ELISA wurden Kombinationen aus Fénger- und Detektionsantikérper (A 2) etabliert. Fiir
den Rezeptor-basierten Ansatz erfolgte zunachst die Charakterisierung der Interaktion zwischen Toxin und Rezeptor
(B 1). Antikdérper mit geeigneten Bindungseigenschaften fanden Verwendung als Detektionsantikérper (B 2) in
Kombination mit dem endogenen Rezeptor. Die etablierten Nachweise aus A und B wurden zur Messung der nativen
Toxine bzw. Toxinvarianten verwendet (3.). Geeignete Nachweise wurden in die Vor-Ort-Plattform pBDi iiberfiihrt (4.).

In beiden Strategien (Rezeptor-basiert und Antikdrper-basiert) werden monoklonale Antikérper benétigt,
da der Nachweis des Toxins auch bei der Verwendung des Rezeptors mit geeigneten Detektionsantikérpern
erfolgt, die breitbandig alle bekannten Toxinvarianten binden miissen. Diese Antikérper wurden entweder

von kommerziellen Anbietern, Projektpartnern oder aus der eigenen Arbeitsgruppe bezogen. Falls keine
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geeigneten Antikorper verfligbar waren, wurde die Generierung monoklonaler Antikérper nach der
Hybridomtechnologie durchgefiihrt. Nach umfangreicher Charakterisierung der Antikérper konnten diese
zum einen auf ihre Eignung als Detektionsantikdrper in Kombination mit dem endogenen Rezeptor als
Fangerstruktur gepriift und zum anderen fiir den Aufbau von klassischen Sandwich-ELISA-Kombinationen
erprobt werden. Die sensitivsten Nachweise wurden anschlieffend mit nativen Toxinen bzw. soweit
vorhanden verschiedenen Toxinvarianten auf ihre Nachweisbreite hin getestet. Abschliefend erfolgte die
Ubertragung in die Vor-Ort-Detektionsplattform. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Geritevarianten
dieser Plattform verwendet: Das dltere Modell pTD (portabler Toxindetektor, Analytik Jena) und das im
Kofferformat verfiighare pBDi (portable BioDetector integrated, Bruker Daltonik) (siehe 1.5). Die
nachfolgenden Ergebnisse fiir die verschiedenen Toxine gliedern sich nach der hier beschriebenen

Vorgehensweise bei der Entwicklung der Nachweissysteme.

3.1 Pflanzentoxine Rizin und Abrin

Die beiden Pflanzentoxine Rizin und Abrin binden iiber ihre B-Kette an terminale Galaktosereste auf der
Zelloberflache (1.4.1). Da die Bindungstaschen fiir Zucker zwischen beiden Toxinen hochkonserviert sind
[210], liegt ein dhnliches Bindungsverhalten fiir Rizin und Abrin nahe. Es wurde daher angestrebt, die
Pflanzentoxine tber ihre Lektinbindung in den Nachweissystemen anzureichern. Zu diesem Zweck dienten

verschiedene Rezeptorkonstrukte.
3.1.1 Antigencharakterisierung der verwendeten Pflanzentoxine

Standardmaéfiig werden Rizin und Abrin in der Arbeitsgruppe als Rohextrakt aus den Samen von
R. communis bzw. A. precatorius nach einem zu [211] modifizierten Protokoll gereinigt. Durch die
Kombination aus einer Lektin-Affinitditschromatographie und einer nachfolgenden
Grofienausschlusschromatographie kénnen Rizin [196] bzw. Abrin in hoher Reinheit hergestellt werden

(Tabelle 20).

Tabelle 20: Zusammensetzung der verwendeten Pflanzentoxine (Rizin, Abrin).

Bezeichnung Ursprung Reinigung Zusammensetzung
Rohextrakt
Rizin (R. communis Affinitatschromatographie, > 97 % Rizin
Kultivar SEC Isoformen D und E [196]
carmencita)

Abrin-a, -b (ca. 50 %);
Abrus Agglutinin (50 %)

>90 % Abrin-a

Abrin Mischung Affinitatschromatographie

Rohextrakt
(A. precatorius) Affinitdtschromatographie,
SEC

Abrin-a

SEC = Grofienausschlusschromatographie

Alle Antigene wurden in der Arbeitsgruppe von Sylvia Worbs hergestellt und charakterisiert. Der Anteil der
Toxine bzw. Agglutinine wurde durch Fiarbung in Proteingelen bestimmt. Die Identifizierung der
Toxinisoformen erfolgte mit Hilfe massenspektrometrischer Methoden. Rizin lag in ausreichender Menge

als hochreines Material vor und wurde fiir alle hier durchgefiihrten Versuche verwendet. Da das Antigen
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aus dem Kultivar R. communis carmencita stammte, handelte es sich um eine Mischung aus Rizin D und E.
Fir Abrin wurden aufgrund begrenzter Materialmengen nur einzelne Versuche mit dem gereinigten Toxin
(Abrin-a) durchgefiihrt. Alternativ wurde eine Mischung aus den Isoformen Abrin-a und -b und Abrus

Agglutinin verwendet.

3.1.2 Affinitit von Asialofetuin und Asialo-GM1 als Rezeptoren fiir Rizin und
Abrin

Die Grundvoraussetzung fiir die Implementierung des Rezeptors in einen Immunoassay zum Nachweis des
Toxins ist eine ausreichend hohe Bindungsaffinitit zwischen endogenem Rezeptor und Toxin. Fiir Rizin ist
bekannt, dass es an das Glykoprotein Asialofetuin sowie das Glykosphingolipid Asialo-GM1 bindet. Um zu
untersuchen, ob die Interaktion zwischen Rizin bzw. Abrin und ihren zelluliren Rezeptoren mit
ausreichend hoher Affinitdt fiir den Nachweis der Toxine abgebildet werden kann, wurden
Bindungskinetiken mittels Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (Surface Plasmon Resonance,
SPR) bestimmt (Kapitel 2.7.3). Zu diesem Zweck wurden Asialofetuin und Asialo-GM1 auf der Oberflache
eines SPR-Sensorchips immobilisiert (Abbildung 12).
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Abbildung 12: SPR-basierte Assays zur Bestimmung der Bindungskinetik am Beispiel von Rizin.

Dargestellt ist der Ablauf der Kinetikmessung fiir die Interaktion von Rizin mit den verschiedenen méglichen Fangern.
A. Kovalente Kopplung tiber EDC/NHS-Chemie an die Carboxymethyldextran-Oberfliche des Sensorchips von
Asialofetuin (ASF), anti-His und anti-Maus-Antikdérper. B. Immobilisierung von Nanodisks (NDs) oder monoklonalem
anti-Rizin-Antikdrper (mAk) iliber die vorher kovalent gekoppelten Antikdrper. C.Injektion von Rizin und
anschliefdende Interaktion (Assoziation und Dissoziation) mit den in A (ASF) und B (Asialo-GM1-NDs; anti-Rizin mAk)
immobilisierten Fangern. Die gestrichelte Linie symbolisiert den Teil der gefangenen Strukturen innerhalb eines
Messzyklus, die sich nach dem Regenerationsschritt von der Oberfliche 16sen. Fiir die Visualisierung der
Proteinstrukturen dienten folgende PDB-Eintrage: 2AAI (Rizin) und 6HPV (Fetuin).

Asialofetuin kann als Protein iiber die Aminogruppen kovalent an die Carboxymethyldextranmatrix des
Sensorchips gebunden werden (2.7.1). Fiir Asialo-GM1 erfolgte die Integration in Phospholipidnanodisks

(2.5.1 und 2.5.2), um den Rezeptor in natiirlicher Lipidumgebung zu présentieren und um eine
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Immobilisierung tiber den His-Tag des MSP zu ermdoglichen. Die Integritdt der hergestellten Nanodisks
wurde anhand einer Gelfiltration kontrolliert (Chromatogramm siehe Anhang, Abbildung 45). Erhaltene
Fraktionen wurden mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers im indirekten ELISA (2.6.1) auf die
Anwesenheit der Ganglioside iberprift (ELISA-Ergebnisse siehe Anhang; Abbildung 45). Als
Positivkontrolle fiir die Interaktion mit Nanodisks in SPR-basierten Messungen diente die Bindung von
Choleratoxin an in Nanodisks integriertes GM1 (siehe Anhang, Abbildung 46), da fiir diese Interaktion eine

hochaffine Bindung in der Literatur beschrieben war [183].

Vergleichend zu den endogenen Rezeptoren wurde die Bindungskinetik jeweils eines murinen
monoklonalen Rizin- (R21) bzw. Abrin-spezifischen Antikorpers (AP430) bestimmt, die bereits zu Beginn
der Arbeit in der Arbeitsgruppe vorlagen. Die Immobilisierung dieser Antikorper erfolgte mit Hilfe eines
kommerziell erhiltlichen Mouse Capture Kits (GE Healthcare, Kapitel 2.7.2). Unter Anwendung eines
1:1-Bindungsmodell nach Langmuir wurden anhand der Bindungskurven (Abbildung 13) die kinetischen

Parameter ermittelt (Tabelle 21).
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Abbildung 13: SPR-Bindungskinetik von Rizin und Abrin an Asialofetuin, Asialo-GM1-NDs und mAk.

Links: Asialofetuin wurde kovalent iiber eine EDC/NHS Kopplung auf die Messflusszelle eines CM5 Chip immobilisiert
(Kontrollflusszelle: Immobilisierung von BSA). Die Toxine (Rizin, Abrin a) wurden in einer 1:3 Verdiinnungsreihe in
separaten Zyklen (multi-cycle) injiziert (120 s, 30 pl/min). Mit der Injektion von Laufpuffer (HBS EP+) wurde die
Dissoziation (300 s) eingeleitet. Mitte: Asialo-GM1-Nanodisks wurden durch Nutzung eines His Capture Kits
immobilisiert (Kontrollflusszelle: leere Nanodisks). Eine 1:3 Verdiinnungsreihe von Rizin bzw. Abrin-Mischung wurde
jeweils in einem Zyklus (single-cycle) injiziert (120 s, 30 ul/min). Die Dissoziation wurde fiir 400 s verfolgt. Rechts: Die
Messergebnisse fiir die Antikdrper R21 (a-Rizin) und AP430 (a-Abrin) wurden von Daniel Stern (RKI) zur Verfiigung
gestellt. Die Immobilisierung erfolgte mittels Mouse Capture Kit. Die Assoziation (180 s oder 120 s, 30 ul/min) wurde
durch Injektion einer 1:2 Verdiinnungsreihe von Rizin bzw. Abrin-a in separaten Zyklen bestimmt. Die Messung der
Dissoziation erfolgte fiir 600 s (dargestellt sind 270 bzw. 330 s). Messkurven sind in durchgezogenen, Fit-Kurven in
gestrichelten Linien dargestellt. Zur Bestimmung der kinetischen Parameter wurde ein 1:1 Bindungsmodell verwendet.
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Tabelle 21: Bindungskinetik von Rizin und Abrin an verschiedene Fiangerstrukturen.

Antigen Ligand ka (1/Ms) ka (1/s) Kb (M)
Asialofetuin 5,3 x 105 52 %103 9,9 x 109

Rizin Asialo-GM1-NDs 2,2 x 10* 4,4 %10t 2,0 x 105
mAKk R21 9,0 x 10* 4,9 x 10 54 x 107
Asialofetuin 4,3 x 105 4,2 x 103 9,7 x 109

Abrin Asialo-GM1-NDs 7,0 x 108* 3,1 x101* 4,5 x 10-8*
mAKk AP430 1,3 x10° 3,4 x 10+ 2,5x10"°

ka= Assoziationskonstante; kq = Dissoziationskonstante; Kp = Affinitdtskonstante; NDs = Nanodisks
*keine zuverldssige Ermittlung von ka und kd moglich, da Messwerte aufierhalb des Messbereichs des verwendeten
Gerats liegen (Biacore T200)

Rizin und Abrin wiesen ahnliche Assoziations- und Dissoziationsraten und damit dhnliche Affinitiaten
gegeniiber dem Glykoprotein Asialofetuin auf. Im Vergleich hierzu ergab die Interaktion der Toxine mit
monoklonalen Fangerantikérpern &dhnliche Assoziationsgeschwindigkeiten und eine ca. zehnfach
niedrigere Dissoziationskonstante. Insgesamt ist die Bindung an Asialofetuin mit Kp-Werten von 9,9 nM
(Rizin) und 9,7 nM (Abrin) geringfiigig niedrigaffiner als die Bindung an toxinspezifische monoklonale

Antikérper mit Kp-Werten von 5,4 nM (Rizin) und 2,5 nM (Abrin).

Die Bindung an Asialo-GM1-Nanodisks lieferte fiir die beiden Toxine ein heterogeneres Bild. Fiir die
niedrigaffine Bindung von Rizin an das Gangliosid ergab sich aufgrund der sehr schnellen Dissoziation eine
Affinitdtskonstante im hohen mikromolaren Bereich. Diese liegt etwa fiinf Log-Stufen hoher als bei der
hochaffinen Bindung der Toxine an monoklonale Antikérper. Abrin band im Gegensatz zu Rizin jedoch
deutlich besser an Asialo-GM1-Nanodisks. Da die ermittelten kinetischen Parameter dieser Interaktion
auflerhalb des Messbereichs lagen, konnen keine konkreten Aussagen zu den Assoziations- bzw.
Dissoziationsgeschwindigkeiten gemacht werden. Anhand des Kurvenverlaufs ldsst sich aber beurteilen,

dass Abrin mit etwas niedrigerer Affinitdt an Asialo-GM1-Nanodisks bindet als an Asialofetuin.

Da fiir die zu Abrin bzw. Rizin homologen Lektine Abrus Agglutinin bzw. Ricinus communis Agglutinin in der
Literatur eine dhnliche Kohlenhydratspezifitiat beschrieben ist [212], wurde die Interaktion dieser Lektine
mit Asialofetuin bzw. Asialo-GM1 untersucht (SPR-Bindungskurven siehe Anhang: Abbildung 47, Abbildung
48). Dabei zeigte sich, dass Ricinus communis Agglutinin das gleiche Bindungsverhalten wie Rizin aufwies.
Es band nur an Asialofetuin, aber nicht an Asialo-GM1. Abrus Agglutinin verhielt sich ebenfalls analog zu
Abrin und band sowohl Asialofetuin als auch Asialo-GM1. Da fiir die Bindungskinetik von Abrin an
Asialo-GM1 eine Mischung aus Abrin und Abrus Agglutinin als Antigen diente (Tabelle 20), kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die hier beobachtete Bindung von Abrin an Asialo-GM1-Nanodisks auf das im

Antigen enthaltene Abrus Agglutinin zuriickzufiihren ist.

Insgesamt war neben der hochaffinen Interaktion mit monoklonalen Antikérpern die Bindung von
Asialofetuin gegeniiber beiden Toxinen ausreichend affin, um als gemeinsamer Finger in den zu
entwickelnden Immunoassays eingesetzt zu werden. Prinzipiell konnte dariiber hinaus Asialo-GM1

erfolgreich in Nanodisks integriert werden. Wahrend Rizin hierbei keine hochaffine Bindung an die
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Nanodisks aufwies, zeigte Abrin nahezu vergleichbare Affinititen beziiglich der Bindung an
Asialo-GM1-Nanodisks und Asialofetuin. Zusammenfassend zeigten sowohl die monoklonalen Antikérper
als auch Asialofetuin vielversprechende Bindungseigenschaften und wurden daher in Assays zum Rizin-

und Abrinnachweis implementiert.

3.1.3 Vergleich von Antikorper- und Rezeptor-basiertem Nachweis von Rizin und
Abrin

Um den Nachweis von Abrin und Rizin mit Rezeptoranreicherung iiber Asialofetuin mit der Anreicherung
iiber monoklonale Fangerantikdorper zu vergleichen, wurden jeweils passende monoklonale
Detektionsantikoérper mit den Rezeptoren bzw. den monoklonalen Fangerantikérpern im Sandwich-ELISA
kombiniert. Ziel war es, sowohl mit dem Rezeptor- als auch mit dem Antikérper-basierten Ansatz moglichst
sensitive Assays zu etablieren. Zu diesem Zweck konnte auf ein Panel an bereits in der Arbeitsgruppe

vorliegenden, monoklonalen Antikérpern zuriickgegriffen werden (Tabelle 22).

Tabelle 22: Eigenschaften der vorliegenden Rizin- und Abrin-spezifischen Antikérper.

Antigen Antikérper Affinitiat (nM) Spezifitit Kombi mit ASF
R21 5,4* Rizin; A-Kette [98] n.d.
Rizin
R18 0,43* Rizin; A-Kette [98] Ja
AP430 2,5% Abrin-a nein
Abrin
AP3202 0,5 [115] Abrin-a [115] ja

ASF = Asialofetuin; n.d. = nicht durchgefiihrt
*Daten wurden freundlicherweise von D. Stern (RKI) zur Verfiigung gestellt

Fir den klassischen Sandwich-ELISA wurde in Vorarbeiten von Diana Pauly (RKI) ein sensitiver Nachweis
fiir Rizin bestehend aus mAk R21 und biotinyliertem mAk R18 aufgestellt. Der Nachweis von Abrin durch
AP430 als Fanger und AP3202 als Detektor wurde von Eva-Maria Hansbauer (RKI) beschrieben [115]. Des
Weiteren wurde der Einsatz von Asialofetuin als Fanger im enzyme-linked lectin assay (ELLA) gut
charakterisiert [115, 208]. Bei diesem Lektinbindungsassay kommt statt des im ELISA verwendeten
Fangerantikorpers ein kohlenhydratbindendes Protein (Lektin) als Fanger zum Einsatz. Da Rizin iiber seine
B-Kette an Asialofetuin bindet, eigneten sich zur Detektion am besten A-Ketten-spezifische Antikorper, die
nicht mit der Lektinbindung interferieren. Dementsprechend fiel die Wahl auf R18-Bio. Fiir
Abrin-spezifische Antikoérper fehlten Informationen beziiglich der Kettenspezifitit, sodass Vortestungen
mit verschiedenen vorliegenden monoklonalen Antikérpern erfolgten. Hier erwies sich AP3202 als bester
monoklonaler Detektionsantikérper in Kombination mit Asialofetuin als Fanger (fiir ECso-Werte im ELLA

siehe Anhang, Tabelle 50).

Die beschriebenen Kombinationen wurden jeweils fiir Rizin und Abrin in einen Sandwich-ELISA (2.6.2)
bzw. ELLA (2.6.3) integriert und verglichen (Abbildung 14). Die ermittelten halbmaximalen
Effektorkonzentrationen (ECso) und Nachweisgrenzen sind in Tabelle 23 zu finden. Hierbei war ein
hochsensitiver Nachweis von Rizin mit dem Antikérper- und dem Rezeptor-basierten Ansatz moglich. Fiir

beide Systeme lag die Nachweisgrenze im unteren pg/ml Bereich.
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Der Nachweis von Abrin fiel insgesamt weniger sensitiv aus als der Nachweis von Rizin. Mit einer
halbmaximalen Effektorkonzentration von 24,6 ng/ml ist die Detektion von Abrin im ELLA um den Faktor
acht weniger sensitiv als im klassischen ELISA. Da fiir den Nachweis im ELLA und im Sandwich-ELISA als
Antigen die Abrin-Mischung zum Einsatz kam (Abrin und Abrus Agglutinin, Tabelle 20), ist die hier
angegebene Sensitivitit des Abrin-Nachweises nicht prézise. Es lasst sich aber beurteilen, dass der

Nachweis im ELLA etwa um den Faktor 20 weniger sensitiv ist als der Nachweis im Sandwich-ELISA.
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Abbildung 14: Vergleich von Sandwich-ELISA und ELLA zur Detektion von Rizin und Abrin.

Fiir den ELLA (blau) wurde Asialofetuin zu 4 pug/ml in Carbonatpuffer (pH9,9) verdiinnt und immobilisiert.
Antikérper-basierte Nachweise (ELISA, rot) erfolgten unter Immobilisierung toxinspezifischer Antikdrper
(a-Rizin: R21; a-Abrin: AP430 je 10 pg/ml) in PBS (pH 7,3). Unspezifische Bindungen wurden geblockt und
anschlieffend mit einer seriellen Verdiinnungsreihe von 0,001 ng/ml bis 1pg/ml Rizin (links) bzw.
Abrin-Mischung (rechts) in 0,1 % BSA/PBS (bzw. 0,1 % BSA/PBS-T fiir ELLA) inkubiert. Die Detektion erfolgte mit
toxinspezifischen biotinylierten mAk (a-Rizin: R18-Bio; a-Abrin: AP3202-Bio je 1,5 pg/ml). Die Entwicklung wurde mit
Poly-HRP und anschliefdender Zugabe von TMB vorgenommen. Gezeigt sind Ergebnisse in Triplikaten (n=3). LOD und
ECso-Werte sind in gestrichelten Linien in der Farbe des zugehoérigen Nachweissystems markiert.

Tabelle 23: Nachweisgrenzen fiir den Nachweis von Rizin und Abrin mittels ELISA und ELLA.

Antigen Assay Fanger Detektor-mAk | LOD (pg/ml) ECso (ng/ml)
ELISA mAk R21 1,2 0,1
Rizin R18-Bio
ELLA ASF 6,5 0,2
ELISA mAKk AP430 38,9 3,0
Abrin AP3202-Bio
ELLA ASF 730,9 24,6

ASF = Asialofetuin; ECso = halbmaximale Effektorkonzentration; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay;
ELLA = enzyme-linked lectin assay; LOD = Detektionslimit; mAk = monoklonaler Antikérper

3.1.4 Matrixeinfluss von Milch auf den Nachweis mittels ELLA und ELISA

Die in Tabelle 23 gezeigten Sensitivititen wurden unter idealen Bedingungen bei der Verwendung von
Antigenverdiinnungspuffer erzielt. Realproben liegen zumeist in komplexen Matrizes vor, deren
Bestandteile den Nachweis beeinflussen kénnen. Um die beiden Systeme hinsichtlich ihrer Robustheit

gegeniliber Storfaktoren zu vergleichen, sollte die Sensitivitit der zuvor beschriebenen Assays unter
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Einfluss einer reprasentativen Matrix untersucht werden. Da fiir Rizin bereits gezeigt wurde, dass Milch den

Nachweis storen kann [213, 214] wurde exemplarisch der Einfluss von Milch untersucht (Abbildung 15).

Hierzu wurden die Antikorper- und Rezeptor-basierten Nachweise wie zuvor durchgefiihrt, mit dem
Unterschied, dass die Antigene mit einer finalen Konzentration von 0,2 bzw. 2 % Milch in 0,1 % BSA/PBS-T
vorinkubiert wurden. Die Nachweise der beiden Toxine verschlechterten sich im ELLA drastisch unter dem
Einfluss von Milch. Die Detektion mittels ELISA blieb dagegen selbst bei der hdchsten untersuchten

Matrixkonzentrationen (2 % Milch) stabil.
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Abbildung 15: Matrixeinfluss von Milch auf den Nachweis von Rizin und Abrin im ELLA und ELISA.

Fiir den ELLA (blau) wurde 4 pg/ml Asialofetuin in Carbonatpuffer (pH 9,9) immobilisiert. Antikérper-basierte
Nachweise (ELISA, rot) erfolgten durch Immobilisierung toxinspezifischer Antikérper (o Rizin: R21; a Abrin: AP430 je
10 pg/ml) in PBS (pH 7,3). Nach der Blockade unspezifischer Bindungen wurden zuvor fiir 40 min vorinkubierte
Antigen-Verdiinnungsreihen (1:10) von 0,001 ng/ml bis 1000 ng/ml in Milch (Magermilchpulver in 0,1 % BSA/PBS;
m 0,2 % oder A2 %) oder 0,1 % BSA/PBS (Pufferkontrolle) zugegeben und fiir 2 h inkubiert. Die Detektion erfolgte mit
toxinspezifischen biotinylierten mAk (a-Rizin: R18-Bio; a-Abrin: AP3202-Bio je 1,5 pg/ml). Es folgte die Entwicklung
mit Poly-HRP und TMB. Gestrichelte Linien zeigen die Verschiebung der ECso-Werte. Alle Werte wurden in

Einzelbestimmung durchgefiihrt (n=1).

3.1.5 Spezifitat von Asialofetuin als Fanger fiir Rizin und Abrin

Da die hier entwickelten Immunoassays einen schnellen Toxinnachweis erméglichen sollten, wurden die
untersuchten monoklonalen Antikérper und Asialofetuin in die pTD-Detektionsplattform iibertragen. Die
Zielsetzung des SensTox-Projektes (Kapitel 1.6), eine Differentialdiagnostik fiir Verdachtsfille einer
Rizinintoxikation bereitzustellen, machte es erforderlich, die Biochips so zu gestalten, dass mit der Messung
einer Probe der gleichzeitige Nachweis aller adressierten Toxine realisierbar ist. Um sicherzustellen, dass
bei diesem angestrebten Multiplex-Nachweis keine Kreuzreaktivititen der eingesetzten

Nachweisreagenzien auftreten, wurde die Spezifitit der Fangerstrukturen bestimmt.

Zu diesem Zweck wurde die Bindung von im SensTox-Projekt adressierten Toxinen an Asialofetuin im ELLA
untersucht (Kapitel 2.6.3). Die Detektion wurde mit fiir das jeweilige Antigen spezifischen biotinylierten

Antikorpern vorgenommen. Wie in Abbildung 16 zu sehen ist, war fiir hohe Konzentrationen (100 ng/ml)
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der Toxine TcdA und TcdB aus C. difficile eine deutliche Bindung an Asialofetuin nachweisbar. Eine
genauere Untersuchung (fiir Messkurven ELLA siehe Anhang; Abbildung 49) ergab, dass der Nachweis von
TcdA und TcdB mit Asialofetuin als Fianger weniger sensitiv ist als fiir Rizin. Dennoch sollte diese

Kreuzreaktivitat fiir den spateren Multiplex-Nachweis kritisch hinterfragt werden.

Abbildung 16: Kreuzreaktivitit von Asialofetuin

Antigen-Konzentration: gegeniiber anderen Toxinen im ELLA.
B 100 ng/ml Asialofetuin wurde immobilisiert (4 pg/ml in
M [ 10 ng/ml Carbonatpuffer, pH 9,9). Nach Blockade
unspezifischer Bindungen erfolgte die Inkubation mit
den angegebenen Antigenen in 0,1 % BSA/PBS-T in
zwei verschiedenen Konzentrationen (100 und
10 ng/ml). Die Detektion wurde mit biotinylierten
H toxinspezifischen, monoklonalen Antikérpern (je

N
!
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T
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13C4-Bio (Stx1); 11E10-Bio (Stx2); CPE562-Bio
. ) (CPE), Etx484-Bio (Etx); SEA165-Bio (SEA);
Q@Q vva‘@ & & & & & ,\cﬁy /\ng TcdA3211-Bio  (TcdA); TcdB3322-Bio  (TcdB)
durchgefiihrt. Die Entwicklung wurde mit Hilfe von
Poly-HRP und TMB vorgenommen. Die Werte sind als
Einfachbestimmung erhoben (n=1).

3.1.6 Vor-Ort-Nachweise von Rizin und Abrin

Zur Beurteilung der Nachweisempfindlichkeiten des Vor-Ort-Nachweises wurden sowohl ELLA als auch
Sandwich-ELISA in die pTD-Detektionsplattform iibertragen. Zu diesem Zweck nahm die Firma Analytik
Jena die Immobilisierung von ausgewdhlten Fangerantikérpern und Asialofetuin in verschiedenen
Konzentrationen auf elektrochemischen Biochips vor (siehe Anhang, Abbildung 50). Die Messung erfolgte
als Einzelnachweis des jeweiligen Toxins (Messung eines Antigens in Kombination mit dem spezifischen
biotinylierten Detektionsantikérper) mit Hilfe des pTD-Systems (Kapitel 2.6.5). Die Nachweisgrenzen
(Tabelle 24) wurden anhand eines Schwellenwertes ermittelt, welcher sich aus dem Mittelwert der
Leerwertmessung der Doppelspots eines immobilisierten Fangers zuziiglich 3,29-facher
Standardabweichung errechnete. In Abbildung 17 sind die Ergebnisse als Realwerte aufgetragen

(Signalanstieg pro min).
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Abbildung 17: Nachweis von Rizin und Abrin in der Vor-Ort-Detektionsplattform pTD.

Die monoklonalen Antikérper R21 zum Nachweis von Rizin (links) und AP430 zum Nachweis von Abrin (rechts)
wurden auf elektrochemische Biochips immobilisiert (je 500 pg/ml). Asialofetuin wurde in verschiedenen
Konzentrationen (250; 500 und 750 pug/ml) ebenfalls auf diese Chips gebracht (Chiplayout siehe Anhang, Abbildung
50). Nach Einsetzen der Biochips in das Messgerdat pTD (Analytik Jena AG) folgte die Inkubation von seriellen
1:10-Verdiinnungen (1 ng/ml bis 100 ng/ml) von Rizin bzw. Abrin-Mischung in 0,1 % BSA/PBS, wobei je ein Chip pro
Konzentration gemessen wurde. Zur Detektion wurden jeweils 10 pg/ml mAk R18-Bio (a-Rizin) bzw. AP3202-Bio
(a-Abrin) verwendet. Die Entwicklung erfolgte mit Streptavidin-gekoppelter [-Galaktosidase und Zugabe von
4-Aminophenyl-B-D-Galaktopyranosid. Anschlieffend wurde das elektrochemische Signal ausgelesen. Pro
Konzentration wurde ein Biochip gemessen, aufgetragen sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der gemessenen
Doppelspots.

Tabelle 24: Nachweisgrenzen von Rizin und Abrin im pTD.

. Fanger Schwellenwert
Antigen (e o ool Detektor-mAk LOD (ng/ml) (nA/min)*
mAk R21 (500) 1 1,8
ASF (250) 1 2,6
Rizin R18
ASF (500) 1 1,5
ASF (750) 10 51
mAk AP430 (500) 1 0,0
ASF (250) n.b.** n.b.**
Abrin-Mischung AP3202
ASF (500) 1 1,0
ASF (750) n.b.** n.b.**

ASF = Asialofetuin; LOD = Nachweisgrenze; mAk = monoklonaler Antikérper; n.b. = nicht bestimmbar

*Mittelwert aus der Doppelbestimmung des Leerwerts der betreffenden Positionen zuziiglich der 3,29-fachen
Standardabweichung

**Angabe der LOD nicht sinnvoll aufgrund negativer Steigungen fiir den Leerwert

Fir Rizin lief3en sich sowohl der Antikdrper-basierte als auch der Rezeptor-basierte Nachweis gut in die
Vor-Ort-Detektionsplattform iibertragen. Verglichen mit den sehr guten Nachweisgrenzen (pg/ml-Bereich)
beider Ansdtze im Platten-basierten Format ergab sich zwar ein deutlicher Sensitivitdtsverlust, dennoch

gelang auch im pTD der sichere Nachweis ab einer Rizin-Konzentration von 1 ng/ml.

Der Vor-Ort-Nachweis von Abrin war Antikérper-basiert mit hoher Sensitivitit moéglich. Asialofetuin

eignete sich als Fanger fiir Abrin im pTD nicht fiir einen sensitiven Nachweis des Toxins. Auch mit einer
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Erhohung der immobilisierten Menge an Asialofetuin lief} sich keine Verbesserung des Messsignals

erreichen.

Zusammenfassend ermdglichten monoklonale Antikdrper integriert in Sandwich-ELISA einen sensitiveren
Nachweis von Rizin und Abrin als der Rezeptor-basierte Nachweis mit Asialofetuin. Prinzipiell eignete sich
Asialofetuin aber fiir den Nachweis beider Toxine im Platten-basierten ELLA. Eine erste Untersuchung mit
der Matrix Milch ergab, dass der ELLA anfilliger fiir enthaltene Storfaktoren ist als der Nachweis im
Sandwich-ELISA. Der Vor-Ort-Nachweis im pTD-System war auf der Basis von Asialofetuin zwar fiir Rizin,
aber nicht fiir Abrin realisierbar. Demgegeniiber liefien sich mit den monoklonalen Antikérpern sowohl fiir

Rizin als auch fiir Abrin sensitive Vor-Ort-Nachweise im pTD-System erzielen.

3.2 Shigatoxine Stx1 und Stx2

Aufgrund der hohen strukturellen Variabilitat (siehe Kapitel 1.3.2) stellt die simultane Detektion aller
Subtypen von Stx1 und Stx2 eine Herausforderung dar. Der Einsatz endogener Rezeptoren als gemeinsame
Fangerstruktur schien hier vielversprechend, da fiir alle Shigatoxine eine Bindung an die Globoside Gb3 und

Gb4 beschrieben ist (Kapitel 1.4.2).
3.2.1 Antigencharakterisierung von kommerziellen, nativen Shigatoxinen

Fir die vorliegenden Untersuchungen dienten kommerziell verfiighare Toxine als Antigene. Bei diesen
handelte es sich laut Herstellerangaben um die gereinigten, nativen Shigatoxine der Subtypen Stx1la und
Stx2a (zugrundeliegende E. coli Stimme unbekannt). Massenspektrometrische Untersuchungen bestétigten
die Identitit des Materials. Zur Uberpriifung der Reinheit wurden die Antigene unter reduzierenden
Bedingungen mittels Gelelektrophorese getrennt (Kapitel 2.4.1) und enthaltene Proteine mit

Coomassie-Blue angefarbt (Abbildung 18).

Stx Abbildung_18: Auftragung von Stxla
kDa 1a 2a und Stx2a in SDS-PAGE. .
Von Stxla und Stx2a wurden je 500 ng

180 ’ in reduzierendem Probenpuffer (mit
70 ‘ [3-Mercaptoethanol) auf 14 %
55 e SDS-Polyacrylamid-Gele  aufgetragen
40 |- und elektrophoretisch getrennt. Die
35 — Farbung erfolgte mit Coomassie-Blue.
25 | - Als Marker wurde PageRuler Prestained

- Q Protein Ladder (Fa. Thermo Scientific)
verwendet. Die A-Untereinheit (A-UE:

15 | 32 kDa, pink) und B-Untereinheit
(B-UE: je 8 KkDa, dargestellt als

Pentamer in tiirkis) sind mit einem

10 |- @ farbigen Punkt an der entsprechenden
Proteinbande gekennzeichnet. Quelle

des Bildes: PDB 1R4P (exemplarische

Darstellung von Stx2a)
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Fiur Stx2a liefen sich zwei Proteinbanden nachweisen, bei denen es sich um die A- und die monomere
B-Untereinheit handelte. Diese Auftrennung ist auf die reduktive Spaltung der zwischen den Untereinheiten
befindlichen Disulfidbriicke zuriickzufithren. Es stand demnach hochreines Stx2a als Antigen zur
Verfiigung. Im Gegensatz dazu lieferte die Trennung von Stx1a diverse Proteinbanden. Unter diesen wurden

Stx1-spezifische Banden massenspektrometrisch identifiziert.
3.2.2 Affinitat von Globosiden als Rezeptoren fiir Shigatoxine

Generell deuteten die Literaturdaten darauf hin, dass sowohl Stx1 als auch Stx2 praferenziell an Gb3 binden.
Da DeGrandis et al. fiir den Subtyp Stx2e eine stirkere Bindung an Gb4 als an Gb3 nachwiesen [152], wurden
beide Globoside in die Untersuchungen eingeschlossen. Ziel war es, die Globosidrezeptoren so zu

funktionalisieren, dass eine hochaffine Interaktion mit den Toxinen zustande kommt.

Aus ELISA-basierten Untersuchungen von Karve et al. und Gallegos et al. ging hervor, dass sowohl Stx1 als
auch Stx2 durch den Zusatz von Cholesterol und Phosphatidylcholin eine deutlich starkere Bindung an Gb3
und Gb4 zeigten [139, 140]. Positive Effekte ergaben sich aufderdem, wenn die Globoside in 1:1-Mischungen
mit anderen Glykosphingolipiden, insbesondere Galaktosylceramid und Laktosylceramid, eingesetzt
wurden. Daher wurde die Prasentation der Globoside zusammen mit dem Phospholipid POPC und den
genannten Ceramiden in Nanodisks erprobt. Zu diesem Zweck wurden Nanodisks mit variierender
Zusammensetzung hergestellt (Kapitel 2.5.1 und 2.5.2). Diese Nanodisks enthielten entweder 10 bis 20
Molekiile der Globoside Gb3 und/ oder Gb4 (entspricht Gehalt von 4 bis 16 %, Zeilen ,keine Additive“ in
Tabelle 25) oder eine Mischung aus 5 bis 10 Molekiilen Gb3 und 5 Molekiilen der Ceramide (entspricht
4 bis 8 % Gb3  mitje 4 % Ceramiden, Tabelle 25). Diese Nanodiskprdparationen wurden auf
Mikrotiterplatten immobilisiert und die Bindung der Shigatoxine mit Hilfe toxinspezifischer Antikérper

untersucht (Kapitel 2.6.2).

Tabelle 25: Bindung von Stx1a und Stx2a an globosidhaltige Nanodiskpraparationen.
Blau markiert ist die Nanodisk-Variante, die die beste Bindung fiir die beiden Shigatoxine zeigte.

Rezeptor Bindung an*
Additive Rezeptoren P g
pro ND Gb3 Gb4 Stxla Stx2a

20 16 % - + _

10 8% - ++ +
Keine

10 4% 4% + +

10 - 8% — _

10 8% — +—+ SR
GalCer (4 %)

5 4% - ot ++
LacCer (4 %) 5 4% - 4+t +

GalCer = Galaktosylceramid; LacCer = Laktosylceramid; ND = Nanodisk

*Bestimmung im Sandwich-ELISA mittels Detektion durch biotinylierte Antikdrper 13C4 (Stx1a) und 11E10 (Stx2a);
Einstufung der Sensitivitit anhand der halbmaximalen Effektorkonzentration (ECso): “—“= ECso > 50 ng/ml;
“+“=5 <ECs0 <50 ng/ml; “++“= 0,5 < ECs0 < 5 ng/ml; “+++“=ECs0 < 0,5 ng/ml
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Unter den Prdparationen, die neben Phospholipiden nur Globoside enthielten, wiesen Gb3-haltige
Nanodisks eine gute Bindung an beide Toxine auf. Im Gegensatz dazu war fiir rein Gb4-basierte Nanodisks
im ELISA keine Bindung nachweisbar, sodass eine Verwendung als Fangerstruktur ausgeschlossen wurde
(fir exemplarische Messkurven, sieche Anhang Abbildung 51). Hinsichtlich der Rezeptordichte lieferten
Nanodisks mit durchschnittlich 10 Molekiilen Gb3 (entspricht 8 %) bessere Ergebnisse als solche mit einer
Anzahl von 20 Rezeptormolekiilen (entspricht 16 %). Obwohl bei einer reduzierten Rezeptordichte nicht
alle 15 Bindungstaschen des Toxins fiir die Interaktion bereitstehen, scheint diese sterisch begiinstigt zu
sein. In Bezug auf die Lipidzusammensetzung liefd sich mit dem Zusatz von Laktosylceramid (LacCer) keine
verstarkte Bindung der Gb3-Nanodisks an die Shigatoxine erzielen. Die Insertion von Gb3 in Kombination
mit Galaktosylceramid (GalCer) fiihrte zu einer deutlich verbesserten Rezeptorbindung. Ein Gehalt von 8 %

Gb3 und 4 % GalCer erwies sich dabei fiir Stx1a und Stx2a als optimal (Tabelle 25, blaue Markierung).

Die Charakterisierung der kinetischen Bindungseigenschaften dieser Gb3/GalCer-Nanodisks an die
Shigatoxine erfolgte mittels Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR, Kapitel 2.7.3).
Vergleichend wurde die Bindungskinetik zweier monoklonaler Fangerantikorper bestimmt. Abbildung 19
zeigt den Kurvenverlauf der Interaktionen. Tabelle 26 beinhaltet die kinetischen Parameter, denen eine

1:1-Modellierung der Bindung nach Langmuir zugrunde liegt.

Gb3/GalCer-NDs Antikorper
200 200
¥ 6nM
150 {¥ 0.6 M 150
) ) T
X 100 { A & 100 { ﬁ
Stxla | < ] < |
50 1 / 50 1 / i ¥ 71nM
A / ¥ 7,1nM
0 =z ; o L4 .
0 250 500 0 250 500
Zeit (s) 13C4 Zeit (s)
200 200
¥ 17nM A~
150 {¥ 1,7 nM 150 1 / ~—
2 * z |
100 1 100 A .=
< R |
Stx2a /T jx
501 . | 501 ¥ 210 nM
! / ¥ 21nM
0 T 0 1 ,
0 250 500 0 250 500
Zeit (s) 1E1 Zeit (s)

Abbildung 19: Bindung von Shigatoxinen an Gb3/GalCer-Nanodisks und mAk im SPR.

Gb3/GalCer-Nanodisks (links) wurden {iber ein His Capture Kit immobilisiert (Kontrollflusszelle: leere Nanodisks). Die
Antigene Stxla bzw. Stx2a wurden in den angegebenen Konzentrationen sequenziell (single-cycle) injiziert (120 s,
30 pl/min). Die Dissoziation wurde durch Pufferinjektion eingeleitet und fiir 400 s verfolgt (gezeigt sind 200 s). Die
Immobilisierung der monoklonalen Antikérper (rechts) 13C4 (a-Stx1) und 1E1 (a-Stx2) erfolgte mittels
Mouse Capture Kit. Die Assoziation (60 s, 30 ul/min) wurde durch sequenzielle Injektion von Stx1a bzw. Stx2a in je zwei
Konzentrationen bestimmt. Die Messung der Dissoziation erfolgte fiir 300 s. Messkurven sind in durchgezogenen, Fit-
Kurven in gestrichelten Linien dargestellt. Zur Bestimmung der kinetischen Parameter wurde ein 1:1-Bindungsmodell
verwendet.
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Die Bindung von Stx1a und Stx2a an Gb3/GalCer-Nanodisks war hochaffin. Mit Affinitadten von 0,13 nM fiir
Stx1la und 0,35 nM fiir Stx2a rangierten die Gangliosidrezeptoren in einem &hnlichen Bereich wie die
Affinititen von monoklonalen Féangerantikdrpern. Mit den exzellenten Bindungseigenschaften der
Gb3/GalCer-Nanodisks fiir Stx1a und Stx2a konnte ihre Eignung als gemeinsamer Fanger der Shigatoxine

demonstriert werden.

Tabelle 26: Bindungskinetik von Stx1a und Stx2a an Gb3/GalCer-Nanodisks und mAKk.

Antigen Ligand ka (1/Ms) ka (1/s) Kb (M)
Gb3/GalCer-NDs 2,6 x 107 3,2x103 1,3 x 1010
Stxla
mAk 13C4 1,4x 106 5,4x 10+ 3,9x 10-10
Gb3/GalCer-NDs 5,4 x 10¢ 1,9 x 103 3,5 x 1010
Stx2a
mAk 1E1 3,8 x 105 6,2 x 104 1,6 x 109

ka = Assoziationskonstante; kd = Dissoziationskonstante; Kp = Affinitdtskonstante; mAk = monoklonaler Antikorper;
NDs = Nanodisks

3.2.3 Charakterisierung von kommerziellen Stx-spezifischen Antikérpern

Zum Aufbau immunologischer Nachweissysteme fiir die Shigatoxine mussten geeignete monoklonale
Antikorper identifiziert werden, die in sensitive Sandwich-ELISA integrierbar sind. Des Weiteren waren
Antikorper notwendig, die tiber Gb3/GalCer-Nanodisks immobilisierte Shigatoxine detektieren konnten.
Hierzu erfolgte eine umfassende Charakterisierung von kommerziell verfiigbaren und aus Kooperationen
stammenden (Erwin Martlbauer, LMU Miinchen) Stx1- und Stx2-spezifischen monoklonalen Antikérpern.

Insgesamt standen sechs gegen Stx1 und acht gegen Stx2 gerichtete Antikdrper zur Verfligung (Tabelle 28).

Wichtiger Bestandteil dieser Charakterisierung war die Bestimmung der Subkettenspezifitit der
monoklonalen Antikorper. Diese Information half, die Kombinierbarkeit der monoklonalen Antikérper mit
dem endogenen Rezeptor zu planen, da A-Ketten-spezifische Antikorper voraussichtlich mit der iiber die
B-Kette vermittelten Rezeptorbindung kombinierbar waren. Zu diesem Zweck erfolgte die Untersuchung
der Antikorper in einem Western Blot (Kapitel 2.6.4), bei dem eine gelelektrophoretische Trennung unter
reduzierenden Bedingungen zur Spaltung der Shigatoxin-Holotoxine in ihre A- und B-Untereinheit fiihrte

(Abbildung 20 A und B).

Die Erkennung dieser deutlich voneinander getrennten Proteinbanden durch die monoklonalen Antikérper
lief? Riickschliisse auf ihre Subkettenspezifitat zu. Alle gegen Stx1 gerichteten Antikérper waren spezifisch
fir die B-Kette (Abbildung 20 A). Unter den Stx2-spezifischen Antikdrpern befanden sich drei mit
eindeutiger Erkennung der A-Kette (Abbildung 20 B, Antikdrper 11E10, 1E1 und 135/6-B9). Der
Antikorper 1B5 detektierte neben einer Bande fiir die A-Untereinheit weitere Proteinbanden mit
schwacher Intensitat. BB12 wies eine deutliche Erkennung der B-Kette auf. Die Antikdrper 11F11, 136/6
und MBS36 eigneten sich schlecht fiir den Einsatz im Western Blot. Unter den detektierten Proteinbanden
war jedoch die der B-Kette von der hochsten Signalintensitét, sodass angenommen wurde, dass diese

Antikorper B-Ketten-spezifisch sind.
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Abbildung 20: Untersuchung Stx-spezifischer Antikérper im Western Blot.

Monoklonale Antikdrper wurden im Western Blot auf die Erkennung von Stx1a (1) und Stx2a (2) getestet. Dazu wurden
je 250 ng Antigen in reduzierendem Probenpuffer auf 14 % SDS-PAGE-Gele aufgetragen und getrennt. Die Ubertragung
der Proteine auf aktivierte PVDF-Membranen erfolgte mittels Elektroblot. Nach Blockade unspezifischer Bindungen
wurde (A) mit Stx1-spezifischen Antikérpern (1 pg/ml) bzw. (B) mit Stx2-spezifischen Antikdrpern (1 pg/ml)
inkubiert. Die Entwicklung wurde mit biotinyliertem Ziege anti-Maus-Antikorper, Avidix-Alkalische Phosphatase und
CDP-Star vorgenommen. Als Marker diente PageRuler Prestained Protein Ladder. Die Entwicklungszeiten waren 30 s
(13C4; 2H3; 136/8), 600 s (109/4; MBS34; 3C10; 10D11; 11E10; 135/6; 1E1) und 660 s (11F11; BB12; MBS36; 1B5).

Weiteren Aufschluss liber die Eignung der monoklonalen Antikdrper als Nachweisreagenzien gab die
Bestimmung der Bindungskinetik durch SPR-Messungen (Kapitel 2.7.3). Dazu erfolgte die Immobilisierung
der murinen Antikdérper auf einem CM5-Sensorchip iiber ein Mouse Capture Kit (Kapitel 2.7.2). Anhand der
Bindungskurven (siehe Anhang, Abbildung 52) liefRen sich die kinetischen Bindungsparameter ermitteln
(Tabelle 28). Die Stx1-spezifischen Antikorper zeigten ausnahmslos sehr hohe Affinitat zu ihrem Antigen.
Sie zeichneten sich durch sehr niedrige Dissoziationsraten aus und erreichten damit subnanomolare
Affinitatskonstanten Kp. Die Affinitdten der gegen Stx2 gerichteten Antikérper waren niherungsweise um

den Faktor 10 geringer, aber trotzdem sehr hoch.

Mit dem Epitopbinning kam eine SPR-basierte Methode zum Einsatz (Kapitel 2.7.4), mit der sich ermitteln
lie}, ob die Antikérper potenziell in einem Sandwich-ELISA miteinander kombinierbar sind. Da die
Shigatoxine aufgrund ihrer fiinf identischen B-Ketten repetitive Epitope innerhalb des Holotoxins
aufweisen, blockieren sich bei dieser Assaykonfiguration zwei B-Ketten-spezifische Antikorper selbst bei
identischen Epitopen nicht (siehe Anhang; Abbildung 53, Abbildung 54). Eine gegenseitige Blockade und

demnach identische Epitoperkennung liefd sich nur fiir die A-Ketten spezifischen Antikérper 11E10 und
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135/6 (Stx2) erkennen. Ein weiterer gegen die A-Kette gerichteter Stx2-spezifischer Antikdrper 1E1

erkannte ein dazu distinktes Epitop und konnte daher mit 11E10 und 135/6 kombiniert werden.

Um geeignete Detektionsantikdrper fiir den Rezeptor-basierten Ansatz zu identifizieren wurden
Gb3/GalCer-Nanodisks im ELISA-Format (Kapitel 2.6.2) mit den verschiedenen Detektionsantikérpern
kombiniert (Tabelle 27). Fiir die Detektion von Stx1a eigneten sich hierbei mit ansteigenden Sensitivititen
die mAk MBS34, 109/4 und 13C4. Diese B-Ketten-spezifischen Antikorper waren mit den Nanodisks
kombinierbar, obwohl die Rezeptorbindung iiber die B-Untereinheit vermittelt wird. Der Nachweis von
Stx2 nach Immobilisierung durch Gb3/GalCer-Nanodisks war dagegen nur mit A-Ketten-spezifischen

Antikorpern moglich. 11E10 lieferte hier den Nachweis mit der hochsten Sensitivitat.

Tabelle 27: Kombinierbarkeit der Antikérper mit Gb3/GalCer-Nanodisks.

Fanger: Gb3/GalCer-Nanodisks

Detektor-mAk Stxla Detektor-mAk Stx2a
MBS34 + 1E1 ++
13C4 +++ 11E10 +++
109/4 ++ 135/6 +
3C10 - 11F11 +
2H3 - 1B5 -
10D11 n.b. MBS36 -

BB12 -

136/8 -
Einstufung der Sensitivitit anhand der halbmaximalen Effektorkonzentration (ECso): “—“= ECso > 50 ng/ml;

“+“=5<ECs0< 50 ng/ml; “++“ = 0,5< ECs0< 5 ng/ml; “+++“=ECso< 0,5 ng/ml

Tabelle 28 gibt einen Uberblick zu den Eigenschaften der monoklonalen Antikérper, die fiir die
beschriebenen Untersuchungen verwendet wurden. Sowohl fiir Stx1 als auch fiir Stx2 lagen hochspezifische
Antikorper mit ausgezeichneten Affinitdten vor. Unter den Stx1-spezifischen Antikérpern konnten 13C4
und unter den Stx2-spezifischen Antikérpern 11E10 und 1E1 als gute Detektoren in Kombination mit den

Gb3/GalCer-Nanodisks als Rezeptor identifiziert werden.

64



Ergebnisse

Tabelle 28: Eigenschaften Stx-spezifischer monoklonaler Antikoérper.

Name Quelle Spfvz‘g‘)tﬁt Isotyp | ka(1/Ms) | ka(l/s) | Ko (M)
Kombinierbarkeit mit Rezeptor nicht bestimmt

10D11 Toxin Technology | Stx1,B-UE | IgGm | 16x105 | 31x10% | 1,9x 1070
nicht kombinierbar mit Rezeptor

2H3 LMU Miinchen Stx1, B-UE IgG1 1,5%x106 | 51x103 | 3,4x1079
3C10 Toxin Technology | Stx1, B-UE IgG1 1,6 x106 | 1,1x107 | 7,0x 10714
BB12 Toxin Technology | Stx2, B-UE IgG1 7,1x 105 1,4x103 | 2,0x1079
1B5 LMU Miinchen Stx2, A-UE KA. 3,4 x 105 7,7x10% | 2,2x107°
MBS36 MyBioSource Stx2, B-UE IgG1 7,0 x 105 1,4x103 | 2,0x107
kombinierbar mit Rezeptor

13C4 ATCC Stx1, B-UE IgG1 1,4x106 | 54x10* | 3,9x10710
109/4 SIFIN Stx1, B-UE k.A. 2,0 x 106 2,4x10% | 1,2x 10710
MBS34 MyBioSource Stx1, B-UE IgG1 2,5 x 106 1,6 x10% | 63 x 10711
11E10 ATCC Stx2, A-UE IgG1 1,9 x 105 29x10% | 1,6 x107
11F11 ATCC Stx2, B-UE IgGap 2,9 x 105 1,0x103 | 3,6x107°
1E1 LMU Miinchen Stx2, A-UE k.A. 3,8 x 105 62x10% | 1,6x107°
135/6 Sifin Diagnostics Stx2, A-UE KA. 1,3x105 | 28x10* | 2,2x107
136/8 Sifin Diagnostics Stx2, B-UE k.A. 3,7 x 105 1,8x10% | 4,9x 10710

k.A. = keine Angaben; ka = Assoziationskonstante; kq = Dissoziationskonstante; Kp = Affinitdtskonstante
*aufgrund zu geringer Dissoziation (kad) liegt Kp auf3erhalb des Messbereichs des verwendeten Gerdts (Biacore, T200)

3.2.4 Vergleich von Antikorper- und Rezeptor-basiertem Nachweis der

Shigatoxine

Um aus dem Panel der verfiigbaren Antikdrper die sensitivsten Kombinationen zu identifizieren, wurden

die Antikorper paarweise im Sandwich-ELISA (Kapitel 2.6.2) miteinander kombiniert.

Unter den Stx1-spezifischen Antikdrpern (Tabelle 29) befanden sich viele gute Sandwich-Kombinationen

mit ECso-Werten unter 5 ng/ml.

Tabelle 29: Sensitivititen der mAk-mAk-Kombinationen fiir Stx1.

Detektor
MBS34 13C4 109/4 3C10

Fanger
MBS34 A s
13C4 - 4HF
109/4 ++ it
3C10 A
2H3 A
10D11 A
Einstufung der Sensitivitit anhand der halbmaximalen Effektorkonzentration (ECs¢): “—“=ECso >50 ng/ml;

“+“=5< EC50<50 ng/ml; “++“ = 0,5< ECs0< 5 ng/ml; “+++“=ECs0< 0,5 ng/ml

65



Ergebnisse

Mit den Kombinationen 13C4 mit MBS34-Bio und 3C10 mit 13C4-Bio liefRen sich die besten Sensitivitdten
fir den Nachweis von Stxla erzielen (weifde Felder). Der Antikdrper 2H3 war nicht als

Detektionsantikorper geeignet.

Die Etablierung sensitiver Nachweise war mit den vorhandenen Stx2-spezifischen Antikérpern ebenfalls
gut realisierbar (Tabelle 30). Ausnahme ist die bereits durch Oberflichenplasmonenresonanzmessungen
festgestellte gegenseitige Blockade von 11E10 und 135/6 (Kapitel 3.2.3). Hochsensitive Nachweise ergaben
sich mit 13 Kombinationen. Insbesondere die Detektion mit 11E10-Bio lieferte hervorragende Ergebnisse.
Fir diesen Detektionsantikdrper beliefen sich die ECso-Werte fiir nahezu alle Fangerantikorper auf unter
0,5 ng/ml.

Tabelle 30: Sensitivititen der mAk-Kombinationen fiir Stx2.

Detektor
1E1 11E10 135/6 11F11 1B5 MBS36 BB12 136/8

Finger

1E1 +++ A= +++ A +++ +++
11E10 4HF 4HF AHF +++ +++
135/6 ++ -+ ++ -+ -+
11F11 ++ +++ 4 4

1B5 ++ ot ++ ++ ++
MBS36 ++ +++ 4=F

BB12 A A=F ++

136/8 ++ +++ ++ ++ Ak
Einstufung der Sensitivitit anhand der halbmaximalen Effektorkonzentration (ECso): “—“=ECso> 50 ng/ml;

“+“=5<ECs50<50 ng/ml; “++“ = 0,5<ECs0< 5 ng/ml; “+++“ = ECs0< 0,5 ng/ml

Nachdem sowohl fiir Stx1 als auch fir Stx2 Sandwich-Kombinationen mit ausgezeichneten
Nachweisempfindlichkeiten identifiziert wurden, wurden die besten Antikérperkombinationen (Stx1:
13C4/MBS34-Bio; Stx2: 1E1/11E10-Bio) hinsichtlich ihrer Sensitivitit mit den Rezeptor-basierten
Nachweisen verglichen. Fiir Letztere fungierten Gb3/GalCer-Nanodisks als Fanger und die bestmdglich
kombinierbaren monoklonalen Antikérper 13C4-Bio (Stx1) und 11E10-Bio (Stx2) als Detektoren (siehe
3.2.3, Tabelle 27). Abbildung 21 zeigt die Messkurven der Antikérper- und Rezeptor-basierten Nachweise

der Shigatoxine. In Tabelle 31 sind die ermittelten Nachweisgrenzen zusammengetragen.
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Abbildung 21: Detektion der Shigatoxine mittels Antikérper- und Rezeptor-basiertem Nachweis.

Fiir den Rezeptor-basierten Nachweis (blau) wurde die Kombination aus Gb3/GalCer-Nanodisks als Fanger und
13C4-Bio (Stx1) bzw. 11E10-Bio (Stx2) als Detektor eingesetzt. Fiir den Antikdrper-basierten Nachweis (rot) erfolgte
die Detektion mit den Kombinationen 13C4 und MBS34-Bio/3C10-Bio (Stx1) bzw. 1E1 und 11E10-Bio (Stx2). Nach
Immobilisierung von Rezeptor (5 pg/ml) bzw. Fangerantikdrpern (10 pg/ml) erfolgte die Blockade unspezifischer
Bindungen und anschliefiend die Inkubation mit einer seriellen 1:10-Verdiinnungsreihe von 0,001 ng/ml bis 1 pg/ml
Stxla bzw. Stx2a in 0,1 % BSA/PBS. Die Detektion wurde mit biotinylierten mAk in einer Verdiinnung von je 1 pg/ml
vorgenommen. Es schloss sich die Entwicklung mit Poly-HRP und TMB an. Gezeigt sind Ergebnisse in Triplikaten als
Mittelwerte mit Standardabweichung (n=3). LOD und ECso sind in gestrichelten Linien in der Farbe des zugehdrigen
Nachweissystems markiert.

Tabelle 31: Nachweisgrenzen fiir die Detektion der Shigatoxine im Plattenformat.

Antigen Fanger Detektor LOD (pg/ml) ECso (ng/ml)
mAk 13C4 MBS34/3C10-Bio 11,8 0,1
Stxla
Gb3/GalCer-NDs 13C4-Bio 18,7 0,3
mAk 1E1 2,5 0,3
Stx2a 11E10-Bio
Gb3/GalCer-NDs 14,8 0,3

EC50 = halbmaximale Effektorkonzentration; LOD = Detektionslimit; mAk = monoklonaler Antikdrper

Sowohl fiir Stx1a als auch fiir Stx2a boten Antikoérper- und Rezeptor-basierter Nachweis eine hochsensitive
Detektion mit Nachweisgrenzen im niedrigen pg/ml-Bereich. Fiir Stx1la ergab sich mit dem klassischen
Sandwich-ELISA eine geringfiligig hohere Sensitivitit (niedrigerer ECso-Wert) als fiir die Kombination aus

Nanodisks und monoklonalem Detektionsantikdrper.

Die Subtypen Stx1la und Stx2a liefden sich hervorragend iiber den endogenen Rezeptor Gb3 prasentiert in
der optimierten Lipidumgebung immobilisieren. Mit der Wahl geeigneter Detektionsantikdrper gelang es,

Gb3/GalCer-Nanodisks als alternative Fangerstruktur fiir den Nachweis der Shigatoxine im Plattenformat

Zu etablieren.
3.2.5 Nachweis diverser Stx-Subtypen aus Bakterienlysaten von E. coli

Wie in Kapitel 1.4.2 erldutert, handelt es sich bei den Shigatoxinen mit der Vielzahl beschriebener Subtypen
um eine heterogene Toxinfamilie. Kernziel der Arbeit war, Testsysteme zu etablieren, die einen

breitbandigen Nachweis aller Subtypen erméglichen. Hierzu war die umfangreiche Testung nativer Toxine
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verschiedenen Subtyps erforderlich, die in Form von toxinhaltigen, zellfreien E. coli-Lysaten zur Verfiigung
standen (Christian Menge, Friedrich-Loffler-Institut und Angelika Fruth, RKI). Fiir die von den
Kooperationspartnern zur Verfiigung gestellten Lysate wurde die Information zur Toxinexpression laut

PCR bereitgestellt (Tabelle 32, Tabelle 33).

Mit ausgewahlten Lysaten erfolgte zunichst eine Vortestung (siehe Anhang, Tabelle 51 fiir Stx1, Tabelle 52
fiir Stx2). Die Reaktivitdt eines Antikorpers eingesetzt in diversen Sandwich-ELISA (Kapitel 2.6.2) lief3
Rickschliisse auf die Breitbandigkeit seiner Subtyperkennung zu. Dies fiihrte zur Selektion der
bestmoglichen Antikdrperkombinationen und geeigneter Detektionsantikoérper im Rezeptor-basierten
Testformat fiir den Nachweis aller Subtypen. Mit diesen finalen Assays erfolgte die umfassende Testung

aller verfiigbaren Bakterienlysate (Tabelle 32 fiir Stx1, Tabelle 33 fiir Stx2).

Unter den Stx1-spezifischen Antikérpern befanden sich mit MBS34, 13C4 und 3C10 drei Antikérper, die
einen breitbandigen Nachweis von Stx1 erméglichen. Die sensitivste Kombination stellte dabei 13C4 als
Fanger in Kombination mit 3C10 bzw. MBS34 als Detektoren dar. Die beste Rezeptor-basierte Detektion mit
breiter Subtyperkennung lieferte die Kombination aus Gb3/GalCer-Nanodisks und 13C4 als Detektor. Mit
beiden Systemen gelang es, alle Stx1-Subtypen aus den getesteten Lysaten nachzuweisen (Tabelle 32). Die
Detektion von Stx1ld ergab mit dem Rezeptor-basierten Ansatz deutlich niedrigere Signale. Diese
Ergebnisse sind vermutlich auf die geringfiigig hohere Sensitivitit des Sandwich-ELISA aus 13C4 und

MBS34-Bio gegeniiber dem Rezeptor-basierten Assay (siehe Tabelle 31) zurtickzufiihren.

Tabelle 32: Antikorper- und Rezeptor-basierter Nachweis von Stx1-Subtypen aus Bakterienlysaten.

beseehnung | QuelleBakterienysat | ool == LSOO nohes i
ezeptor
13E0725 Christian Menge, FLI Stxla +++ +++ v
EDL933 Christian Menge, FLI Stx1a, Stx2a +++ ++ v
18E0122 Christian Menge, FLI Stx1a, Stx2b +4++ ++ v
3560/96 Christian Menge, FLI Stx1c +++ ++ v
7139/96 Christian Menge, FLI Stx1d +4++ + v
B2F1 Christian Menge, FLI Stx2d - - v

mAk = monoklonaler Antikérper

*zur Verfligung gestellt von Christian Menge, FLI

**Antikorper-basiert: 13C4 und MBS34/ 3C10-Bio; Rezeptor-basiert: Gb3/GalCer-Nanodisks mit 13C4-Bio; Beurteilung
anhand der Absorptionswerte (A): ,-“=A<0,2; ,+“=02<A<1,0; ++“=1,0<A<2,0; ,+++“=A>2,0

Die Stx2-spezifischen Antikdrper waren heterogen beziiglich ihrer Subtypenerkennung (siehe Anhang;
Tabelle 52). Einzelne Subtypen (Stx2b, Stx2d, Stx2e und Stx2f) wurden nicht von allen Antikdérpern erkannt.
Eine liickenlose Detektion aller Stx2-Subtypen war mit 1E1, 135/6, MBS36 und BB12 realisierbar, unter
denen die Kombination aus 1E1 und BB12-Bio die héchste Sensitivitdt aufwies. Da in dieser Konstellation
die Detektion von Stx2b mit niedrigerer Signalintensitat ausfiel, wurde der Nachweis um den Detektor
11E10-Bio ergénzt. Dieser Antikorper erkannte zwar den Subtyp Stx2f nicht, lieferte aber fiir alle anderen

Subtypen in Kombination mit 1E1 eine optimale Detektion. Durch diese synergistischen Effekte der
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Detektoren BB12-Bio und 11E10-Bio stand in Kombination mit 1E1 als Fanger ein breitbandiger Nachweis

aller Stx2-Subtypen zur Verfiigung.

Fir den Rezeptor-basierten Nachweis mit Gb3/GalCer-Nanodisks eigneten sich prinzipiell 1E1, 11E10,
135/6 und 11F11 als Detektoren (siehe Tabelle 27). Von diesen Antikérpern liefden sich mit einer Mischung
aus 11E10-Bio und 1E1-Bio alle Stx2-Subtypen im Rezeptor-basierten Ansatz detektieren. Dabei bot
11E10-Bio den besten Nachweis der Subtypen Stx2a-e und Stx2g und 1E1 erganzte die fehlende Abdeckung
von Stx2f. Mit den ausgewdhlten Kombinationen lieflen sich auch fiir Stx2 sowohl mit Hilfe des

Antikorper- als auch des Rezeptor-basierten Nachweises alle getesteten Subtypen detektieren.

Tabelle 33: Antikorper- und Rezeptor-basierter Nachweis von Stx2-Subtypen aus Bakterienlysaten.

Stamm- . Subtyp ELISA basierend auf** Konsens
bezeichnung Quelle Bakterienlysat | 4 mAk | Rezeptor | PCR < ELISA
EDL933 Christian Menge, FLI Stx2a, Stxla +++ +++ v
18E0122 Christian Menge, FLI Stx2b, Stx1a +++ ++ v
E32511/HSC Christian Menge, FLI Stx2c¢ +++ +++ v
STEC 18-01077 Angelika Fruth, RKI Stx2c +++ +++ v
B2F1 Christian Menge, FLI Stx2d +++ +++ v
2771/97 Christian Menge, FLI Stx2e +++ ++ N4
T4/97 Christian Menge, FLI Stx2f +++ ++ v

7V Christian Menge, FLI Stx2g ++ ++ v
STEC 17-00402 Angelika Fruth, RKI Stx2g ++ +++ v
13E0725 Christian Menge, FLI Stxla - - v

mAk = monoklonaler Antikérper

*Quelle der PCR-Daten entspricht der Quelle des jeweiligen Lysats

**AntikOrper-basiert: 1E1 mit 11E10/BB12-Bio; Rezeptor-basiert: Gb3/GalCer-Nanodisks mit 1E1/11E10-Bio,
Beurteilung anhand der Absorptionswerte (A): ,-“=A<0,2; ,+“=0,2<A<1,0; ++“=1,0<A<2,0; +++“=A>20

Zusammenfassend gelang es, die hergestellten Gb3/GalCer-Nanodisks in ELISA zu integrieren, die mit den
geeigneten Detektoren alle Subtypen von Stx1 und Stx2 erfassten. Dieses Ziel konnte auch mit klassischen

Sandwich-ELISA bestehend aus monoklonalen Antikérpern erreicht werden.

3.2.6 Lagerstabilitiat der Gb3/GalCer-Nanodisks

Fiir den routinemafiigen Einsatz der Gb3/GalCer-Nanodisks als Nachweisreagenzien ist eine ausreichende
Stabilitdt erforderlich. Zu diesem Zweck erfolgte eine Stabilitdtstestung der Nanodisks iiber einen Zeitraum
von sechs Monaten. Nach der Herstellung der Nanodisks und dem Zusatz des Konservierungsmittels
Natriumazid wurde die gesamte Charge in neun Aliquots aufgeteilt. Eine bessere Vergleichbarkeit der
verschiedenen Lagerungszeiten liefd sich durch die gemeinsame Erfassung aller Proben innerhalb einer
Messung realisieren. Daher wurde die Durchfithrung des Lagerungsversuch wie in Abbildung 21
beschrieben vorgenommen. Ausgehend von einer erwiesenen Stabilitit bei -80 °C wurden alle Aliquots
tiefgefroren und verblieben bei dieser Temperatur, bis der Zeitraum zwischen dem Auftauen und der

Messung der Probe der planmifiigen Lagerungsdauer (0,5 bis 6 Monate) entsprach. Fiir jede
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Lagerungsdauer erfolgte eine Untersuchung der Stabilitdt nach einer Lagerung bei 4 °C und 20 °C. Als
Referenzprobe dienten durchgehend bei -80 °C gelagerte Nanodisks. Die Stabilitat aller Proben der

verschiedenen Lagerungszeiten und -temperaturen wurden parallel mittels Sandwich ELISA (Kapitel 2.6.2)

und SPR-Messungen (Kapitel 2.7.3) tiberpriift.

————| Referenz: 6 Monate | Lagerungstemperatur:
6 m
0 | Bl e || >
Sl 3m 1+ —>
[ ! Messung 20°C
E 1
s| L Sm ] . Tm ]2

J
1
! | SPR Lagerungsdauer:
1
I
I

|
5,5 m | : IE' X Monate
1

Auftauprozess |

Abbildung 22: Versuchsplan zur Testung der Lagerstabilitit von Gb3/GalCer-Nanodisks.

Nach Herstellung der Nanodisks wurden diese bei —80 °C (grau) tiefgefroren. Eine Referenzprobe wurde iiber den
gesamten Lagerungszeitraum von 6 Monaten bei —80 °C belassen. Alle anderen Proben verblieben so lange bei —80°C,
bis die Lagerungsdauer bei der vorgesehenen Lagerungstemperatur von 4 °C (blau) bzw. 20 °C (orange) nach dem
Auftauen noch 6; 3; 1 oder 0,5 Monate betrug. Nach Ende der Lagerung wurden alle Nanodisk-Proben parallel im
Sandwich-ELISA und in SPR-Messungen auf ihre Stabilitdt und Funktionalitit gepriift.

Unabhingig von der Lagerungsdauer bei 4 °C ergaben sich im ELISA (Abbildung 23) iiber den beobachteten
Zeitraum von sechs Monaten keine Sensitivitatsverluste. Selbst die iiber sechs Monate gelagerten Nanodisks

wiesen eine unverdnderte halbmaximale Effektorkonzentration (ECso) von 0,3 ng/ml auf.
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Abbildung 23: Lagerstabilitiat von Gb3/GalCer-Nanodisks bei 4 °C iiber 6 Monate bestimmt im ELISA.
Gb3/GalCer-Nanodisks wurden nach Herstellung fiir 2 Wochen, 3 Monate bzw. 6 Monate bei 4 °C gelagert. Als
Referenzprobe (grau) dienten iiber 6 Monate bei —80 °C gelagerte Nanodisks. Alle Proben wurden auf Mikrotiterplatten
immobilisiert (5 pg/ml, ausgehend von Konzentration nach Herstellung). Es folgte die Inkubation mit einer seriellen
Verdiinnungsreihe von 0,01 bis 1000 ng/ml Stxla (links) bzw. Stx2a (rechts.). Die Detektion wurde mit den
biotinylierten Antikérpern 13C4 (Stx1) bzw. 11E10 (Stx2) vorgenommen. Es schloss sich die Entwicklung mit
SA-Poly-HRP und TMB an. Dargestellt sind Ergebnisse eines reprasentativen Experiments (n=1). Gestrichelte Linien
zeigen die ECso-Werte.

Bei Analyse der Bindungskinetiken iiber den Lagerungszeitraum mittels SPR-Messungen zeigte sich, dass

die Interaktion zwischen Nanodisks und Shigatoxinen stabil blieb (fiir Bindungskurven siehe Anhang,
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Abbildung 55). Lediglich das Immobilisierungslevel der Nanodisks sank mit zunehmender Lagerungsdauer
(siehe Anhang, Abbildung 56). Diese Abnahme lasst sich liber einen geringfiigigen Konzentrationsverlust
iiber den Lagerungszeitraum erklaren und hat keinen wesentlichen Einfluss auf die Giite der Bindung.
Insgesamt kam es liber den beobachteten Zeitraum von sechs Monaten zu keiner Beeintrachtigung der

Funktionalitat der Gb3/GalCer-Nanodisks.
3.2.7 Spezifitiat der Globosid-Nanodisks als Fanger fiir die Shigatoxine

Um als Fanger fiir den Multiplex-Nachweis auf dem Biochip fungieren zu kénnen, war eine hohe Spezifitat
der Gb3/GalCer-Nanodisks als Fanger erforderlich. Sie sollten dabei keine Kreuzreaktivititen gegeniiber
den simultan nachzuweisenden Toxinen (Panel aus SensTox) aufweisen. Die Bestimmung der Spezifitat
erfolgte anhand eines Sandwich-ELISA (Kapitel 2.6.2) mit immobilisierten Gb3/GalCer-Nanodisks als
Fanger und toxinspezifischen biotinylierten Antikorpern als Detektoren (Abbildung 24).

Abbildung 24: Spezifitit von Gb3/GalCer

Nanodisks als Fanger fiir Stx1 und Stx2.
Antigen-Konzentration: Nanodisks (5 pg/ml) wurden auf Mikrotiterplatten
B 100 ng/ml immobilisiert. Nach Blockade unspezifischer
07 10 ng/ml Bindungen erfolgte die Inkubation mit den
angegebenen Antigenen in 0,1 % BSA/PBS-T in
zwei verschiedenen Konzentrationen (100 und
10 ng/ml). Die Detektion wurde  mit
toxinspezifischen, monoklonalen biotinylierten
Antikérpern (je 1 pg/ml) durchgefiihrt: R18-Bio
(Rizin); AP3202-Bio (Abrin); 13C4-Bio (Stx1);
11E10-Bio (Stx2); CPE562-Bio (CPE), Etx484-Bio
_-ﬁ_ﬁg_ﬁ_t_i.:._ (Etx); SEA165-Bio (SEA); TcdA3211-Bio (TcdA);
) ) TcdB3322-Bio (TcdB); Die Entwicklung wurde mit
Q;\’V(\ ?p\\(\ 6\-\5’ 6\'\9/ QQQ/ (<>+ @Qy &va &(,6@ Poly-HRP und TMB vorgenommen. Dargestellt sind
Ergebnisse in Duplikaten als Mittelwerte mit

Standardabweichungen (n=2).
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Mit den globosidhaltigen Nanodisks lief sich ein hochspezifischer Nachweis von Stx1 und Stx2 erzielen.
Gegentiiber den ausgewdhlten Toxinen waren keine Kreuzreaktivitdten festzustellen. Diese Ergebnisse
sprechen fiir einen spezifischen Nachweis der Shigatoxine unter Verwendung der Nanodisks selbst bei

Anwesenheit anderer Toxine.

3.2.8 Vor-0Ort-Nachweise von Stx1 und Stx2

Nachweissysteme, die sich in Kapitel 3.2.5 fiir die Detektion aller Stx1- bzw. Stx2-Subtypen auszeichneten,
wurden fiir den Schnellnachweis in der Vor-Ort-Detektionsplattform pBDi erprobt. Der fiir den breiten
Nachweis von Stx2-Subtypen identifizierte Fanger 1E1 lag niedrig konzentriert vor und eignete sich daher
nicht fiir die Immobilisierung auf die Goldelektroden der Biochips. Ein guter Ersatz war MBS36, der eine
vollstindige und vergleichbar sensitive Erkennung der Stx2-Subtypen sicherstellte. Um
Gb3/GalCer-Nanodisks auf den Goldelektroden der Biochips zu immobilisieren, erfolgte die Herstellung der

Nanodisks mit einer cysteinhaltigen MSP-Variante.
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Zur Detektion im pBDi wurden die Detektionsantikérper nicht wie im Plattenformat als Mischung
(MBS34/3C10-Bio fiir Stx1; 11E10/BB12-Bio fiir Stx2) sondern separat getestet, um den Beitrag des

einzelnen Detektors zum gesamten Nachweis von Stx1 bzw. Stx2 beurteilen zu kdnnen (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Nachweis der Shigatoxine im pBDi.

Fiir den Nachweis von Stx1a (links) wurde die Kombination aus immobilisiertem Fangerantikorper 13C4 (Chiplayout
siehe Anhang, Abbildung 57) und den Detektionsantikorpern MBS34-Bio bzw. 3C10-Bio sowie immobilisierte
Gb3/GalCer-Nanodisks (NDs) und 13C4-Bio als Detektor eingesetzt. Der Nachweis von Stx2a (rechts) wurde entweder
mittels immobilisiertem mAk MBS36 und den Detektoren 11E10-Bio und BB12-Bio oder mit immobilisierten Nanodisks
und 1E1-Bio bzw. 11E10-Bio vorgenommen. Nach Immobilisierung der Fangerstrukturen erfolgte die Inkubation mit
Stx1la bzw. Stx2a (1 ng/ml bis 100 ng/ml) in 0,1 % BSA/PBS. Die Detektion wurde mit toxinspezifischen biotinylierten
Antikérpern vorgenommen (5 pg/ml). Es folgten die Entwicklung mit Streptavidin gekoppelter 3-Galaktosidase und die
Zugabe von 4-Aminophenyl-B-D-Galaktopyranosid. Anschliefiend wurde das elektrochemische Signal ausgelesen. Pro
Konzentration wurde ein Biochip gemessen, aufgetragen sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der gemessenen
Doppelspots. Rezeptor-basierte Nachweise sind rot, Antikdrper-basierte Nachweise blau dargestellt.

Fiir Stx1a und Stx2a gelang die Ubertragung der Antikérper-basierten, nicht aber der Rezeptor-basierten
Nachweise in die pBDi-Plattform. Stx1a konnte mit 13C4 als Fangerantikorper und MBS34-Bio als Detektor
bis zu einer Konzentration von 1 ng/ml sicher nachgewiesen werden (Tabelle 34). Es ergab sich ein deutlich
schlechterer Nachweis unter Verwendung von 3C10-Bio als Detektionsantikorper. Stx2a lief3 sich am
sensitivsten mit der Kombination aus MBS36 als Fanger und biotinyliertem 11E10 als Detektor nachweisen.
Der Einsatz von BB12-Bio als Detektor lieferte dagegen erst ab Stx2a-Konzentrationen von 100 ng/ml

Signale und zeigte damit keine ausreichende Sensitivitat.

Tabelle 34: Nachweisgrenzen fiir die Detektion von Stx1a und Stx2a im pBDi.

Antigen Finger-mAk Detektor-mAk LOD (ng/ml) SChWE’(}/:)‘;Bwert
MBS34 1 0,3
Stxla 13C4
3C10 10 0,6
11E10 1 0,04
Stx2a MBS36
BB12 n.b.** n.b.**

LOD = Nachweisgrenze; n.b. = nicht bestimmbar

*Mittelwert aus der Doppelbestimmung des Leerwerts der betreffenden Positionen zuziiglich der 3,29-fachen
Standardabweichung

**keine valide Messung des Nullwerts, daher Bestimmung der LOD nicht moglich

Trotz der hohen Sensitivitit im Platten-basierten System war eine Bindung der Shigatoxine an

Gb3/GalCer-Nanodisks im pBDi nicht nachweisbar. Durch den His-Tag des Giirtelproteins MSP lief3 sich die
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erfolgreiche Immobilisierung durch die Detektion mit einem anti-His-Antikdrper demonstrieren (siehe
Anhang, Abbildung 58). Es ist anzunehmen, dass die Nanodisks im Laufe des Spottingprozesses ihre

Integritdt und infolgedessen die Funktionalitit verloren hatten.

Insgesamt konnte fiir die Shigatoxine der auf Antikdrpern basierende Nachweis mit guten Sensitivitaten in
die Vor-Ort-Detektionsplattform iibertragen werden. Dieser Transfer gelang fiir die Gb3/GalCer-Nanodisks
nicht, obwohl sie sich im stationdren ELISA-Format als gemeinsamer, hochspezifischer Fanger fiir Stx1 und

Stx2 verwenden lief3en.

3.3 Clostridium perfringens Enterotoxin

3.3.1 Charakterisierung von CPE-basierten Antigenen und dem Rezeptor

Claudin-4

Die Etablierung immunologischer Nachweismethoden sollte idealerweise auf der Basis nativer statt
rekombinanter Toxine erfolgen. Dies liegt darin begriindet, dass mogliche strukturelle Fehlfaltungen des
rekombinanten Materials dazu fithren koénnen, dass die gegen das rekombinante Toxin generierten
monoklonalen Antikérper das native Toxin nicht erkennen. Der Einsatz des nativen Toxins zur

Charakterisierung der monoklonalen Antikérper ist daher zwingend erforderlich.

Die Produktion von CPE erfolgt wihrend der Sporulation von C. perfringens [63], sodass die Induktion der
Toxinproduktion anspruchsvoll ist und trotz mehrfacher Versuche seitens des Projektpartners (Andreas
Rummel, MHH) die Gewinnung ausreichender Mengen des nativen Toxins nicht gelang. Daher wurden alle
hier als Antigen verwendeten CPE-Varianten (Tabelle 35) rekombinant in Escherichia coli hergestellt
(Andreas Rummel, MHH). Da die Expression von CPE in voller Linge (AS 1-319) zunichst aufgrund der
starken Oligomerisierung und damit einhergehenden Aggregation nicht méglich war, wurden die
Rezeptorbindungsdoméane (RBD) und die zytotoxische Domane (ZD) des Proteins getrennt hergestellt. Zu
einem spateren Zeitpunkt gelang die Reinigung von CPE in Gesamtldnge. Zusétzlich wurde rekombinantes
CPE mit der Punktmutation D48A (CPE D48A) mit verminderter Toxizitdt zur Imnmunisierung bereitgestellt.
Im Projektplan vorgesehen war die Herstellung und Charakterisierung von CPE-spezifischen monoklonalen
Antikorpern mit diesen rekombinanten Proteinen sowie eine Testung der Reaktivitit gegeniiber nativem

CPE aus Bakterieniiberstanden verschiedener C. perfringens-Stamme.

Das als CPE-Rezeptor beschriebene Membranprotein Claudin-4 wurde ebenfalls rekombinant hergestellt
(Andreas Rummel, MHH), wobei das zugrunde liegende Gen humanen Ursprungs war. Die Isolierung
erfolgte mit Hilfe einer Tandemchromatographie bestehend aus einer

Immobilisierte-Metallionen-Affinitditschromatographie (IMAC) und anschliefRender
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Affinitdtschromatographie an einer Glutathion-Sepharosematrix. Die Solubilisierung von Claudin-4 erfolgte

mit dem Detergenz Triton X-100.

Tabelle 35: Ubersicht zu rekombinanten CPE-Varianten und Claudin-4 (Quelle: A. Rummel, MHH).

Funktion Protein* As-Abschnitt Proteintags MW (kDa)

CPE 1-319 StrepHiso, 35

abgespalten
CPE D48A 1-319 Dreptiee. 35

Antigen abgespalten

N-terminal: GST

Zb 26-202 C-terminal: mCherry 73
RBD 203-319 strepHis6, 13

abgespalten

. N-terminal: GST; S

Rezeptor Claudin-4 1-209 C-terminal: H8 52

As = Aminosaure; ZD = zytotoxische Domane; GST = Glutathion-S-Transferase; MW = Molekulargewicht;
RBD = Rezeptorbindungsdomane

Insbesondere fiir den Einsatz der Antigene zur Immunisierung ist eine hohe Reinheit erforderlich. Auch an
den Rezeptor wurden diesbeziiglich vor allem zur Bestimmung der Affinitat durch SPR-Messungen gleiche
Anforderungen gestellt. Um die Reinheit der Proteine zu iiberpriifen, wurde eine gelelektrophoretische

Auftrennung mit anschliefender Coomassie-Farbung durchgefiihrt (Kapitel 2.4.1 und 2.4.2).

Alle Proteine besafien einen hohen Reinheitsgrad (Abbildung 26), der auf die chromatographische

Reinigung mittels IMAC und Gréf3enausschlusschromatographie (SEC) seitens der MHH zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 26: Auftragung von CPE und Claudin-4 in SDS-PAGE.

Von den Antigenen (A-C) und Claudin-4 (D) wurden je 500 ng in reduzierendem Probenpuffer (mit §-Mercaptoethanol)
auf 12 % (A, C, D) bzw. 7,5 % SDS-PAGE-Gele aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Die Farbung erfolgte mit
Coomassie-Blue. A. C. perfringens Enterotoxin (CPE) und CPE D48A (CPE*) mit dem erwarteten Molekulargewicht
(MW) von ca. 35 kDa B. Zytotoxische Domédne von CPE (ZD) mit dem erwarteten MW von 18 kDa zuziiglich MW der
Proteintags (26 kDa fiir GST und 29 kDa fiir mCherry) C. Rezeptorbindungsdomane von CPE (RBD) mit dem erwarteten
MW von 13 kDa D. Claudin-4 mit dem erwarteten MW von 23 kDa zuziiglich MW der Proteintags (26 kDa fiir GST, ca.
1,8 kDa fiir S-und ca. 1 kDa fiir H8-Tag). Die dem jeweiligen Protein entsprechenden Banden sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Bildquellen fiir die Strukturabbildungen: PDB 3AM2 (CPE) und PDB 5B2G (Claudin-4).
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3.3.2 Affinitiat von Claudin-4 als Rezeptor fiir CPE

Um zu untersuchen, ob sich Claudin-4 als hochaffiner Rezeptor fiir den Einsatz in Nachweissystemen von
CPE eignet, wurde die Affinitat der Interaktion zwischen Rezeptor und Antigen vergleichend zur Affinitét

zwischen Antikdrper und Antigen mittels SPR-Spektroskopie untersucht (Kapitel 2.7.3).

Schon anhand des Kurvenverlaufs (Abbildung 27) ist ersichtlich, dass Claudin-4 mit aufierordentlich hoher
Affinitat bindet, die der von sehr guten monoklonalen Antikérpern wie CPE1 dhnlich ist (CPE1 ist einer von
mehreren in dieser Arbeit hergestellten mAk gegen CPE, Kapitel 3.3.3.2). Sowohl die Rezeptor-CPE- als auch
die mAk-CPE-Interaktion wiesen sehr niedrige Dissoziationsgeschwindigkeiten (Tabelle 36) auf, was einer
starken Bindung der beiden Fanger an CPE entspricht. Durch seine hohere Assoziationsgeschwindigkeit

ergab sich fiir den Antikorper CPE1 eine geringfiigig bessere Affinitat gegeniiber CPE, als sie der Rezeptor

aufwies.
Claudin-4 || Antikorper
80 80
¥ 90nM
CPE1L ¥ 30nM
60 1 : 10 nM
3,3nM
a 40 - @ ¥ 1,1 nM
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20
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Abbildung 27: Bindung von CPE an den Rezeptor Claudin-4 und an mAk CPE1 mittels SPR-Messungen.
Claudin-4 (links; blau) wurde iiber ein GST Capture Kit, mAk CPE1(rechts; rot) iiber ein Mouse Capture Kit auf einem
CM5 Sensorchip immobilisiert. Es erfolgte danach die Injektion (120 s, 30 pl/min) von CPE in den angegebenen
Konzentrationen in separaten Messzyklen (multi-cycle). Die durch Pufferinjektion eingeleitete Dissoziation wurde fiir
1200 s gemessen (gezeigt bis ca. 300 s). Messkurven sind in durchgezogenen, Fit-Kurven in gestrichelten Linien
dargestellt. Zur Bestimmung der kinetischen Parameter wurde ein 1:1-Bindungsmodell verwendet.

Tabelle 36: Kinetische Parameter der Interaktion von CPE mit Claudin-4 und mAk CPE1.

Antigen Ligand ka (1/Ms) ka (1/s) Ko (M)
CPE Claudin-4 2,7 x 105 5,0 x 10-5 1,9 x 1010
mAk CPE1 1,0 x 106 54 %105 5,3 x 1011

ka = Assoziationskonstante; kq = Dissoziationskonstante; Kp = Affinititskonstante

Anhand der ermittelten, hervorragenden Affinitat erschien der Einsatz des Membranproteins Claudin-4 als

alternativer Fanger zum Nachweis von CPE sehr aussichtsreich.
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3.3.3 Generierung monoklonaler, CPE-spezifischer Antikérper

Um Claudin-4 in einen Sandwich-ELISA integrieren zu kénnen, mussten geeignete Detektionsantikoérper
identifiziert werden, die die Rezeptorbindung nicht blockieren. Aufgrund dieser spezifischen Applikation
und des geringen kommerziellen Angebots an CPE-spezifischen Antikorpern wurden im Rahmen dieser
Arbeit monoklonale Antikérper mit Hilfe der Hybridomtechnologie hergestellt (Kapitel 2.3). In Abbildung
28 ist das allgemeine Vorgehen gezeigt. Die bei der Fusion entstandenen Hybridom-Klone wurden im ersten
Schritt durch ein ELISA-basiertes Screening anhand ihrer spezifischen Erkennung von CPE und ihrem
Einsatz als Detektionsantikorper in Kombination mit Claudin-4 bzw. als Fanger oder Detektor im
klassischen Sandwich-ELISA selektiert. Durch den hohen Probendurchsatz im ELISA gelang es, schnell und
gezielt Zellklone zu selektieren, die fiir das Antigen spezifische Antikorper bildeten. Anschliefiend wurden
mit Hilfe SPR-basierter Methoden aus diesen Klonen diejenigen mit den besten Eigenschaften hinsichtlich
ihrer Bindungskinetik und Epitoperkennung ausgewahlt. So konnten passgenau Antikorper fiir den Aufbau

hochsensitiver und hochspezifischer Nachweissysteme identifiziert werden.
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Abbildung 28: Prozess zum Aufbau von immunologischen Assays zum Nachweis von CPE.

Durch eine Hybridomfusion von Splenozyten (pink) einer zuvor immunisierten Maus mit Myelomzellen (lila) gehen
Hybridomklone hervor, die Antikérper produzieren. Im ELISA-Screening wurden nur CPE-spezifische und fiir das
Einsatzgebiet geeignete Antikorper selektiert (blau: ,Claudin-4 + Ak = Antikérper kann mit Rezeptor Claudin-4
kombiniert werden; rot: ,Ak + Ak“ = Einsatz des Antikorper im Sandwich-ELISA). Im SPR-Screening erfolgt die Auswahl
von Antikérpern mit bester Bindungskinetik und unterschiedlicher Epitoperkennung, sodass mit den wenigen
verbliebenen Antikdrpern sensitive Assays aufgebaut werden kénnen. Punkte symbolisieren Hybridomklone, wobei die
antikérperhaltigen Uberstinde untersucht wurden. Graue Bereiche kennzeichnen von weiteren Untersuchungen
ausgeschlossene Klone.

Die Verwendung der isolierten Toxindomanen als Immunogene lief} die Produktion von Antikérpern mit
distinkter  Epitoperkennung erwarten. Daher erfolgten erste Immunisierungen mit der

Rezeptorbindungs- und der zytotoxischen Doméane des Toxins.

3.3.3.1 Verwendung von Toxindominen als Inmunogene

Die Funktionalitit von CPE und damit seine Toxizitdt sind an das Zusammenwirken seiner Doméanen
gebunden: einer konzertierten Aktion aus Rezeptorbindung (RBD) und die durch Porenbildung vermittelte

Zytotoxizitat (ZD). Dementsprechend konnten die isolierten rekombinant hergestellten Domédnen direkt
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zur Immunisierung von Mausen verwendet werden, da diese Fragmente nicht toxisch oder von deutlich

geringerer Toxizitat sind.

Zunichst wurden Mause eines Inzuchtstammes (BALB/c) und eines Auszuchtstammes (NMRI) mit der
Rezeptorbindungsdomdne unter Zugabe immunstimulierender Adjuvantien (Freund’s Adjuvans) im
Abstand von etwa vier Wochen intraperitoneal immunisiert (Durchfiihrung siehe Kapitel 2.3.1;
Immunisierungsschema siehe Anhang Tabelle 53). Eine NMRI-Maus wies die stiarkste Serumreaktivitét
gegen CPE auf (Maus 3; siehe Anhang; Abbildung 59 A Maus 1 bis 4). Diese Maus wurde fiir die Fusion mit
immortalisierten Myelomzellen ausgewdahlt (Kapitel 2.3.5). Die dabei entstandenen Hybridomzellen
sezernierten Antikorper, welche anschliefdend durch ELISA- und SPR-basierte Methoden getestet wurden

(Abbildung 29 und Abbildung 30).
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Abbildung 29: ELISA-Screening mit der Rezeptorbindungsdoméne von CPE als Antigen.

A. Untersuchung der Spezifitit: indirekter ELISA mit einer Tag-Kontrolle und CPE RBD (tiirkis) als Antigene.
B. Bestimmung geeigneter Applikationen: indirekter ELISA (1) mit CPE RBD als Antigen; Sandwich-ELISA (2) mit
Claudin-4 (orange) als Fanger. Fiir indirekte ELISA wurden Antigene (500 ng/ml) immobilisiert und nach Blockade
unspezifischer Bindungen folgte die Zugabe der antikdrperhaltigen Hybridomiiberstinde. Es wurde mit
Fcy-spezifischer anti-Maus-POD und TMB entwickelt. Fiir den Sandwich-ELISA wurde Claudin-4 (2 pg/ml)
immobilisiert, die Platten geblockt, mit dem Antigen RBD (200 ng/ml) und anschlief;end mit Hybridomiiberstdnden
inkubiert. Die Entwicklung erfolgte mit SA-Poly-HRP und TMB. Aufgetragen sind jeweils die gemessenen Absorptionen.
Grau markierte Bereiche/Punkte geben ausgeschlossene Klone an.

Insgesamt gingen aus dieser Hybridomfusion 936 Zellklone hervor. Um aus dieser grofden Zahl eine
Vorauswahl von Zellklonen zu treffen, die fiir den Zweck geeignete Antikérper produzieren, wurden die
Hybridomiiberstinde auf die Bindung der Rezeptorbindungsdomine und einer unspezifischen
Tagkontrolle (StrepHis6) liberpriift. Dazu wurde ein indirekter ELISA (Kapitel 2.6.1) mit Immobilisierung
der genannten Proteine und anschlief}ender Inkubation der Hybridomiiberstdnde durchgefiihrt (Abbildung
29, A). Insgesamt wiesen 12,5 % der Klone (117) Antikérper mit Kreuzreaktivititen gegeniiber der
Tag-Kontrolle (Absorption > 0,2) auf. Diese wurden von nachfolgenden Untersuchungen ausgeschlossen.
Nach dem Wachstum der verbliebenen Hybridomklone fiir ca. 24 Stunden wurden die Uberstinde erneut
auf die Bindung der Rezeptorbindungsdomaéne getestet (Abbildung 29, B1), um nur Klone mit einer stabilen
Produktion der gewiinschten Antikdrper auszuwahlen. Zusatzlich wurde die Eignung der Antikérper als

Detektor in Kombination mit Claudin-4 als Fanger in einem Sandwich-ELISA iiberpriift (Abbildung 29; B2).
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Fir diesen Assay wurde Claudin-4 immobilisiert, gefolgt von der Inkubation mit dem Antigen RBD und der
Zugabe der Hybridomiiberstinde und Detektion durch Spezies-spezifischen biotinylierten Antikérper
(Kapitel 2.6.2). Mit dieser Art des Screenings und der Festlegung einer minimalen Absorption von 2,0 fiir
die Bindung der Rezeptorbindungsdomane im indirekten ELISA konnte die Anzahl der zu untersuchenden
Klone von 819 auf 56 drastisch reduziert werden. Unter dieser Anzahl von 56 befanden sich 29 Klone, deren
Antikorper im Claudin-4-basierten Sandwich-ELISA einsetzbar waren und die Rezeptorbindungsdomane
gut erkannten. Die restlichen 27 Klone produzierten Antikorper, die ebenfalls eine gute Erkennung der
Rezeptorbindungsdomdne im indirekten ELISA aufwiesen, aber keine Kombination mit Claudin-4
ermoglichten und demnach nur fiir die finale Assay-Variante bestehend aus zwei monoklonalen

Antikorpern geeignet waren.

Fiir eine weiterfithrende Charakterisierung der Klone wurden SPR-basierte Methoden angewandt, die sich

aus einer Messung der Bindungskinetik (Abbildung 30; A) und einem Epitopbinning (Abbildung 30; B)
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Abbildung 30: SPR-basiertes Screening mit der Rezeptorbindungsdomine von CPE als Antigen.

A. SPR-Kinetik: Antikoérper aus den Hybridomiiberstinden wurden iiber ein Mouse Capture Kit auf einem CM5-Chip
immobilisiert. Es folgte die Injektion (120 s; 30 ul/min) von RBD (1 und 10 pg/ml) und eine Pufferinjektion zur
Einleitung der Dissoziation (300 s). Aufgetragen sind die aus den Kurvenverldufen ermittelten Bindungskonstanten
(ka = Assoziationskonstante; kd = Dissoziationskonstante) bei Modellierung einer 1:1 Bindung. B. SPR-Binning:
Immobilisierung von Hybridomiiberstand 1 (US1) erfolgte wie in A. Nach anschlief3ender Injektion der RBD (2 pg/ml,
120's; 30 pl/min) wurde Uberstand 2 (US2) injiziert. In (1) erkennen die Antikérper aus US1 und US2 das gleiche
Epitop, in (2) sind die Epitope distinkt. Rechts sind die Kurvenverlaufe der Messung fiir (1) und (2) schematisch gezeigt.

Fir die Messung der Bindungskinetik wurden die Hybridom-Uberstinde injiziert und die enthaltenen
Antikorper T{ber ein Mouse Capture Kit immobilisiert (Kapitel 2.7.3). Nach Injektion der
Rezeptorbindungsdomadne konnten anhand des Kurvenverlaufes die Bindungsparameter mit einem
1:1-Bindungsmodell bestimmt werden. Nahezu alle Antikérper wiesen eine hohe Affinitdt fiir die
Rezeptorbindungsdomane auf. Nur wenige Antikorper mussten aufgrund hoher
Dissoziationsgeschwindigkeiten ausgeschlossen werden (grau markierter Bereich in Abbildung 30 A). Die
finale Auswahl von Klonen erfolgte schlief3lich anhand eines SPR-basierten Epitopbinnings (Kapitel 2.7.4),
welches Riickschliisse auf die Epitoperkennung der produzierten Antikdrper gab (Abbildung 30 B).

Insgesamt konnten bei dieser Fusion Antikdrper gegen zwei distinkte Epitope generiert werden (CPE5S,
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CPE66, CPE281, CPE307). Die gegen Epitop 1 gerichteten Antikérper CPE58 und CPE281 erkannten im
Gegensatz zu den Antikérpern gegen Epitop 2 in nachfolgenden Untersuchungen das Gesamttoxin. Da
CPE58 und CPE281 nicht mit Claudin-4 kombinierbar waren und sich gegenseitig blockierten, war die

Generierung weiterer monoklonaler Antikorper erforderlich.

Zu diesem Zweck wurden Mause mit der zytotoxischen Doméane (ZD) immunisiert (sieche Anhang Tabelle
54 und Abbildung 59 B Maus 5 bis 7). Aus dieser Hybridomfusion gingen keine CPE-spezifischen, sondern
nur gegen die Proteintags gerichtete Antikdrper hervor. Um Antikérper gegen die ZD zu generieren, wurden

Immunisierungen mit dem Gesamttoxin und eine dritte Hybridomfusion durchgefiihrt.

3.3.3.2 Verwendung von CPE D48A als Immunogen

Fiir die intraperitoneale Applikation von CPE (Aminosduren 1-319) ist eine halbmaximale letale Dosis von
160 pg/ml fiir Mduse beschrieben [76]. Um die zu immunisierenden Tiere nicht zu schddigen und dennoch
eine Dosis im pg-Bereich verabreichen zu konnen, stellte der Projektpartner (MHH) eine in der Literatur als
atoxisch beschriebene rekombinante Variante des Toxins mit einer Punktmutation (CPE D48A) [215] fir
die Immunisierung zur Verfiigung. Die Mause (fiir das Immunisierungsschema siehe Anhang, Tabelle 55)
wiesen nach der der zweiten Immunisierung hohe Reaktivitiat gegen CPE D48A und das Wildtyptoxin auf
(siehe Anhang, Abbildung 60). Somit konnte eine Hybridomfusion durchgefiihrt werden (Kapitel 2.3). Fiir
das anschliefdende Screening zur Auswahl von Hybridomklonen mit geeigneten Antikdrpern kamen erneut

ELISA- und SPR-basierte Methoden (Abbildung 31; Abbildung 32) zum Einsatz.

Anders als bei dem =zuvor vorgestellten Screening (Kapitel 3.3.3.1) wurden CPE-spezifische
Hybridomiiberstinde nur durch die Bindung an CPE im indirekten ELISA (Kapitel 2.6.1) identifiziert
(Abbildung 31, A1). Da nur wenige Klone aufgrund der Kreuzreaktivitit gegentiiber der Tag-Kontrolle beim
vorherigen Selektionsprozess ausgeschlossen werden konnten, wurde diese Testung hier nicht
durchgefiihrt. Parallel zur Spezifitatstestung der Hybridom-Klone wurde zusatzlich auf die Eignung der
produzierten Antikdrper als Detektor in Kombination mit Claudin-4 als Fanger fiir CPE gescreent
(Abbildung 31, A2). Die Durchfiihrung der Assays erfolgte wie in Kapitel 3.3.3.1 beschrieben, mit dem
Unterschied, dass als Antigen CPE in voller Lange (Aminosduren 1-319) verwendet wurde. Von den rund
1300 untersuchten Hybridomiiberstanden wiesen 4,4 % (55 Klone) die erforderlichen Eigenschaften auf.
Die Absorptionswerte von 25 Hybridomiiberstidnden lagen iiber dem hier festgelegten Grenzwert von 2,0
fiir beide verwendete ELISA-Formate. Weitere 30 Klone produzierten Antikorper, die CPE im indirekten
ELISA mit hohen Signalintensitdten detektierten, aber nicht als Detektor fiir iiber Claudin-4 immobilisiertes
Toxin einsetzbar waren. Um schon friihzeitig erste Hinweise auf die Diversitdt der erkannten Epitope zu
erhalten, wurden die Hybridomiiberstinde auf die Bindung an die isolierten Domanen ZD und RBD
(Abbildung 31, B) untersucht. Dazu wurden die Doméanen auf Mikrotiterplatten immobilisiert und mit den
Hybridomiiberstanden inkubiert (indirekter ELISA, Kapitel 2.6.1). Von den Antikérpern der untersuchten
Klone wiesen 20 eine Spezifitit fiir die ZD und 13 fiir die RBD auf (Absorptionswerte > 0,8). Fiir die

restlichen 22 Hybridomiiberstinde liefd sich keine eindeutige Doméanenspezifitit ermitteln. Aus diesen
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Daten konnte abgeleitet werden, dass verschiedene Epitope von den Antikérpern erkannt werden und
somit die erfolgreiche Kombination von Antikérpern zu einem Sandwich-ELISA aussichtsreich schien.

Zusatzlich dienten die Ergebnisse zur Entscheidungsfindung beim anschlieflenden SPR-basierten

Screening.
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Abbildung 31: ELISA-Screening mit CPE.
A. Spezifitat fir CPE und Reaktivitat im indirekten ELISA (1) und im Sandwich-ELISA (2) mit Claudin-4 als Fanger.

B. Doméanenerkennung im indirekten ELISA. Fiir indirekte ELISAs wurden 500 ng/ml CPE bzw. Doménen (ZD; RBD)
immobilisiert und nach Blockade unspezifischer Bindungen mit antikérperhaltigen Hybridomiiberstinden inkubiert.
Es wurde mit Fcy-spezifischer anti-Maus-POD und TMB entwickelt. Fiir Sandwich-ELISAs wurde Claudin-4 (2 pg/ml)
immobilisiert, die Platten geblockt, mit RBD (200 ng/ml) und anschlief;end mit Hybridomiiberstdnden inkubiert. Die
Entwicklung erfolgte mit SA-Poly-HRP und TMB. Aufgetragen sind jeweils die gemessenen Absorptionen. Grau
markierte Bereiche/Punkte geben ausgeschlossene Klone an.

Fiir das SPR-basierte Screening wurde zunidchst wieder die Bindungskinetik (Kapitel 2.7.3) der aus dem
Uberstand immobilisierten Antikérper an CPE bestimmt (Abbildung 32 A). Die Durchfithrung war analog
zum vorherigen Unterkapitel (3.3.3.1). Insgesamt zeigten die meisten Antikdrper hohe Affinitaten, die im
niedrigen nanomolaren Bereich angesiedelt waren. Aufgrund hoher Dissoziationskonstanten (> 10-3 1/Ms)
wurden 20 Klone von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Die verbliebenen 35 Klone wurden in
einem Epitopbinning (Kapitel 2.7.4) mit CPE als Antigen untersucht. Hier kristallisierten sich schlief3lich
sechs Klone mit sechs distinkten Epitopen heraus: CPE1; CPE384; CPE526; CPE562; CPE639 und CPE1339.
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Abbildung 32: SPR-Screening mit CPE als Antigen.

A. SPR-Kinetik: Die Antikorper aus den Hybridomiiberstinden wurden iiber ein Mouse Capture Kit auf einem CM5-Chip
immobilisiert. Es folgte die Injektion (120s; 30 pl/min) von CPE (1 und 10 pg/ml) und eine Pufferinjektion zur
Einleitung der Dissoziation (300 s). Aufgetragen sind die aus den Kurvenverldufen ermittelten Bindungskonstanten
(ka = Assoziationskonstante; kq = Dissoziationskonstante) bei Modellierung einer 1:1-Bindung. B. SPR-Binning:
Immobilisierung von Hybridomiiberstand 1 (US1) erfolgte wie in A. Nach anschlief3ender Injektion von CPE (2 ug/ml,
120's; 30 pl/min) wurde Uberstand 2 (US2) injiziert. In (1) erkennen die Antikérper aus US1 und US2 das gleiche
Epitop, in (2) sind die Epitope distinkt. Rechts sind die Kurvenverlaufe der Messung fiir (1) und (2) schematisch gezeigt.
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3.3.4 Charakterisierung monoklonaler, CPE-spezifischer Antikorper

Nachdem geeignete monoklonale Antikérper identifiziert worden waren, erfolgte die Subklonierung der
Hybridome und ihre Expansion (Kapitel 2.3.6 und 2.3.8). Nach der chromatographischen Reinigung des mit
Antikérpern angereicherten Zelliiberstandes der Hybridome standen acht CPE-spezifische monoklonale
Antikorper bereit: CPE1, CPE58, CPE281, CPE384, CPE526, CPE562, CPE639 und CPE1339, von denen vier
(CPE384, CPE562, CPE639, CPE1339) mit Claudin-4 kombinierbar waren. Um die Antikérper hinsichtlich
ihres Bindungsverhaltens zu analysieren, kamen verschiedene Methoden zum Einsatz. Eine Untersuchung
im Western Blot gab Hinweise auf die Spezifitit der Antikorper (Kapitel 2.6.4). Aufgrund des dhnlichen
modularen Aufbaus von CPE und Epsilon-Toxin (Etx) [216] wurden die Antikorper auf die Erkennung
beider C. perfringens-Toxine hin im Western Blot getestet (siehe Anhang, Abbildung 61). Alle monoklonalen
Antikorper detektierten CPE im Western Blot. Die gegeniiber Etx festgestellte Reaktivitat konnte auf eine
CPE-Kontamination der verwendeten Etx-Charge zuriickgefithrt werden (personliche Kommunikation

Andreas Rummel, MHH).

Um die pralimindr im Screening ermittelten Affinitdten genauer zu bestimmen, wurden die gereinigten
Antikorper erneut durch SPR-Messungen untersucht (siehe Anhang, Abbildung 62). Diese final ermittelten

kinetischen Bindungsparameter finden sich in Tabelle 37.

Die Bindungsepitope der Antikérper auf CPE wurde im indirekten ELISA (Kapitel 2.6.1) durch Verwendung
der Subdomaénen eingegrenzt. Hierzu wurden die ZD und RBD auf Mikrotiterplatten immobilisiert und mit

den Antikérpern inkubiert. CPE1, CPE58, CPE281 und CPE1339 erwiesen sich als spezifisch fiir die
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Rezeptorbindungsdomane (Tabelle 37). Die Antikérper CPE384, CPE562 und CPE639 wiesen eine Spezifitat
fiir die ZD auf und lief3en sich erwartungsgemaf3 in Kombination mit dem Rezeptor als Detektor einsetzen.
CPE526 zeigte im indirekten ELISA fiir keine der beiden Doménen eine Bindung, wodurch eine Bestimmung

der Doméanenspezifitat fiir diesen Antikérper nicht moglich war.

Um die Kombinierbarkeit der gereinigten Antikorper zu tberpriifen, wurde analog zum Screening ein
SPR-basiertes Epitopbinning durchgefiihrt (Kapitel 2.7.4). In einer komplexen Berechnung wurde die
Ahnlichkeit der erkannten Epitope auf einer Skala von -1 bis +1 bestimmt. Bei einem Wert von -1 handelt
es sich um maximal distinkte Epitope. Ein Wert von +1 liegt bei identischen Epitopen vor. Wie in Abbildung
33 ersichtlich ist, sind CPE1, CPE58 und CPE281 gegen das gleiche Epitop 1 gerichtet. Das heifdt, sie
blockieren sich gegenseitig in der Bindung an CPE. CPE526 weist zu den genannten Antikérpern eine hohe
Ahnlichkeit im Bindungsverhalten auf und erkennt vermutlich ein sich mit Epitop 1 iiberlappendes
Epitop 2. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit der iibereinstimmenden Domanenspezifitdt (CPE1; CPE5S,
CPE281) und der reduzierten Detektion bei Rezeptorbindung. Die Antikérper CPE384, CPE562, CPE639
und CPE1339 erkennen jeweils distinkte Epitope, wobei Uberschneidungen zwischen CPE639 und CPE562
sowie zwischen CPE384 und CPE1339 erkennbar sind. Insgesamt konnten somit in den beiden
erfolgreichen Fusionen acht Antikorper gegen sechs verschiedene, teils liberlappende Epitope generiert

werden.

Abbildung 33: Epitopbinning der gereinigten
1 CPE-spezifischen Antikérper.
Es wurde ein Epitopbinning durchgefiihrt. Die
monoklonalen Antikdrper wurden jeweils in
Konzentrationen von 10 pg/ml eingesetzt. Als
Antigen diente CPE in einer Konzentration von
2 pg/ml. Die dargestellte Heatmap stellt die
rechnerische Auswertung des Versuches dar. Die
Bewertung der Epitoperkennung erfolgt auf
einer Skala von -1 (weif}, unterschiedliches
Bindungsverhalten) bis +1 (schwarz, identisches
Bindungsverhalten).

Klon 281 58 1 526 639 562 3841339
l [ [ Ty A I
Epitop 1 2 3 4 5 6

Tabelle 37 fasst die Eigenschaften der im Rahmen dieser Arbeit generierten CPE-spezifischen Antikérper
zusammen. Es stehen vier Antikdrper mit einer identischen bzw. &dhnlichen Epitopabdeckung zur
Verfiigung, die das Rezeptorbindungsepitop binden (Epitop 1 und 2). Weitere vier Antikérper erkennen
vier distinkte Epitope (Epitope 3 bis 6), die eine gleichzeitige Bindung des Rezeptors Claudin-4

ermoglichen.
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Tabelle 37: Eigenschaften der CPE-spezifischen monoklonalen Antikérper.

Epitop Name Spezifitit Isotyp ka (1/Ms) kd (1/5) Ko (M)
nicht kombinierbar mit Rezeptor
CPE1 CPE, RBD IgG1 1,0 x 106 5,4 x 105 53 x 1011
1 CPE58 CPE, RBD IgG1 6,9 x 10° 1,6 x 103 2,3 %109
CPE281 CPE, RBD IgG1 7,5 x 105 1,0 x 103 1,4 x10°
2 CPE526 CPE IgG1 1,9 x 106 5,4 %103 2,8 x 109
kombinierbar mit Rezeptor
3 CPE384 CPE, (ZD)* IgG1 2,7 x 105 4,9 x 104 1,9 x 109
4 CPE562 CPE, ZD IgG1 3,1 x105 6,8 x 10-5 2,2 x 10-10
5 CPE639 CPE, ZD IgG1 4,1 x 105 8,6 x 104 2,1 x10°
6 CPE1339 CPE, RBD IgG1 2,0 x 100 7,9 x 105 39x1011

ka = Assoziationskonstante; kq = Dissoziationskonstante; Kp = Affinititskonstante;
RBD = Rezeptorbindungsdomane

*geringe Absorption (0,15) im indirekten ELISA

ZD = zytotoxische Domane;

3.3.5 Vergleich von Antikérper- und Rezeptor-basiertem Nachweis von CPE

Die neu generierten hochspezifischen Antikdrper wurden in Antikorper- und Rezeptor-basierte
Nachweissysteme integriert. Dazu wurden alle Antikdrper zundchst mit Biotin gekoppelt (Kapitel 2.3.10),
um sie als Detektionsreagenz in Verbindung mit Streptavidin-gekoppeltem Enzym einsetzen zu kénnen. Es
erfolgte die Immobilisierung von Fangerantikérpern fiir den Sandwich-ELISA und Claudin-4 fiir den
Rezeptor-basierten Ansatz auf Mikrotiterplatten (Kapitel 2.6.2). Nach der Inkubation mit einer seriellen

Verdiinnungsreihe von CPE wurden die Detektionsantikorper zugegeben. Die Sensitivititen der

gemessenen Kombinationen zum Nachweis von CPE wurden anhand der halbmaximalen
Effektorkonzentrationen bestimmt (Tabelle 38).
Tabelle 38: Sensitivititen der CPE-spezifischen mAKk in Sandwich- und Claudin-4-ELISA.

Detektor
Finger CPE281 | CPE58 CPE1 CPE526 | CPE639 | CPE562 | CPE384 |CPE1339
CPE281 ++ +++ ++ +++
CPE58 ++ +++ ++ +++
CPE1 ++ +++ +++ ++ +++
CPE526 + + + + +
CPE639 ++ + +++ + + ++ +++
CPE562 +++ ++ +++ + + +++ +++
CPE384 ++ +++ + ++ +++ +
CPE1339 ++ + +++ + ++ +++ +

Einstufung der Sensitivitit anhand der halbmaximalen Effektorkonzentration (ECso):
“+“=0,5 <EC50< 10 ng/ml; “++“=0,2 < EC50< 0,5 ng/ml; “+++"“ = EC50< 0,2 ng/ml

“_* = ECs0> 10 ng/ml;
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Um Ergebnisse aus Epitopbinning und Sandwich-ELISA besser vergleichen zu koénnen, wurden die
Antikorper in Tabelle 38 wie in Abbildung 33 angeordnet. Insgesamt waren die Ergebnisse der beiden
Methoden in guter Ubereinstimmung. Antikoérper mit iiberschneidenden oder identischen Epitopen (dick
umrandet) im SPR-Binning waren auch im ELISA schlecht bzw. nicht kombinierbar. Die Antikérper CPE1,
CPE562 und CPE1339 mit den hochsten Affinitaten zu CPE erméglichten auch den sensitivsten Nachweis
von CPE im Sandwich-ELISA. Unter Verwendung von CPE562 als Detektionsantikérper konnte mit dem
Rezeptor-basierten = Ansatz  eine  ebenso  gute  Sensitivitit wie mit den  besten
Sandwich-ELISA-Kombinationen erreicht werden. Einen genauen Vergleich der beiden Nachweissysteme
zeigt Abbildung 34. Hier wurden CPE1 bzw. Claudin-4 als Fanger immobilisiert und nach Inkubation des

Antigens mit biotinyliertem CPE562 detektiert.

Abbildung 34: Vergleich von
- Antikdrper-basiert Antikdrper- und Claudin-4-basiertem
Nachweis von CPE.
Nach der Immobilisierung von CPE1 (5 pg/ml;
rot) und Claudin-4 (2,5 pg/ml, blau) wurden
unspezifische Bindungen blockiert. Es folgte
die  Inkubation mit einer seriellen
Verdiinnungsreihe (1:10) von CPE. Die
Detektion wurde mit biotinyliertem CPE562
(0,2 pg/ml) vorgenommen. Durch Zugabe von
SA-Poly-HRP und TMB wurde entwickelt.
Aufgetragen sind jeweils die Ergebnisse von 4
reprasentativen Versuchen (Mittelwerte mit
Standardabweichungen, n=4). Gestrichelte
Linien in den Farben des jeweiligen Ansatzes
geben Nachweisgrenzen und halbmaximale
Antigen (ng/ml) Effektorkonzentrationen an.

- Rezeptor-basiert

A (450 nm - 620 nm)
N

T U X VRV VIR N
RN M

Mit 0,2 pg/ml fiir den Antikorper-basierten und 0,9 pg/ml fiir den Rezeptor-basierten Nachweis wiesen
beide Detektionssysteme im Plattenformat sehr niedrige Nachweisgrenzen auf (Tabelle 39). Insbesondere
fiir die blof3e Immobilisierung des Membranproteins Claudin-4, welches mit vier Transmembranspannen
[162] eine komplexe Konformation hat, war eine solche Sensitivitit unerwartet. Die Ubertragung der neu
entwickelten Assays zum Nachweis von CPE in die Vor-Ort-Detektionsplattform war anhand der

vorliegenden Ergebnisse erfolgsversprechend.

Tabelle 39: Nachweisgrenzen fiir den Nachweis von CPE mittels Sandwich- und Claudin-4-ELISA.

Antigen Fanger Detektor-mAk LOD (pg/ml) ECso (ng/ml)
mAk CPE1 0,2 0,01
CPE CPE562-Bio
Claudin-4 0,9 0,04

LOD = Nachweisgrenze; ECso = halbmaximale Effektorkonzentration

84



Ergebnisse

3.3.6 Nachweis von nativem CPE aus Bakterieniiberstianden

Die zuvor beschriebenen Untersuchungen wurden mit rekombinant hergestelltem CPE durchgefiihrt,
welches auf die DNA des C. perfringens-Stammes 61a zuriickging. Um zu iiberpriifen, ob die etablierten
Antikorper- und Rezeptor-basierten ELISA einen breitbandigen Nachweis von nativem CPE erméglichen,
wurden Bakterieniiberstinde des Stammes 61la sowie 65 weiterer C. perfringens-Stimme untersucht
(Tabelle 40). Diese umfangreiche Sammlung an Stimmen ging im Wesentlichen aus der Zusammenarbeit
mit dem Bayerischen Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (Ute Messelhdufier) und dem
Landesamt fiir Verbraucherschutz in Thiiringen (Dagmar Rimek) hervor. Das RKI erhielt die im Rahmen
von Ausbruchgeschehen isolierten C. perfringens-Stamme fiir die Validierung der etablierten Assays.
Zusatzlich wurden kommerziell erhiltliche Stimme aus der PHE Culture Collection (Salisbury, UK)
erworben. Nach anaerober Kultivierung der Stamme und Pelletierung der Bakterien wurden zellfreie
Bakterieniiberstiande hergestellt (Kapitel 2.1.8), welche auf die Anwesenheit von CPE getestet wurden. Fiir
den Nachweis von CPE dienten die sensitivsten Kombinationen mit CPE562 bzw. Claudin-4 als Fanger und
CPE1-Bio bzw. CPE562-Bio als Detektionsantikérper (Sandwich-ELISA, Kapitel 2.6.1). Die erhaltenen
Ergebnisse der ELISA-basierten Testung wurden zur Prifung der Richtigkeit mit der Anwesenheit des

Toxingens abgeglichen. Die PCR-Daten wurden jeweils von den Kooperationspartnern zur Verfligung

gestellt.

Tabelle 40: Nachweis von CPE aus Bakterieniiberstinden verschiedener C. perfringens-Stamme.

Stammbezeichnung Quelle m(f;(E ELICSS:N 1 PCR P CII({O(:)SE::S A
61la MHH (Ursprung rek. CPE) +++ +++ pos. v
572c MHH (Ursprung rek. Etx) - - neg. v
11-13136 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
21638/07-L574 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
HF 2109 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
HF 2110-2 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
11-44702 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
10-70639 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
3570/08 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
S02253/1 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
11-30379-03 Ute Messelhaufier, BY - - neg. v
KV3 29.05 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
12-45390 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
12-45681 Ute Messelhduf3er, BY +++ +++ pos. v
S0 21002 Ute Messelhaufier, BY - - neg. v
11.-2294 Ute Messelhaufier, BY - - neg. v
BWA 204 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
PP 42138-15 Ute Messelhdufer, BY +++ +++ pos. v
12-102988 Ute Messelhdufer, BY - - neg. v
SO 221 Ute MesselhaufRer, BY - - neg. v
15-0273682 Ute Messelhaufier, BY +++ +++ pos. v
11-4999/1 Ute Messelhaufier, BY - - neg. v
11-18210 Ute Messelhdufer, BY - - neg. v
S726 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
E 728 Ute Messelhdufler, BY +++ +++ pos. v

Fortsetzung auf der nachsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle 40

. CPE ELISA* Konsens
Stammbezeichnung Quelle mAk | CLDN4 PCR PCR © ELISA
L 443/05 Ute Messelhdufier, BY +++ +++ pos. v
21439/07 - G 1144 Ute Messelhdufier, BY +++ +++ pos. v
6466/08 Ute Messelhdufder, BY +++ +++ pos. v
10-0058087-1 Ute Messelhaufer, BY ++ ++ pos. v
6682/1 Ute Messelhdufder, BY +++ +++ pos. v
10-0029262-001-01 L93 Ute Messelhaufier, BY - - neg. v
10-70711/4 Ute Messelhdufier, BY +++ +++ pos. v
11-162672 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
12-45390 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
12-105747 L362 Ute Messelhaufer, BY +++ ++ pos. v
PV48.7. Ute Messelhdufder, BY - - pos. v
A202 Ute Messelhaufder, BY - - neg. v
14-130465 Ute Messelhaufder, BY +++ +++ pos. v
17-52183-001 Ute Messelhdufler, BY +++ +4++ pos. v
17-52386-001 Ute Messelhdufier, BY +++ +++ pos. v
12-73336_G737/1 Ute Messelhdufier, BY +++ + pos. v
E730 Ute Messelhaufder, BY ++ +++ pos. v
PS8150/07 Ute Messelhaufier, BY ++ + pos. v
9166/67-G407 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
175-8/97 Ute Messelhdufler, BY +++ +4++ pos. v
MB30 o.H. Ute Messelhdufier, BY ++ +++ pos. v
11 1331 Ute Messelhaufder, BY +++ +++ pos. v
E732 Ute Messelhaufder, BY ++ +++ pos. v
12-134928_L457 Ute Messelhaufder, BY + + pos. v
PS10950/07 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
F436 Ute Messelhdufier, BY - - neg. v
19-041-01 Dagmar Rimek, TH +++ +++ pos. v
19-042-01 Dagmar Rimek, TH +++ +++ pos. v
19-043-01 Dagmar Rimek, TH +++ +++ pos. v
NCTC 8239-01 PHE Culture Collections, UK +++ ++ pos. v
NCTC 8798-01 PHE Culture Collections, UK +++ +++ pos. v
NCTC8346 PHE Culture Collections, UK - - neg. v
NCTC13110 PHE Culture Collections, UK - - neg. v
NCTC3110 PHE Culture Collections, UK - - neg. v
NCTC6121 PHE Culture Collections, UK - - neg. v
NCTC8084 PHE Culture Collections, UK - - neg. v
NCTC8238 PHE Culture Collections, UK ++ + pos. v
NCTC8504 PHE Culture Collections, UK - - neg. v
NCTC8533 PHE Culture Collections, UK - - neg. v
NCTC9851 PHE Culture Collections, UK +4++ +4++ pos. v

BY = Bayern; CLDN4 = Claudin-4; mAk = monoklonaler Antikorper; neg. = negativ; pos. = positiv; rek. = rekombinant; TH = Thiiringen

*unter Verwendung von CPE562 (mAK) bzw. Claudin-4 (CLDN4) als Fanger, Detektion mit CPE1-Bio (antikdrperbasiert)
bzw. CPE562-Bio (rezeptorbasiert), Beurteilung anhand der Absorptionswerte (A): ,-“=A<0,2; ,+“=0,2<A<1,0;
A+ =10<A<2,0;,+++“=A>2,0
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Fir alle getesteten Stamme stimmten ELISA- und PCR-Daten liberein. Die Testung der 35 CPE-negativen
Stamme ergab keinerlei Kreuzreaktivitit der verwendeten Nachweisreagenzien gegeniiber weiteren
Bestandteilen der Bakterieniiberstiande. Es gelang sowohl mit dem Antikorper-basierten als auch mit dem

Rezeptor-basierten Ansatz ein hochspezifischer Nachweis von nativem CPE.

3.3.7 Spezifitat von Claudin-4 als Fanger fiir CPE

Analog zu den anderen Toxinnachweisen (Kapitel 3.1.5 und 3.2.7) wurde fiir Claudin-4 die Bindung an die
im SensTox-Projekt adressierten Toxine untersucht, um Kreuzreaktivititen beim simultanen
Toxinnachweis auf den Biochips auszuschliefSen. Nach Inkubation der entsprechenden Toxine auf
immobilisiertem Claudin-4 und toxinspezifischem Nachweis mittels monoklonaler Detektionsantikorper
zeigten sich fiir TcdA und TcdB hohe Signale (Abbildung 35). Eine detailliertere Untersuchung mit seriellen
Verdinnungsreihen der Toxine aus C. difficile ergab, dass TcdB, aber vor allem TcdA bei Konzentrationen
iiber 1ng/ml eine deutliche Bindung an Claudin-4 zeigten (siehe Anhang, Abbildung 64). Diese
Kreuzreaktivitat (unter 1 %) muss in spateren Entscheidungen beziiglich des Multiplex-Nachweises im

pBDi Berticksichtigung finden.

Abbildung 35: Kreuzreaktivitit von Claudin-4
- ] gegeniiber ausgewihlten Toxinen.
Antigen-Konzentration: Claudin-4  wurde  auf  Mikrotiterplatten
I 100 ng/ml immobilisiert (2 pg/ml). Nach  Blockade
1 10 ng/ml unspezifischer Bindungen erfolgte die Inkubation
mit den angegebenen Antigenen in
0,1% BSA/PBS-T in zwei  verschiedenen
Konzentrationen (100und 10 ng/ml). Die
Detektion wurde mit toxinspezifischen,
biotinylierten mAk (je 1 pg/ml): R18-Bio (Rizin);
AP3202-Bio (Abrin); 13C4-Bio (Stx1); 11E10-Bio
olm N | . (Stx2); CPE562-Bio (CPE), Etx484-Bio (Etx);
SEA165-Bio  (SEA); TcdA3211-Bio (TcdA);
2 %Q,V‘ &Oév &(}6@ TcdB3322-Bio (TcdB) verdiinnt durchgefiihrt. Die
Entwicklung wurde mit Hilfe von Poly-HRP und
TMB vorgenommen. Die Werte sind als
Einfachbestimmungen erhoben (n=1).

w

N
1

A (420 nm - 650 nm)
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3.3.8 Vor-0Ort-Nachweis von CPE

Fiir die Untersuchung des Vor-Ort-Nachweises erfolgte die Implementierung der Antikérper- und
Rezeptor-basierten Detektionssysteme fiir den CPE-Nachweis in die pBDi-Plattform (Abbildung 36). Dazu
wurden CPE1 und Claudin-4 auf Biochips immobilisiert (Kapitel 2.6.5). Die Immobilisierung von Claudin-4
als Membranprotein war aufgrund der notwendigen Solubilisierung durch Detergenzien anspruchsvoll, da
oberflaichenaktive Substanzen je nach Konzentration (Triton X-100>0,0025 %, CHAPS>0,5%;
personliche Kommunikation Andreas Rummel, MHH und Christopher Péhlmann, Bruker) eine stiarkere
Spreitung der zu immobilisierenden Proteinlésung verursachen und damit ein prazises Aufbringen auf den
Spot verhindern. Deshalb nahm die MHH die Herstellung von Claudin-4 unter Verwendung von CHAPS

(statt Triton X-100) vor, welches mit einer kritischen Mizellkonzentration von weniger als 10 mM [217]
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eine Solubilisierung von Claudin-4 bei niedrigen Detergenzkonzentrationen erlaubt. Mit diesem
optimierten Immobilisierungspuffer gelang es, den Rezeptor an die Goldelektroden der Biochips zu
koppeln. Der fiir Antikorper gezeigte Zusatz von BSA als Stabilisator [188] wurde fiir die Immobilisierung

von Claudin-4 ebenfalls erprobt.

Die Ubertragung des CPE-Nachweises in die Vor-Ort-Detektionsplattform ist sowohl unter Verwendung des
monoklonalen Antikérpers CPE1 als auch des endogenen Rezeptors Claudin-4 als Fianger mit guten
Sensitivititen moglich (Abbildung 36, Tabelle 41). Aufgrund sehr niedriger Schwellenwerte von unter 1 %
normalisierten Signals kann unabhingig vom immobilisierten Fanger eine Nachweisgrenze von 1 ng/ml
CPE im pBDi erreicht werden. Der Zusatz von BSA fiir die Immobilisierung von Claudin-4 fiihrte zu leicht

erhohten Signalintensitaten, aber keiner deutlichen Verbesserung des CPE-Nachweises.

Abbildung 36: Nachweis von CPE im pBDi.
CPE1 (rot) wurde auf Biochips immobilisiert
(500 pg/ml). Fiir Claudin-4 (blau) wurde die
Ak-basiert " Rezeptor-basiert Immobilisierung ohne und mit Zusatz von
‘ 3 0 ng/ml BSA realisiert (Chiplayout siehe Anhang,
Abbildung 65). Die Messung der Biochips im

— 1 ng/ml
200- | = 10ngimi PBDi erfolgte durch Inkubation mit CPE
mm 100 ng/ml (1 ng/ml bis 100 ng/ml) in Assaypuffer und
I anschlieflender Detektion mit CPE562-Bio

300

Steigung (%)

100 (10 pg/ml). Es wurde mit SA-B-Galaktosidase
und 4-Aminophenyl-B-D-Galaktopyranosid
entwickelt und das elektrochemische Signal
| Ak CPE1 CLDNA _ CLDN4 + BSAl alllsge.lesen. Pro Konzentration wurde .ein

Biochip  gemessen, aufgetragen sind
Mittelwerte mit Standardabweichungen der
gemessenen Doppelspots. CLDN4 = Claudin-4

0

Tabelle 41: Nachweis von CPE im pBDi.

Antigen Finger Detektor-mAk LOD (ng/ml) SChWE’(}/:)‘;rwert
mAk CPE1 1 01
CPE Claudin-4 CPE562-Bio 1 0,1
Claudin-4 + BSA 1 0,6

LOD = Nachweisgrenze
*Mittelwert des normalisierten Leerwerts der betreffenden Doppelspots zuziiglich der 3,29-fachen
Standardabweichung
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3.4 Epsilon-Toxin aus Clostridium perfringens

3.4.1 Charakterisierung von Etx-basierten Antigenen und MAL

Fiir die Antikérperherstellung fiir das Epsilon-Toxin und Untersuchungen seiner Rezeptorbindung wurden
wie fiir CPE rekombinant in E. coli hergestellte Antigene verwendet (Andreas Rummel, MHH). Zur
Verfiigung standen eine aktive Wildtyp-Variante des Toxins und eine zur Immunisierung von Mausen
geeignete atoxische Variante des Toxins mit einer Punktmutation Y84A (Tabelle 42). Beide rekombinanten
Proteine wurden zunichst als Prototoxin (PEtx, Aminosduren 1-296) mit C-terminalem Affinititstag
(StrepHis6) exprimiert, der die Reinigung mittels Affinitdtschromatographie ermoglichte und anschliefRend
durch Thrombinverdau abgespalten wurde. Das so hergestellte tagfreie PEtx Y84A wies eine um den
Faktor 10.000 reduzierte Toxizitat gegenliber dem aktiven Etx auf (personliche Kommunikation Andreas
Rummel, MHH). Die Prozessierung des Wildtyp-Prototoxins PEtx erforderte zusdtzlich zum
Thrombinverdau eine Trypsinspaltung, die unter Entfernung des Propeptids (Aminosduren 1-14) zum
aktiven Etx (Aminosduren 15-296) fiihrte. Die Zytotoxizitaten aller Antigene wurden extern durch Messung

des transepithelialen Widerstandes von exponierten MDCK-Zellen tiberpriift (Andreas Rummel, MHH).

Das als Rezeptor fiir Etx beschriebene murine Protein MAL (Myelin and Lymphocyte) wurde in E. coli
exprimiert (Andreas Rummel, MHH) und dem RKI zur Verfiigung gestellt. Zur Isolierung durch
Affinitatschromatographie (IMAC) wurde MAL als Fusionsprotein mit drei Proteintags produziert (Tabelle
42). Der eingefiigte GST-Tag verbesserte die Loslichkeit des sehr hydrophoben Proteins und ermdoglichte
die Immobilisierung an einer Glutathion-Sepharose-Matrix. Fiir die Untersuchungen am RKI wurde das
rekombinante MAL gekoppelt an diese Matrix oder nach Elution von der Matrix in freier Form zur

Verfiigung gestellt.

Tabelle 42: Verwendete rekombinante Etx-Proteine und MAL (Quelle: A. Rummel, MHH).

Funktion Protein As-Abschnitt Proteintags MW (kDa)
Etx (Wildtyp) 15-296 StrepHis6, 32
. abgespalten
Antigen StrepHis6
PEtx Y84A 1-296 PHISH, 34
abgespalten
N-terminal: GST; S;
Rezeptor MAL 1-153 C-terminal: H8 45 (ohne Tags 17)

As = Aminosaure; MAL = Myelin and Lymphocyte Protein; MW = Molekulargewicht

Zur Priifung der Proteinreinheit erfolgte in Analogie zu vorherigen Kapiteln (3.2.1, 3.3.1) eine
gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine und nachfolgend die Anfirbung mit Coomassie-Blue

(Kapitel 2.4.1 und 2.4.2.)

Wie in Abbildung 37A dargestellt ist, waren die Etx-Antigene von sehr hoher Reinheit. Aufer den fiir Etx
erwarteten Proteinbanden zwischen 30 und 35 kDa waren keine weiteren Proteine nachweisbar. Trotz
Reinigung von MAL durch Tandemchromatographie (IMAC und Glutathion-Sepharose) waren
Verunreinigungen mit GST und GST-getaggten Teilabschnitten von MAL (Abbildung 37 B und fiir Western
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Blot siehe Anhang, Abbildung 66) vorhanden. Das frei vorliegende MAL war von hdherer Reinheit als an

Glutathion-Sepharose gebundenes MAL.

A

|
|
1
Etx PEtx* | MAL MAL* As1-153 (17 kDa)
kDa ; kDa b -J
180 | | 180 | S + GST (26 kDa)
—_ I - ~~  +S-Tag (~ 1,8 kDa)
70 | - 70 . +H8-Tag (~ 1kDa
s5 | |55 |- g i g( )
40 | w-— / |40 |
35 | - /_ | 35 | - —
- : 25 | - - -
25 1
I
1
I 15 -
15 | - : 10 .
|
________ .______________T______________________
Etx = Epsilon-Toxin MAL = Myelin & Lymphocyte Protein

PEtx* = Etx-Mutante Y84A MAL* = MAL an Glutathion-Sepharose

Abbildung 37: Auftragung von Etx und MAL in SDS-PAGE.

Je 500 ng der Epsilon-Toxine und des Proteolipids MAL wurden in reduzierendem Probenpuffer auf 12 % SDS-
Polyacrylamidgele aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Die Farbung erfolgte mit Coomassie-Blue. A: Wildtyp
Etx (As 15-296) mit dem erwarteten Molekulargewicht (MW) von ca. 32 kDa und mutierte Variante PEtx*, (As 1-296)
mit MW von ca. 34 kDa. B: Frei vorliegendes MAL und an Glutathion-Sepharose gebundenes MAL* mit einem MW von
jeweils 17 kDa zuziiglich des MW der Proteintags (GST: 26 kDa, S-Tag: 1,8 kDa, H8-Tag: 1 kDa). Die dem jeweiligen
Protein entsprechenden Banden sind mit einem Pfeil gekennzeichnet. Strukturabbildung des Epsilon-Toxins: PDB 1UY].

3.4.2 Erprobung von MAL als Rezeptor fir Etx

Wie in Kapitel 1.4.4 beschrieben wurde, sind fiir Etx bisher nur wenige Daten zur Rezeptorbindung
verfligbar. Gegenstand dieser Arbeit war, eine mogliche direkte Interaktion zwischen dem Proteolipid MAL
und Etx zu untersuchen und den potenziellen Rezeptor als Fangerstruktur fiir Detektionssysteme zu

evaluieren.

Ahnlich wie bei Claudin-4 handelt es sich bei MAL um ein Membranprotein mit vier Transmembranspannen
[176]. Da Claudin-4 in Abwesenheit einer Lipidumgebung hochaffin an CPE band (Kapitel 3.3.1), wurde
dieser Ansatz auch fiir MAL erprobt. Hier war keinerlei Interaktion mit Etx nachweisbar, sodass die
Prasentation von MAL zusammen mit geeigneten Lipiden notwendig schien. Zu diesem Zweck wurden
verschiedenste Methoden getestet (Abbildung 38, Ansdtze 1-4). In ersten Versuchen wurden MSP-basierte
Nanodisks (Kapitel 2.5.1) mit in Losung befindlichem MAL hergestellt (Ansatz 1). Aufgrund der
ausgepragten Lipophilie von MAL konnte dieses nur als niedrig konzentrierte Lésung bereitgestellt werden.
Infolgedessen war die Assemblierung der Nanodisks nur mit groem Uberschuss des Giirtelproteins MSP
moglich. Unter diesen Bedingungen entstanden etwa 25-mal mehr leere Nanodisks als die gewlinschten
MAL-Nanodisks (fiir Chromatogramm der Gelfitration siehe Anhang, Abbildung 67). Um dieses Verhaltnis
besser einstellen zu kdnnen, wurde MAL iiber seinen GST-Tag an einer Glutathion-Matrix immobilisiert und
die Assemblierung der Nanodisks nicht in Losung, sondern an der Matrix vorgenommen (Ansatz 2). Das

Freisetzen der Nanodisks in Losung wurde sowohl {iber Elution mit reduziertem Glutathion (Ansatz 2a), als
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auch unter Entfernung des GST-Tags via Thrombinverdau (Ansatz 2b) getestet. Den zuvor beschriebenen
Ansitzen war gemeinsam, dass bei der Untersuchung in der Gréfdenausschlusschromatographie ein hoher
Anteil von friih eluierenden hochmolekularen Bestandteilen beobachtet wurde (siehe Anhang, Abbildung
67 fiir Ansatz 1, Abbildung 68 fiir Ansatz 2a, Abbildung 69 fiir Ansatz 2b). Wenn MAL erfolgreich in
Nanodisks integriert vorliegt, sind dagegen Elutionsvolumina dhnlich zu leeren Nanodisks zu erwarten. Um
den Gehalt an MAL in den gesammelten Fraktionen zu ermitteln, wurden diese auf Mikrotiterplatten
immobilisiert und mit einem MAL-spezifischen Antikorper detektiert. MAL lieR sich ausnahmslos in den
frith eluierenden Fraktionen nachweisen. Auch das Variieren der Lipidumgebung blieb ohne Erfolg. Unter
der Annahme, dass der GST-Tag (26 kDa) die Insertion des verhaltnismafig kleinen MAL (17 kDa) sterisch
verhindert, wurde die enzymatische Spaltung vor Assemblierung erprobt (Ansatz 3). Nach erfolgreicher
Abspaltung des GST-Tags (Kontrolle der Spaltung per SDS-PAGE und Western Blot siehe Anhang, Abbildung
70) wurde die Extraktion von MAL mit einem Chloroform-Methanol-Gemisch vorgenommen (Kapitel 2.4.3).
Obwohl es sich um ein Proteolipid handelt, war MAL in der organischen Phase wider Erwarten nicht
nachweisbar. Die geplante Methode war somit nicht umsetzbar. Zusammenfassend gelang die Insertion von
MAL trotz umfassender Versuche in MSP-basierte Nanodisks nicht, sodass die Bindung an Etx nicht

untersucht werden konnte (Tabelle 43).

Die Durchfiihrung der zuvor beschriebenen Versuche erfolgte mit rekombinant hergestelltem MAL murinen
Ursprungs. Bei der Isolierung des Transmembranproteins aus der Zellwand des exprimierenden
Bakteriums kamen Detergenzien zum Einsatz. Diese konnen eine vom nativen Zustand abweichende
Konformation des Proteins verursachen. Um MAL ohne Detergenzien zu isolieren, wurde die Herstellung
von SMA Lipid Particles (SMALPs) aus Etx-sensitiven, caninen MDCK-Zellen erwogen (Kapitel 2.5.3). Die
Zugabe des oberflachenaktiven Co-Polymers bestehend aus Styrol und Maleinsaureanhydrid (SMA) fiihrte
zur Lyse der MDCK-Zellen und nachfolgend zur Bildung von Lipidpartikeln. So hergestellte SMALPs kénnen
samtliche Proteine aus Zytoplasma, Zellmembran und Zellkern enthalten. Diese komplexe Mischung wurde
via Grofdenausschlusschromatographie untersucht und die gesammelten Fraktionen im ELISA auf ihre
Bindung an Etx sowie als Kontrolle an CPE hin getestet (siehe Anhang, Abbildung 71). Nur fiir CPE, nicht
aber fiir Etx konnte in geringem Maf} eine Bindung an die immobilisierten SMALPs nachgewiesen werden.
Die Anwesenheit von MAL in den SMALPs konnte aufgrund fehlender spezifischer Antikérper gegen canines
MAL nicht untersucht werden. Demnach lasst sich keine abschliefende Beurteilung zum Ausbleiben der

Bindung von Etx an SMALPs aus MDCK-Zellen abgeben.

Tabelle 43: Zusammenfassung der zur Prisentation von MAL erprobten Lipidumgebungen.

Versuchsparameter . .
Nr. — Insertion* Bindung
Format MAL Tags Lipidumgebung
1 Nanodisks rek. (murin), frei GST, S, H8 POPC nein n.n.
2 a | Nanodisks | rek. (murin), immobilisiert | GST, S, H8 | POPC/ POPC; SM; Ch nein n.n.
2b | Nanodisks | rek. (murin), immobilisiert S, H8 POPC nein n.n.
3 Nanodisks | rek. (murin), immobilisiert S, H8 POPC nein n.n.
4 SMALPs nativ (canin) keine komplex n.n. n.n.

Ch = Cholesterol; n.n. = nicht nachweisbar; rek. = rekombinant; SM = Sphingomyelin
*bezieht sich auf SEC-Fraktionen, die bei einem der Gréfie von 13 nm entsprechenden Volumen eluiert wurden
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Zusammenfassend war eine weiterfithrende Charakterisierung der Rezeptorbindung von Etx mit den
beschriebenen Methoden nicht méglich. Eine Bindung von Etx konnte weder an rekombinant hergestelltes,
murines MAL noch an natives, canines MAL gezeigt werden, da die Prasentation in einer geeigneten

Lipidumgebung nicht realisierbar war.
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Abbildung 38: Prasentation von MAL in Lipidumgebung.

1-3. Herstellung von MSP-basierten Nanodisks. Fiir die Herstellung von Nanodisks nach Ansatz (1) wurde
ungekoppeltes, rekombinantes MAL (mit GST-Tag) verwendet. Nach dem Eintrocknen von Lipiden und der
Rekonstitution mit dem Detergenz Natriumdesoxycholat erfolgte die Inkubation mit MSP1E3D1 und MAL. Durch
Zugabe von Bio-Beads wurde das Detergenz entfernt und die Assemblierung zu Nanodisks eingeleitet. Hierbei
entstanden neben MAL-Nanodisks auch leere Nanodisks des gleichen Durchmessers, die bei der anschlief}enden
Reinigung durch Gréfdenausschlusschromatographie (SEC) nicht abgetrennt werden. Fiir Ansatz (2) erfolgte die in 1
beschriebene Assemblierung mit MAL, welches an eine Glutathion-Sepharose-Matrix immobilisiert war. Assemblierte
MAL-Nanodisks blieben {liber den GST-Tag an der Gluthation-Matrix gebunden. Erst durch Elution mit reduziertem
Glutathion (2a) bzw. Abspaltung durch Thrombin (2b) wurden diese freigesetzt. Bei Methode (3) wurde an die Matrix
immobilisiertes MAL zunachst durch enzymatische Abspaltung des GST-Tags eluiert. Es folgte die Extraktion des
freigesetzten MAL mit organischen Losungsmitteln. Als Proteolipid sollte es zusammen mit Phospholipiden in eine
mizellare Losung tiberfiihrt und fiir die Assemblierung zu Nanodisks mit MSP inkubiert werden. 4. Herstellung von
SMALPs aus MDCK-Zellen. Nach Kultivierung von MDCK-Zellen wurden diese durch Trypsinierung von der Oberfldache
des Kulturgefafles geldst. Die Zugabe des oberflachenaktiven Polymers SMA fiihrte zur Lyse der Zellen. Es bildeten sich
durch SMA gestiitzte Nanopartikel (SMALPs), in die Lipide und Proteine der gesamten Zellen inkorporiert wurden. Nach
Ultrazentrifugation erfolgte auch bei diesem Ansatz eine Reinigung durch Gréf3enausschlusschromatographie.
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3.4.3 Generierung von Etx-spezifischen monoklonalen Antikérpern

Nachdem die Bindung von Etx an MAL nicht fiir den Toxinnachweis funktionalisierbar war, fokussierten
sich die weiteren Arbeiten auf die Generierung monoklonaler Antikérper zum Nachweis von Etx. Zu diesem
Zweck wurden Mause mit einer rekombinanten Etx-Variante (Punktmutation Y84A; reduzierte Toxizitat
[218]) im Abstand von vier Wochen immunisiert (Immunisierungsschema siehe Anhang, Tabelle 56). Die
immunisierten Tiere blieben nach intraperitonealer Injektion (Kapitel 2.3.1) von 20 pg der Etx-Variante
symptomfrei. Nach der zweiten Immunisierung wiesen drei der vier behandelten Mduse einen hohen
Etx-spezifischen Titer auf (siehe Anhang, Abbildung 72). Es schloss sich die Durchfithrung einer
Hybridomfusion (Kapitel 2.3.2 bis 2.3.5) mit Maus 15 an. Aus dieser Fusion gingen 960 Hybridomklone
hervor, deren Selektion anhand ELISA- und SPR-basierter Methoden erfolgte. Im indirekten ELISA (Kapitel
2.6.1) wurden Hybridomiiberstinde mit spezifischer Bindung an immobilisiertes Etx identifiziert
(Abbildung 39 A). Parallel wurde die Reaktivitat gegeniiber immobilisiertem CPE als Kontrolle untersucht:
Da CPE wie Etx aus dem bakteriellen Expressionssystem E.coli stammte und die gleichen durch
Thrombinverdau abgespaltenen Tags besaf}, lieflen sich so unspezifisch reagierende Klone erkennen.
Hybridomiiberstinde, die eine Bindung an CPE aufwiesen (Absorption > 0,2), waren fiir spatere
Anwendungen ungeeignet. Spezifische Klone zeichneten sich dagegen durch eine gute Bindung an Etx
(Absorption > 1,4) und fehlende Kreuzreaktivitiat gegeniiber CPE aus (Abbildung 39 B). Insgesamt fiihrte
das ELISA-Screening unter Anwendung der genannten Ausschlussgrenzen zur Selektion von 24

Etx-spezifischen Hybridomen.
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Abbildung 39: ELISA-Screening auf Etx-spezifische Antikorper.

Im indirekten ELISA wurden Hybridome mit spezifischer Reaktivitit gegen Etx selektiert. Nach Immobilisierung von je
500 ng/ml der Antigene und Blockade unspezifischer Bindungen folgte die Inkubation mit Hybridomiiberstdnden.
Anti-Maus-POD und TMB dienten zur Entwicklung. A. Reaktivitdt der Hybridomiiberstidnde gegeniiber Etx und CPE.
B. Signalintensititen Etx-spezifischer Uberstidnde im Vergleich zur Positivkontrolle (Mausserum). Aufgetragen sind die
gemessenen Absorptionen. Grau markierte Bereiche/Punkte geben ausgeschlossene Klone an.
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Um die Hybridomiiberstinde mit den besten Bindungseigenschaften gegeniiber Etx zu identifizieren,
erfolgte die Bestimmung der Bindungskinetiken (Abbildung 40A) der im Uberstand dieser 24
ausgewdhlten Klone enthaltenen Antikoérper durch SPR-Messungen (Kapitel 2.7.3). Nahezu alle
untersuchten Antikorper erzielten Affinititen im subnanomolaren Bereich und wiesen somit exzellente
Bindungseigenschaften auf. Die selektierten Hybridome wurden in einem Epitopbinning untersucht
(Kapitel 2.7.4), mit dem Ziel, kombinierbare Antikérper mit unterschiedlicher Epitoperkennung zu
identifizieren (Abbildung 40 B). Insgesamt konnten sieben Antikoérper gegen sechs distinkte Epitope
identifiziert werden. Die finale Auswahl von sieben Klonen (Etx146, Etx212, Etx343, Etx444, Etx484,
Etx755 und Etx907) beruhte auf ihrem stabilen Wachstum und den festgestellten optimalen

Bindungseigenschaften der Antikorper in SPR-Messungen und ELISA.
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Abbildung 40: SPR-Screening Etx-spezifischer Antikérper.

A. SPR-Kinetik: Antikorper aus Hybridomiiberstinden wurden iiber anti-Maus-Antikérper (Mouse Capture Kit) auf
einem CM5-Chip immobilisiert. Es folgte die Injektion (120s; 30 pul/min) von Etx (1und 10 pg/ml) und eine
Pufferinjektion zur Einleitung der Dissoziation (300 s). Aufgetragen sind die aus den Kurvenverldaufen ermittelten
Bindungskonstanten (ka = Assoziationskonstante; ka = Dissoziationskonstante) bei Modellierung einer 1:1 Bindung.
B. SPR-Binning: Immobilisierung von Hybridomiiberstand 1 (US1) erfolgte wie in A. Nach anschliefRender Injektion von
Etx (2 ug/ml; 120 s; 30 ul/min) wurde Uberstand 2 (US2) injiziert. In (1) erkennen die Antikérper aus US1 und US2 das
gleiche Epitop, in (2) sind die Epitope distinkt. Rechts sind exemplarische Kurvenverlaufe der Messung fiir (1) und (2)
gezeigt.

3.4.4 Charakterisierung der generierten monoklonalen Antikoérper

In Analogie zu Kapitel 3.3.4 wurden die ausgewdhlten Hybridome zweimal subkloniert, anschliefdend
expandiert und durch Affinitdtschromatographie an einer Protein A-Sdule gereinigte monoklonale
Antikorper gewonnen (Kapitel 2.3.6, 2.3.8). Insgesamt standen damit nach Abschluss der beschriebenen
Fusion sieben Antikorper zum Nachweis von Etx zur Verfligung, deren umfangreiche Charakterisierung

folgte.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wiesen alle neu generierten Antikdrper eine spezifische Erkennung von
Etx im Western Blot auf (Kapitel 2.6.4) und zeigten keine Kreuzreaktivitdt gegeniiber CPE (siehe Anhang,
Abbildung 73). Neben der Spezifitit des Nachweises werden hohe Anforderungen an die
Nachweisempfindlichkeit von Etx-spezifischen Tests gestellt, da Etx in kleinsten Mengen toxisch wirkt.

Einen guten Anhaltspunkt, ob sich die monoklonalen Antikdrper in sensitive Sandwich-ELISA integrieren
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lassen, liefert die Affinitdt der Antikorper, die mit Hilfe von SPR-Messungen ermittelt wurden (fiir die
Bindungskurven siehe Anhang, Abbildung 74). Die final bestimmten kinetischen Parameter der gereinigten
monoklonalen Antikérper finden sich in Tabelle 44. Alle Antikorper wiesen dhnlich hohe Affinititen im
niedrigen nanomolaren Bereich auf. Die Spanne zwischen dem Antikérper mit der schlechtesten (Etx755

mit Kp = 6,8 nM) und dem mit der besten Affinitat (Etx905 mit Kp = 0,22 nM) war dabei sehr gering.

Um Aufschluss dariiber zu erhalten, ob diese hochaffinen monoklonalen Antikérper distinkte Epitope
erkennen und somit in Sandwich-ELISA-Kombinationen einsetzbar sind, wurde ein Epitopbinning
durchgefiihrt (Kapitel 2.7.4). Die Beurteilung der erhaltenen Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der gezeigten

Heatmap (Abbildung 41) und den gemessenen Kurvenverldufen (siehe Anhang, Abbildung 75).

.

—| | | | | Abbildung 41: Epitopbinning der gereinigten
1 monoklonalen Antiképer gegen Etx.
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:|_ Epitopbinnings ist in Kapitel 2.7.4 beschrieben.
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Dunkle Bereiche in Abbildung 41 kennzeichnen Kombinationen von Antikérpern mit dhnlicher bzw.
gleicher Epitoperkennung. Helle Felder symbolisieren dagegen distinkte Epitope. Daraus war abzuleiten,
dass Etx755 und Etx146 das gleiche Epitop 1 erkennen. Etx343 bindet an ein Epitop 2, das sich mit Epitop 1
teilweise tiberschneidet. Laut Heatmap miissten sich Etx905 und Etx444 in ihrer Bindung an Etx blockieren.
Die Beurteilung der Bindungskurven lief3 aber auf distinkte moglicherweise tiberlappende Epitope
schlief3en, sodass Etx905 Epitop 3 und Etx444 Epitop 4 zugeordnet wurde. Die gleiche Diskrepanz zwischen
Heatmap und Bindungskurven trifft auf die Antikdrper Etx212 und Etx484 zu. Sie erkennen die Epitope 5
(Etx212) bzw. 6 (Etx484). Die sechs ermittelten Epitope kénnen somit in drei Ubergruppen eingeteilt
werden, die deutlich abgrenzbare Epitopgruppen darstellen (1: Etx755, Etx146, Etx343; 2: Etx905, Etx444
und 3: Etx212, Etx484).

Tabelle 44 gibt eine Ubersicht zu den neu generierten Etx-spezifischen Antikérpern geordnet nach den

zuvor beschriebenen Epitopen.
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Tabelle 44: Eigenschaften der Etx-spezifischen monoklonalen Antikérper.

Epitop Name Spezifitit Isotyp ka (1/Ms) kd (1/5) Ko (M)
Etx755 Etx IgG1 3,1x105 2,1x1073 6,8x 1079
! Etx146 Etx IgG1 1,6 x 10° 59 x 1075 3,6 x 10710
2 Etx343 Etx IgG1l 2,2 x 105 2,4 x 1074 1,1x10°
3 Etx905 Etx IgG1 3,9 x 105 7,8x 1075 2,2 x 10710
4 Etx444 Etx IgG1 4,5 x 105 1,7 x 1074 3,8 x 10710
5 Etx212 Etx IgG1l 1,3 x10° 52x1075 4,0 x 10710
6 Etx484 Etx IgG1l 1,3 x 106 3,2x10™ 2,4 x10710

ka = Assoziationskonstante; ka = Dissoziationskonstante; Kp = Affinitatskonstante

3.4.5 Antikorper-basierter Nachweis von Etx im Sandwich-ELISA

Nachdem die Eignung der generierten monoklonalen Antikérper fiir einen spezifischen Etx-Nachweis durch
eine umfangreiche Charakterisierung untersucht worden war, wurden die Antikérper im Format eines
Sandwich-ELISA getestet (Kapitel 2.6.2). Fiir den Einsatz als Detektor wurden alle Antikorper mit Biotin
markiert (Kapitel 2.3.10). Nach Immobilisierung eines Fangerantikérpers und der Inkubation mit einer
Etx mit den

der Nachweis

45 gibt

seriellen  Antigenverdiinnungsreihe

Tabelle

war von biotinylierten

Detektionsantikérpern mdglich. eine Ubersicht zu den halbmaximalen

Effektorkonzentrationen (ECso) der einzelnen Antikérper-Kombinationen. Die ECso stellt dabei ein Maf3 fiir

die Sensitivitat des Etx-Nachweises dar.

Tabelle 45: Sensitivititen der Etx-spezifischen mAk im Sandwich-ELISA.

Detektor
Finger Etx755 Etx146 Etx343 Etx905 Etx444 Etx212 Etx484
Etx755 ++ ++ ++ ++
Etx146 ++ +++ +++ +++ +++
Etx343 ++ +++ +++ +++ ++
Etx905 ++ ++ ++ ++ +4++ ++
Etx444 ++ ++ +++ +4++ +++
Etx212 ++ ++ ++ +++ +++ ++
Etx484 ++ ++ ++ +++ +++ +++
Einstufung der Sensitivitit anhand der halbmaximalen Effektorkonzentration (ECso):
“~“=ECs0> 10 ng/ml; “+“=1,0 < EC50<10 ng/ml; “++“ = 0,1< EC50< 1,0 ng/ml; “+++“ = ECs0 < 0,1 ng/ml

Die im Epitopbinning vorgenommene Zuordnung der Antikérper zu distinkten Epitopen bzw.
Epitopgruppen bestatigte sich tiberwiegend im Sandwich-ELISA. Die Zugehorigkeit von Etx755 und Etx146
zu einem identischen Epitop 1 sowie dessen Uberschneidung mit Epitop 2 (Etx343) war auch im ELISA
ersichtlich. Anders als nach den Ergebnissen des Epitopbinnings zu erwarten war (Abbildung 41),
ermoglichten Etx146 und Etx343 kombiniert einen sensitiven Nachweis fiir Etx. Die angemerkte dhnliche
Epitoperkennung von Etx905 und Etx444 durch SPR-Messungen war im Einklang mit den verhéltnismafiig
geringen Sensitivitdten im Plattenformat. Nach den ELISA-Daten zu urteilen erkannten Etx212 und Etx484
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distinkte Epitope. Eine Uberschneidung der zugehoérigen Epitope 5 und 6 ist anhand der sehr niedrigen

halbmaximalen Effektorkonzentrationen nicht anzunehmen.

Insgesamt gelang mit dem vorhandenen Panel an Etx-spezifischen Antikdrpern ein sehr sensitiver
Nachweis, der fiir 16 Kombinationen unterhalb einer halbmaximalen Effektorkonzentration von 0,1 ng/ml
lag. Abbildung 42 zeigt den im Sandwich-ELISA ermittelten Kurvenverlauf der sensitivsten
Antikorperkombination bestehend aus Etx444 als Fanger und biotinyliertem Etx484 als Detektor. Die

Bestimmung der Nachweisgrenze erfolgte anhand der modellierten Messkurve.

4 : . . . . .
; ~ Etx444 vs. Etx484-Bio lsx::él:?clllfﬁilzs' Al_\‘aChwe‘S von Etx im

Nach der Immobilisierung von Etx444
31 : : (10 pg/ml) wurden unspezifische
: : Bindungen blockiert. Es folgte die
Inkubation mit einer seriellen
Verdiinnungsreihe (1:10) von Etx. Die
Detektion wurde mit biotinyliertem
Etx484 (1 pug/ml) vorgenommen. Durch

Zugabe von SA-Poly-HRP und TMB wurde
: : entwickelt. Aufgetragen sind Mittelwerte
; ; und Standardabweichungen aus fiinf

NN \/ '» ,\/ N ,» 0‘ 6 Wiederholungen (n=5). Gestrichelte

S 090 NS RN Linien geben die Nachweisgrenze (LOD)
SN und halbmaximale Effektorkonzentration
Antigen (ng/ml) an (ECso).

A (450 nm - 620 nm)
= N
\\

‘9
%,
2, %2

Das Detektionslimit der gezeigten Antikérperkombination lag mit 4 pg/ml dufderst niedrig, sodass mit

diesem Sandwich-ELISA kleinste Mengen des hochtoxischen Etx nachweisbar waren.

3.4.6 Nachweis von nativem Etx aus Bakterieniiberstinden

Fir die bisherigen Untersuchungen diente rekombinant hergestelltes Etx als Antigen. Die DNA zur
Klonierung des Toxins ging dabei auf den C. perfringens-Stamm 572c zuriick. Um sicherzustellen, dass der
etablierte Sandwich-ELISA aus Etx444 und biotinyliertem Etx484 den Nachweis des nativen Toxins
ermoglicht, wurden die in 3.3.6 beschriebenen Bakterieniiberstande der 65 C. perfringens-Stamme auf die
Anwesenheit von Etx hin untersucht (Tabelle 46). Das Vorliegen des Toxingens wurde mittels PCR

iiberpriift (externe Daten von der jeweiligen angegebenen Quelle).

Die im ELISA ermittelten Ergebnisse stimmten ausnahmslos mit den erhobenen PCR-Daten iiberein. Mit der
gewdhlten Antikérperkombination gelang der spezifische Nachweis des nativen Etx aus einer Bandbreite

von C. perfringens-Staimmen verschiedensten Ursprungs.
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Tabelle 46: Nachweis von Etx aus Bakterieniiberstinden verschiedener C. perfringens-Stamme.

. Konsens
Stammbezeichnung Quelle ELISA* PCR ELISA < PCR
61a MHH (Ursprung rek. CPE) - neg. v
572c MHH (Ursprung rek. Etx) +++ pos. v
11-13136 Ute Messelhdufder, BY +++ pos. v
21638/07-L574 Ute MesselhdufRer, BY +++ pos. v
HF 2109 Ute Messelhaufder, BY - neg. v
HF 2110-2 Ute Messelhaufder, BY - neg. v
11-44702 Ute Messelhdufder, BY +++ pos. v
10-70639 Ute Messelhdufder, BY +++ pos. v
3570/08 Ute Messelhaufder, BY - neg. v
S02253/1 Ute MesselhdufRer, BY +++ pos. v
11-30379-03 Ute Messelhdufder, BY +++ pos. v
KV3 29.05 Ute Messelhdufder, BY +++ pos. v
12-45390 Ute Messelhdufier, BY +++ pos. v
12-45681 Ute Messelhdufier, BY +++ pos. v
S0 21002 Ute Messelhdufier, BY +++ pos. v
11.-2294 Ute Messelhduf3er, BY - neg. v
BWA 204 Ute Messelhdufier, BY +++ pos. v
PP 42138-15 Ute Messelhduf3er, BY - neg. v
12-102988 Ute Messelhaufer, BY +++ pos. v
S0 221 Ute Messelhaufder, BY - neg. v
15-0273682 Ute Messelhaufer, BY +++ pos. v
11-4999/1 Ute Messelhdufier, BY +++ pos. v
11-18210 Ute Messelhaufier, BY +++ pos. v
S726 Ute Messelhaufer, BY +++ pos. v
E 728 Ute Messelhdufer, BY - neg. v
L 443/05 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
21439/07 - G 1144 Ute Messelhduf3er, BY - neg. v
6466/08 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
10-0058087-1 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
6682/1 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
10-0029262-001-01 L93 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
10-70711/4 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
11-162672 Ute Messelhaufier, BY +++ pos. v
12-45390 Ute Messelhaufier, BY +++ pos. v
12-105747 L362 Ute Messelhaufier, BY - neg. v
PV48.7. Ute Messelhaufier, BY - neg. v
A202 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
14-130465 Ute Messelhaufier, BY - neg. v
17-52183-001 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
17-52386-001 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
12-73336_G737/1 Ute Messelhiufier, BY - neg. v
E730 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
PS8150/07 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
9166/67-G407 Ute Messelhaufier, BY +++ pos. v
175-8/97 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
MB30 o.H. Ute Messelhdufier, BY - neg. v
111331 Ute Messelhiufier, BY - neg. v
E732 Ute Messelhaufier, BY - neg. v
12-134928_L457 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
PS10950/07 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
F436 Ute Messelhdufier, BY - neg. v
19-041-01 Dagmar Rimek, TH +++ pos. v
19-042-01 Dagmar Rimek, TH +++ pos. v

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle 46

. Konsens
Stammbezeichnung Quelle ELISA* PCR ELISA < PCR
19-043-01 Dagmar Rimek, TH +++ pos. v
NCTC 8239-01 PHE Culture Collections, UK - neg. v
NCTC 8798-01 PHE Culture Collections, UK - neg. v
NCTC8346 PHE Culture Collections, UK +++ pos. v
NCTC13110 PHE Culture Collections, UK +++ pos. v
NCTC3110 PHE Culture Collections, UK +++ pos. v
NCTC6121 PHE Culture Collections, UK +++ pos. v
NCTC8084 PHE Culture Collections, UK - neg. v
NCTC8238 PHE Culture Collections, UK - neg. v
NCTC8504 PHE Culture Collections, UK +++ pos. v
NCTC8533 PHE Culture Collections, UK +++ pos. v
NCTC9851 PHE Culture Collections, UK - neg. v

BY = Bayern; mAk = monoklonaler Antikrper; neg. = negativ; pos. = positiv; rek. = rekombinant; TH = Thiiringen

*unter Verwendung von Etx444 als Fanger, Detektion mit Etx484-Bio, Beurteilung anhand der Absorptionswerte (A):
o =A<02;,+=02<A<1,0; ++=1,0<A<2,0; ,+++“=A>2,0

3.4.7 Vor-0Ort-Nachweis von Etx

Die vorhergehenden Untersuchungen zeigten, dass mit den monoklonalen Antikérpern Etx444 und
Etx484-Bio ein sensitiver Sandwich-ELISA aufgebaut werden konnte. Ziel der Arbeit war es, den im
Plattenformat etablierten Nachweis fiir eine schnelle Vor-Ort-Detektion in die pBDi-Plattform zu
iibertragen. Die Immobilisierung auf den Goldelektroden der Biochips kann bei einigen Fangerantikérpern
zu einem Sensitivitiatsverlust fithren. Daher wurde sowohl Etx444 als auch Etx484 auf die Biochips
gespottet und die Detektion mittels Etx484-Bio bzw. Etx444-Bio im pBDi durchgefiihrt (Abbildung 43, fiir
das Biochip-Layout siehe Anhang, Abbildung 76).

; ; Abbildung 43: Nachweis von Etx im pBDi.
200 SeCEAREND)| (SRRl Etx444 bzw. Etx484 (je 500 pg/ml) wurden auf
0 ng/ml Biochips immobilisiert (Chiplayout siehe Anhang,
1 ng/ml Abbildung 76). Die Messung der Biochips im pBDi
10 ng/ml erfolgte durch Inkubation mit rek. Etx (1 ng/ml
bis 100 ng/ml) in Assaypuffer und anschlief}ender
100 ng/ml petektion mit Etx484-Bio bzw. Etx444-Bio
(10 pg/ml). Es wurde mit SA-B-Galaktosidase und
4-Aminophenyl-B-D-Galaktopyranosid entwickelt
und das elektrochemische Signal ausgelesen. Pro
Konzentration wurde ein Biochip gemessen,
aufgetragen sind Mittelwerte mit
[ Etxaas | Etxass | Standardabweichungen der gemessenen
Doppelspots.
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Unabhéngig von der Orientierung der Antikdrperkombination war ein sensitiver Nachweis im pBDi mit
Nachweisgrenzen von etwa 1ng/ml Etx realisierbar (Tabelle 47). Die Messung niedriger
Etx-Konzentrationen fiihrte bei Immobilisierung von Etx484 und Detektion mit Etx444-Bio zu héheren
Signalintensitidten. Trotz gleicher rechnerischer Nachweisgrenzen sollte der Assay deshalb in der

aufgefithrten Orientierung eingesetzt werden. Verglichen mit dem auferst sensitiven Nachweis im

99



Ergebnisse

Plattenformat ergab die Vor-Ort-Detektion einen Sensitivitatsverlust um etwa Faktor 25. Der Etx-Nachweis
wurde erfolgreich in ein Nachweissystem transferiert, mit dem innerhalb kiirzester Zeit Etx-haltige Proben

analysiert werden kénnen.

Tabelle 47: Nachweisgrenzen fiir die Detektion von Etx im pBDi.

Antigen Fanger Detektor LOD (ng/ml) Schw?h}e)nwert
()
Etx444 Etx484-Bio 1 0,4
Etx
Etx484 Etx444-Bio 1 0,6

LOD = Detektionslimit

Zusammenfassend gelang es fiir alle adressierten Toxine hochsensitive Sandwich-ELISA auf der Basis von
toxinspezifischen monoklonalen Antikérpern zu etablieren. Diese Antikérper-basierten Nachweise liefden
sich ausnahmslos in die Detektionsplattform pBDi implementieren. Die Funktionalisierung der
Rezeptorbindung gelang fiir CPE mit Hilfe seines Rezeptors Claudin-4 sowohl in Platten-basierten ELISA als
auch im pBDi. Asialofetuin als hochaffiner Rezeptor von Rizin und Abrin eignete sich prinzipiell fiir einen
Nachweis der Toxine im ELLA und im pBDi, wobei ein sensitiverer Nachweis von Abrin mit monoklonalen
Antikérpern zu realisieren war. Auch wenn eine Ubertragung des Shigatoxin-Nachweises mit
Gb3/GalCer-Nanodisks als Fanger im pBDi nicht umsetzbar war, konnte dieser endogene Rezeptor
erfolgreich fiir einen breitbandigen Nachweis der Shigatoxine in Form eines stationdren ELISA

funktionalisiert werden.
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4 Diskussion

Szenarien wie die geplante Ausbringung von Rizin im Sommer 2018 in Kdln machten deutlich, dass die
Vorbereitung auf zukiinftige bioterroristische Gefahrenlagen von hoher Bedeutung ist. Im Fokus von
Ausbringungsversuchen stehen nach Erkenntnissen aus offenen Quellen die leicht zuginglichen
Pflanzentoxine Rizin und Abrin. Orale Intoxikationen mit diesen biologischen Toxinen verursachen eine
unspezifische Symptomatik in Form blutiger Diarrhéen. Differentialdiagnostisch relevant sind aufgrund
einer dhnlichen klinischen Manifestation eine Reihe von behandlungsbediirftigen, gastrointestinalen
Infektionen mit bakteriellen Erregern und den von ihnen produzierten Proteotoxinen. Dazu gehodren
enterohdmorrhagische E. coli und C. perfringens, die Shigatoxine (Stx1 und Stx2) respektive CPE und Etx
bilden. Die genannten Bakterien bzw. die zugehorigen Toxine sind sowohl innerhalb natiirlicher
Krankheitsausbriiche (z.B. EHEC, 2011 [219]) als auch unter bioterroristischen Aspekten von Relevanz
(Stx1 und Stx2, Etx [220]). Die Abgrenzung von intentionalen und natiirlichen Krankheitsgeschehen
erfordert das schnelle Erkennen einer bioterroristischen Lage, moglichst bereits durch Einsatzkrafte vor
Ort. Bisher fehlten entsprechende Vor-Ort-Detektionssysteme, mit denen ein zuverlassiger Nachweis der
genannten Toxine mit geringem zeitlichem und apparativem Aufwand realisierbar ist. Die vorliegende
Arbeit hatte zum Ziel, einerseits Reagenzien und innovative Nachweissysteme fiir den stationdren

Labornachweis und andererseits fiir die Vor-Ort-Detektion zu etablieren.

Der Nachweis von biologischen Toxinen ist vor allem aufgrund ihrer hohen Toxizitat und des Auftretens
strukturell heterogener Subtypen bzw. Isoformen herausfordernd. Zu diesem Zweck wurde im Rahmen
dieser Arbeit vergleichend zu dem Nachweis mit klassischen, Antikérper-basierten ELISA die breitbandige
Detektion auf der Basis von endogenen Rezeptoren als alternative Fangerstrukturen anstelle von
Fangerantikorpern erprobt. Wesentlicher Teil der Untersuchung war der Nachweis, dass die etablierten

Detektionssysteme alle nativen Toxinvarianten erfassen konnen.

Fir die Shigatoxine und CPE gelang die Etablierung von &auflerst sensitiven Antikérper- und
Rezeptor-basierten Nachweisverfahren mit Detektionslimits im pg/ml-Bereich. Aufgrund fehlender bzw.
niedrigaffiner Rezeptorinteraktion wurde fiir die Detektion von Etx, Rizin und Abrin auf den
hochspezifischen Nachweis mit monoklonalen Antikérpern zuriickgegriffen. Alle Toxineinzelnachweise
wurden in die Vor-Ort-Detektionsplattform pBDi implementiert, sodass mit Abschluss dieser Arbeit
erstmals eine Differentialdiagnostik zu Rizinintoxikationen in Form einer leicht durchfiihrbaren

Schnelldetektion bereitsteht.
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4.1 Evaluation von mAKk und endogenen Rezeptoren fiir den Nachweis

von Proteotoxinen

Fir das vorliegende Forschungsanliegen verglichen wir den Einsatz von monoklonalen Antikérpern und
endogenen Rezeptoren als Nachweisreagenzien ausgewahlter biologischer Toxine in stationdren ELISA und
der Detektionsplattform pBDi. Ziel war es, die in der wissenschaftlichen Literatur beschriebenen
endogenen Rezeptoren als Fangerstrukturen fiir ELISA-basierte Nachweisverfahren zu funktionalisieren
und zu bewerten, wie praktikabel die Etablierung Rezeptor-basierter gegeniiber konventionellen

Antikorper-basierten Systemen ist.

Zum Aufbau dieser Detektionssysteme mussten zunidchst geeignete monoklonale Antikérper und
ausreichend affine endogene Rezeptoren identifiziert werden. Toxinspezifische monoklonale Antikdrper
lagen teilweise vor (eigene Arbeitsgruppe: Rizin [98], Abrin [115], kommerziell/Kooperationspartner:
Shigatoxine [189-194]) oder mussten im Rahmen dieser Arbeit neu generiert und charakterisiert werden
(CPE, Etx). Die Proteorezeptoren Claudin-4 und MAL stellten uns Kooperationspartner von der
Medizinischen Hochschule Hannover (Andreas Rummel) bereit, die Expertise in der Expression von
rekombinanten Proteinen besitzen. Das Glykoprotein Asialofetuin und die Glykosphingolipide Gb3, Gb4 und
Asialo-GM1 waren kommerziell erhaltlich. Die Beurteilung der Bindungseigenschaften dieser endogenen
Rezeptoren erfolgte mit SPR-basierten Verfahren, teilweise unter Verwendung der Nanodisk-Technologie

[180].

4.1.1 Der Herstellungsprozess von mAKs fithrt zu mafdgeschneiderten

Nachweisreagenzien

Fiir die Herstellung von monoklonalen Antikdrpern stellt die Hybridomtechnologie eine etablierte Methode
dar [131]. Generell ist die Generierung von monoklonalen Antikérpern ein zeitlich als auch apparativ
aufwandiger Prozess, dessen Durchfithrung von den ersten Immunisierungen bis zum fertigen gereinigten
Antikorper mehrere Monate in Anspruch nimmt. Da fiir die C. perfringens-Toxine CPE und Etx keine
monoklonalen und nur wenige polyklonale Antikdrper von ungentigender Qualitat kommerziell verfiigbar
waren, wurden im Rahmen dieser Arbeit monoklonale Antikérper gegen beide Toxine generiert. Die
durchgefithrten Hybridomfusionen verdeutlichten, dass die erfolgreiche und effiziente Generierung
geeigneter, monoklonaler Antikdrper mafigeblich von den verwendeten Immunisierungs-und

Screenigstrategien abhingen.

Die Immunisierungen wurden nach zwei Strategien durchgefiihrt. Zum einen dienten die isolierten
Doménen von CPE als Immunogene (3.3.3.1), zum anderen kamen sowohl rekombinante CPE- als auch
Etx-Varianten mit Punktmutationen (CPE D48A; PEtx Y84A) zum Einsatz (3.3.3.2, 3.4.3). Obwohl die
Immunisierung mit der Rezeptorbindungsdomane und der zytotoxischen Doméane von CPE zu spezifischen,

hohen Titern fiihrte (Abbildung 59), waren die sich anschliefRenden Hybridomfusionen von méafiigem
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Erfolg. Grund dafiir waren die geringe Immunogenitit der Rezeptorbindungsdomane (Identifizierung von
zwei distinkten Epitopen, Abbildung 30) bzw. die hohe Reaktivitit gegentiber den verhaltnismafdig grofden
Affinitatstags der zytotoxischen Domane (GST: 26 kDa, mCherry: 29 kDa; gegeniiber 18 kDa fiir die
Toxindoméne). Dariiber hinaus gingen aus der Immunisierung mit der Rezeptorbindungsdomaine
monoklonale Antikoérper hervor, die ein in der Doméne existierendes Epitop erkannten, welches im
Gesamttoxin nicht vorlag (Antikdrper gegen Epitop 2, Abbildung 30). Deutlich zielfithrender waren die
Hybridomfusionen, denen eine Immunisierung mit atoxischen rekombinanten Gesamttoxinvarianten
zugrunde lag (Kapitel 3.3.3.2, 3.4.3). Diese Immunisierungsstrategie erwies sich schon in vorhergehenden
Projekten als erfolgreich [115]. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Hybridomfusionen
brachten insgesamt ein Panel an acht CPE-spezifischen monoklonalen Antikdrpern mit fiinf distinkten
Epitopen (Tabelle 37) und sieben Etx-spezifischen monoklonalen Antikdrper mit sechs distinkten Epitopen
hervor (Tabelle 44). Es gelang, monoklonale Antikérper mit hohen Affinitidten im niedrigen nanomolaren
Bereich herzustellen, die sich fiir die Etablierung von Sandwich-Kombinationen eigneten (Tabelle 38 fiir
CPE, Tabelle 45 fiir Etx). Zusatzlich identifizierten wir CPE-spezifische Antikoérper, die als Detektoren in
Kombination mit dem endogenen Rezeptor Claudin-4 kombinierbar waren (fiir ECso-Werte im ELISA,

Tabelle 38).

Die erfolgreiche und hocheffiziente Selektion von Antikérpern beruhte auf der Kombination von
ELISA- und SPR-basierten Screeningverfahren (Abbildung 31 und Abbildung 32 fiir CPE, Abbildung 39 und
Abbildung 40 fiir Etx). Dies lasst sich gut am Beispiel der Screeningstrategien zur Auswahl CPE-spezifischer
Antikorper veranschaulichen. Klassischerweise erfolgen Screenings auf der Basis von indirekten ELISA, da
die Durchfiihrung einen hohen Durchsatz an Hybridomen gewahrleistet. Zusatzlich zu einem indirekten
ELISA mit immobilisiertem CPE und CPE-Domanen fiihrten wir einen Rezeptor-basierten Assay durch, bei
dem der endogene Rezeptor Claudin-4 als Fangerreagenz das Toxin CPE aus Losung immobilisierte
(Abbildung 31). So wurden gleichzeitig Antikérper selektiert, die generell im Format des Sandwich-ELISA
und als Detektor in Kombination mit Claudin-4 als Fangerreagenz einsetzbar waren. Das nachfolgende
SPR-Screening (Abbildung 32) identifizierte CPE-spezifische Antikorper von hochster Affinitat
(Kinetik-Assay, Abbildung 32 A) und distinkter Epitoperkennung (Epitopbinning, Abbildung 32 B). Somit
trugen die SPR-basierten Methoden entscheidend dazu bei, gezielt Antikérper fiir die spateren
Applikationen (Detektionsantikérper fiir Claudin-4 als Fanger, Sandwich-ELISA mit zwei monoklonalen
Antikérpern) zu selektieren. Das Screening gewann so gegeniiber rein ELISA-basierten Strategien an
Effizienz. Wnek et al. gaben in einer Arbeit aus den 1980er Jahren beispielsweise an, dass acht
Hybridomfusionen noétig waren, um mit Hilfe eines indirekten ELISAs sieben CPE-spezifische monoklonale
Antikoérper mit vier distinkten Epitopen zu identifizieren [221]. Wir konnten hingegen mit der
Durchfiihrung einer einzigen Hybridomfusion dhnliche Ergebnisse hinsichtlich der Anzahl an Antikérpern
und ihrer Epitoperkennung erzielen. Der Screeningprozess kénnte noch weiter optimiert werden, indem
moglichst frith fiir den Hochdurchsatz geeignete Epitopbinnings herangezogen werden. Entsprechende
SPR-Plattformen mit bis zu 384 simultan durchfiithrbaren Interaktionsanalysen sind mittlerweile etabliert
[222]. Dieser Ansatz erhoht die Wahrscheinlichkeit, Antikorper zu generieren, die eine hohe Anzahl an

distinkten Epitopen auf dem Antigen abdecken. Anwendung finden solche Hochdurchsatzbinnings z. B. bei
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der Entwicklung therapeutischer Antikorper gegen klinisch relevante Epitope mit geringer Abundanz unter

den isolierten Klonen [223].

Generell sind die Herstellung und das Screening nach geeigneten monoklonalen Antikérpern mit hohem
Aufwand verbunden. Bei selbst generierten monoklonalen Antikdrpern ist aber langfristig ein Zugang zu
diesen Nachweisreagenzien gesichert. Aus dem Panel an neu generierten und extern bezogenen
monoklonalen Antikérpern konnten fiir alle adressierten Toxine Sandwich-ELISA etabliert
(Detektionslimits siehe Tabelle 23 fiir Rizin und Abrin, Tabelle 31 fiir die Shigatoxine, Tabelle 39 fiir CPE,
Tabelle 45 fiir Etx) und erfolgreiche Nachweise in die Detektionsplattform pBDi ilibertragen werden
(Sensitivitaten im pBDi siehe Tabelle 24 fiir Rizin und Abrin, Tabelle 34 fiir die Shigatoxine, Tabelle 41 fiir
CPE, Tabelle 47 fiir Etx). Insgesamt lassen sich mit gut charakterisierten monoklonalen Antikérpern

zielgerichtet sensitive und spezifische immunologische Assays aufbauen.

4.1.2 Die Verwendung endogener Rezeptoren erfordert ein individuelles Maf3 an

Anpassung

Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit verdeutlichen, dass die Herstellung von monoklonalen
Antikorpern ein langwieriger Prozess ist, dessen Erfolg mafdgeblich von den gewahlten Screeningstrategien
abhingt. Fir die Integration von endogenen Rezeptoren in ELISA-basierte Detektionsverfahren sind
ebenfalls eine Reihe von kritischen Parametern fiir die Entwicklung solcher Systeme in Betracht zu ziehen.
Generell ist es erforderlich, dass vielversprechende endogene Rezeptoren des nachzuweisenden Toxins
bekannt sind. Nur auf der Basis dieser Daten kann ein Rezeptor-basierter Nachweis in Erwdgung gezogen
werden. Zusatzlich erfordert der Einsatz als Fangerstruktur, dass die Rezeptoren in stabiler Form
dargestellt und in geeigneter Weise immobilisiert werden konnen. In dieser Arbeit zeichnete sich fiir die
verschiedenen endogenen Rezeptorstrukturen ein heterogenes Bild hinsichtlich der Verwendung fiir den

Nachweis von biologischen Toxinen ab.

Die erfolgreiche Funktionalisierung der Rezeptorbindung der biologischen Toxine war entscheidend von
der Qualitat der publizierten Literaturdaten abhangig. Das Potenzial eines endogenen Rezeptors, als Fanger
in Nachweissystemen fungieren zu konnen, lasst sich am besten anhand seiner Affinitat zum biologischen
Toxin bewerten. Dementsprechend waren vor allem solche Daten interessant, die einer Ermittlung der
kinetischen Bindungsdaten zum Ziel hatten. Sehr detaillierte Daten (inklusive einer
Rontgenstrukturanalyse) lagen in dieser Hinsicht zu der Interaktion von CPE mit seinem endogenen
Rezeptor Claudin-4 vor [141, 161, 224]. In unseren SPR-Interaktionsanalysen mit immobilisiertem
Claudin-4 und in Losung befindlichem CPE konnten wir eine hervorragende Affinitit von 0,2 nM feststellen
(Abbildung 27 fiir die Bindungskurven, Tabelle 36 fiir die kinetischen Parameter). Takahashi et al.
ermittelten fiir die Interaktion von rekombinantem, kovalent an einen SPR Sensorchip gekoppelten
Claudin-4 und einem CPE-Fragment eine Affinitidt von etwa 0,5 nM [225], was mit unseren Messungen
iibereinstimmt. Eine dhnliche Affinitit fanden auch Shinoda et al. [226]. Interessanterweise war diese
hochaffine Bindung von Claudin-4 als Membranprotein mit vier Transmembranspannen sowohl in unseren

Untersuchungen, als auch der erwdhnten Autoren ohne die Prasentation in einer addquaten
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Membranumgebung méglich. Die blofse Immobilisierung auf Mikrotiterplatten bzw. Goldoberflachen des
pBDis war in unseren Untersuchungen zielfiihrend, um CPE mit Hilfe seines endogenen Rezeptors

nachzuweisen (Nachweise mit Claudin-4 als Fanger: Abbildung 34 fiir ELISA, Abbildung 36 fiir pBDi).

Gleichfalls in guter Ubereinstimmung mit publizierten Daten war die Bindung der beiden Pflanzentoxine
Rizin und Abrin an die terminalen Galaktosereste des hochglykosylierten Proteins Asialofetuin.
Affinititsmessungen lagen bisher nur fiir Rizin vor, aus denen eine hochaffine Interaktion des
Pflanzentoxins zu Asialofetuin hervorging [135]. Wir bestatigten mit unseren SPR-Messungen die ermittelte
Affinitat von 10-8 M und konnten zusitzlich eine ebenso hohe Affinitit fiir die Interaktion zwischen Abrin
und Asialofetuin nachweisen (Abbildung 13 fiir Bindungskurven, Tabelle 21 fiir kinetische Parameter). Das
Bindungsverhalten von Rizin und Abrin gegeniiber dem Glykoprotein Asialofetuin entsprach unseren
Erwartungen. Diese Annahmen beruhten auf den publizierten Strukturanalysen von Rizin und Abrin, die
eine hohe Sequenzhomologie in den B-Ketten der Lektine und eine nahezu identische Proteinfaltung
belegten [144, 145, 210]. Prinzipiell eignete sich Asialofetuin in unseren Untersuchungen fiir den Einsatz
als gemeinsamer Fanger von Rizin und Abrin (Nachweis im ELLA: Abbildung 14, Nachweis im pBDi:
Abbildung 17). Fir Abrin war der Rezeptor-basierte Nachweis nur im Plattenformat moéglich (Abbildung
14). Rizin konnte sowohl im ELLA als auch in der Vor-Ort-Detektionsplattform pBDi mit Hilfe von

Asialofetuin nachgewiesen werden (Abbildung 17).

Claudin-4 und Asialofetuin waren in der vorliegenden Arbeit die einzigen endogenen Rezeptoren, die
intrinsisch ohne zusatzliche Anpassung z.B. durch Einbindung in eine Membranumgebung hohe Affinitaten
gegeniiber den entsprechenden Toxinen aufwiesen. Sie verhielten sich hinsichtlich ihrer Affinitdt und ihrer
Funktionalisierung fiir immunologische Assays wie monoklonale Antikdrper. Demgegeniiber lagen mit den
Glykosphingolipiden und dem Proteolipid MAL endogene Rezeptoren vor, deren Einsatz als Fanger in

Detektionssysteme nicht ohne weiteres moglich war.

So mussten die Glykosphingolipide in Nanodisks integriert werden, um spater als immobilisierter Fanger
auf Goldelektroden in der Detektionsplattform pBDi zu fungieren. Dies ergab sich daraus, dass die
untersuchten Glykosphingolipide nicht als thiolhaltige Varianten verfiigbar waren und somit eine
Immobilisierung nur in Form von GSL-haltigen Nanodisks liber das cysteinhaltige Giirtelprotein MSP zu
realisieren war. Im Fall des Globosids Gb3 erméglichte die Prasentation in Nanodisks zusammen mit dem
Phospholipid POPC und Galaktosylceramid (GalCer) eine hochaffine Bindung (Kp = 0,1-0,4 nM) an Stxla
und Stx2a (Abbildung 19 fir SPR-Bindungskurven, Tabelle 26 fiir kinetische Parameter). Die
Gb3/GalCer-Nanodisks interagierten erheblich stirker mit Stxla und Stx2a als Nanodisks, die nur Gb3
enthielten (ECso-Werte im ELISA, Tabelle 25). Unsere diesbeziiglichen Erkenntnisse sind in guter
Ubereinstimmung mit ELISA-basierten Versuchen, in denen immobilisierte Mischungen von Gb3 und
Galaktosylceramid deutlich hohere Sensitivitaten fiir die Bindung der Shigatoxine lieferten als Gb3 ohne
Zusatze [139, 140]. In der Literatur wird angenommen, dass andere Glykosphingolipide wie
Galaktosylceramid durch laterale Interaktionen innerhalb der Lipiddoppelschicht dazu beitragen, dass das

Pk-Antigen von Gb3 (Aufbau siehe Abbildung 5) optimal fiir eine multivalente Rezeptorbindung an die
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Shigatoxine bereitsteht [156, 227]. Die hochaffine Bindung der Shigatoxine an die Gb3/GalCer-Nanodisks
konnte zwar nicht fiir den Nachweis im pBDi funktionalisiert werden (Abbildung 25), aber steht nun in
Form eines Rezeptor-basierten ELISA bereit (Abbildung 21 fiir Messkurven, Tabelle 31 fiir Detektionslimits
im ELISA).

Fiir das Glykosphingolipid Asialo-GM1 als weiterer untersuchter Rezeptor fiir Rizin und Abrin war dagegen
die Funktionalisierung in Form von Nanodisks nicht erfolgreich. Wir konnten keine Interaktion zwischen
Rizin und Asialo-GM1 und eine fragliche Bindung von Abrin an Asialo-GM1-Nanodisks durch
SPR-Messungen feststellen (Abbildung 13). Unsere Ergebnisse weisen damit eine Diskrepanz zu
publizierten Daten auf, in denen durch SPR-basierte Messungen eine Affinitdt von 10-7 M fiir die Interaktion
der B-Kette Rizins (RTB) an Asialo-GM1 in Liposomen ermittelt wurde [133]. Da die bivalente Bindung von
Rizin und Abrin aufgrund der 70 A voneinander entfernten Kohlenhydratbindungstaschen sterisch
anspruchsvoll ist [228], liegen die Griinde fiir diese gegensatzlichen Beobachtungen moglicherweise in der
andersartigen Immobilisierung und Prasentation von Asialo-GM1 (Immobilisierung von Nanodisks tiber
His Capture: diese Arbeit; Immobilisierung von Liposomen auf L1-Sensorchip: Gustafson et al. [133]). Die
Immobilisierung von Asialo-GM1-haltigen Liposomen auf einem L1-Sensorchip fiihrt zur Ausbildung einer
Lipidmonoschicht auf der Sensoroberflache. In dieser Lipidmonoschicht liegt Asialo-GM1 iiber die gesamte
Oberflache verteilt vor und ist daher gut zuganglich fiir eine bivalente Interaktion. Wir vermuten, dass die
Asialo-GM1-Molekiile in unseren Messungen hingegen durch den limitierten Umfang der Nanodisks
(13 nm) in einer Anordnung prasentiert waren, die keine bivalente, sondern lediglich eine monovalente
Bindung von Rizin und Abrin erméglichten. Diese Annahme stiitzt sich darauf, dass die von uns ermittelten
Affinitaten (Ko = 20 pM fiir Rizin, Tabelle 21) in einem dhnlichen GréfRenbereich liegen wie die publizierte
mikromolare Affinitat fiir die monovalente Interaktion von Rizin mit Laktose [229]. Unabhingig davon ist
eine Affinitdt im Bereich von 107 M [133] nicht ausreichend, um hochsensitive Nachweisverfahren zu

etablieren.

Waihrend die Rezeptorbindung des Transmembranproteins Claudin-4 selbst ohne Anwendung der
Nanodisk-Technologie realisiert werden konnte, war trotz umfangreicher Testungen keine Bindung von Etx
an den postulierten Rezeptor MAL nachweisbar (siehe Kapitel 3.4.1). Dies ist insofern in Ubereinstimmung
mit bisher publizierten Literaturangaben, dass trotz zahlreicher Korrelationen zwischen der
Rezeptorbindung von Etx und der Anwesenheit von MAL keine direkte Interaktion zwischen MAL und Etx
nachgewiesen werden konnte [42]. Das Ausbleiben der von uns untersuchten Bindung von murinem MAL
an Etx kann vielféltige Griinde haben. Denkbar ist, dass wir mit unseren Versuchsparametern keine fiir die
Interaktion praferentielle Membranumgebung fiir MAL herstellen konnten (Tabelle 43 fiir getestete
Lipidzusammensetzungen der Nanodisks, Abbildung 68 fiir Chromatogramme der Gelfiltrationen). Dariiber
hinaus koénnte das verwendete rekombinante MAL generell eine gegeniiber dem nativen
Transmembranprotein artifizielle Proteinfaltung einnehmen, da es mehrere Proteintags besaf (Tabelle 42).
Weiterfiihrende Versuche mit sogenannten SMA lipid particles (SMALPs) konnten hier aufschlussreich sein.
Mit Hilfe dieser, durch ein Styren-Maleinsdure-Copolymer (SMA) gestiitzten Lipidpartikel ist die Isolierung

von MAL zusammen mit seiner nativen Lipidumgebung direkt aus der Zellmembran von natiirlicherweise
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Etx-sensitiven Zellen oder MAL-transfizierten Zellen méglich. Hier wiirden auch eventuelle Korezeptoren
zusammen mit MAL isoliert werden, deren Abwesenheit bei den bisherigen Versuchen fiir die fehlende
Interaktion zwischen MAL und Etx verantwortlich sein kénnte. Erste Versuche zur Isolierung des nativen
MAL aus MDCK-Zellen waren bisher nicht erfolgreich (Abbildung 71 fiir Bindungsdaten im ELISA).
Zielfiihrender ist vermutlich die Herstellung von SMALPs auf der Basis von MAL-transfizierten Zellen, bei
denen iiber die angefiigten Affinititstags eine Affinitatsreinigung von MAL-haltigen SMALPs mdglich ware.
Am Beispiel von MAL wird deutlich, dass endogene Rezeptoren nur fiir den Einsatz in Nachweissystemen
funktionalisiert werden kénnen, wenn sich aus zuvor publizierten Daten eine gut charakterisierte Bindung
zum biologischen Toxin ableiten l4sst. Dariiber hinaus bestatigen Untersuchungen zu anderen biologischen
Toxinen, dass eine Rezeptorbindung an Transmembranproteine oft von sehr komplexer Natur ist. So
zeigten Mahrhold et al. und Yao et al., dass die hochaffine Bindung von Botulinum-Neurotoxin A (BoNT/A)
an die N-Glykosylierung seines Rezeptors SV2C und somit an die Herstellung in einem eukaryotischen
Expressionssystem gekoppelt ist [230, 231]. Stern et al. wiesen fiir die Rezeptorbindung verschiedener
Botulinum-Neurotoxine nach, dass neben dem eigentlichen Proteorezeptor und einem
Gangliosid-Korezeptor zusatzlich exponierte Lipidschleifen des Antigens modellierend auf die Affinitat der

Interaktion wirken [232].

Insgesamt schliefden wir aus unseren Ergebnissen, dass die Verwendung der untersuchten endogenen

Rezeptoren in Nachweissystemen in unterschiedlichem Maf? realisierbar war (Tabelle 48).

Tabelle 48: Ergebnisse zu den untersuchten endogenen Rezeptoren fiir Proteotoxine.

Rezeptor Claudin-4 ASF Gb3/GalCer | Asialo-GM1 MAL
Antigen/e CPE Rizin & Abrin Stx1 & Stx2 Rizin & Abrin Etx
Klassifizierung des TM-Protein Glykoprotein GSL GSL TM-Protein

Rezeptors
Umfang i rin keine direkte
Literaturdaten Senr g’ genng 1A
Funktionalisierung o Insertion
X X
der Bindung ohne Anpassung moglich in NDs
Assayformate ELISA und pBDi ELISA X X

ASF = Asialofetuin; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay; GalCer = Galaktosylceramid;
GSL = Glykosphingolipid; IA = Interaktion; MAL = Myelin and Lymphocyte Protein;
pBDi = portable BioDetector integrated; NDs = Nanodisks; TM-Protein = Transmembranprotein

In der Literatur gut charakterisierte Rezeptorbindungen (CPE an Claudin-4, Rizin an Asialofetuin,
Shigatoxine an Gb3) waren besser zu funktionalisieren als solche, zu denen kaum Daten verfiigbar waren
(Rizin an Asialo-GM1, Etx an MAL). Bei einer unzureichenden Datenlage fehlen Anhaltspunkte, welche
Versuchsparameter kritisch fiir den Nachweis der Interaktion sind. Zusatzlich kénnen Informationen zu
dem Einfluss der Membranumgebung auf die Rezeptorbindung entscheidend fiir die erfolgreiche

Funktionalisierung sein (z.B. Zusatz von GalCer zu Gb3, Tabelle 25). Insbesondere fiir
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Transmembranproteine ist in dieser Hinsicht mit einem erhdhten Maf3 an erforderlichen Anpassungen zu
rechnen, da sie in der Regel aufRerhalb einer Lipidumgebung aufgrund der hohen Neigung zur Aggregation
instabil sind (siehe MAL, 3.4.1). Entgegen unseren initialen Erwartungen war die Funktionalisierung von
Claudin-4, einem 4-Transmembranprotein, dennoch problemlos in Abwesenheit einer Lipiddoppelschicht
moglich. Allgemeingiiltige Aussagen zum Potenzial Transmembranproteine fiir den Einsatz in
Rezeptor-basierten Nachweisverfahren zu funktionalisieren, lassen sich auf Basis der hier erzielten

Erkenntnisse nicht ableiten.

4.2 Hochaffine endogene Rezeptoren erméglichen hochsensitive

Nachweise

Nachdem geeignete endogene Rezeptoren und monoklonale Antikorper identifiziert worden waren,
etablierten wir ELISA-basierte Nachweissysteme und verglichen sie hinsichtlich ihrer Sensitivitat
untereinander. Eine ausreichende Sensitivitat ist insofern kritisch, dass falsch negative Ergebnisse von
niedrig konzentrierten Verdachtsproben vermieden werden miissen. In realen Proben liegen teilweise
geringste Mengen der biologischen Toxine vor. So wurden im Rahmen von Ausbruchgeschehen
CPE-Konzentrationen von wenigen ng/ml im Stuhl erkrankter Patienten nachgewiesen [233]. Einen
dhnlichen Konzentrationsbereich ermittelten Yamasaki el al. fiir Shigatoxin-haltige Stuhlproben aus einem
EHEC-Ausbruch [234]. Die Sensitivitat eines Detektionssystems hangt mafdgeblich von den Affinitaten der
verwendeten Nachweisreagenzien zum Antigen ab. Die untersuchten monoklonalen Antikérper wiesen
ausschliefdlich hohe Affinitidten zwischen 0,04 und 6,8 nM zu ihrem spezifischen Antigen auf (Affinititen der
monoklonalen Antikérper siehe Tabelle 22 fiir Rizin und Abrin, Tabelle 28 fiir Stx1 und Stx2, Tabelle 37 fiir
CPE, Tabelle 44 fiir Etx). Diese hohen Affinitaten (Ko~ 10-1© M, [235, 236]) sind haufig fiir monoklonale
Antikoérper zu beobachten, die aus der Isolierung von aktivierten B-Zellen eines immunisierten Organismus
hervorgingen. Im Rahmen der humoralen Immunantwort des Tieres entstehen durch den Vorgang der
Affinitatsreifung vermehrt hochaffine Antikdrper, die nach der Hybridomfusion der entsprechenden

B-Zellen durch geeignete Screeningverfahren identifiziert werden kénnen (siehe 4.1.1).

Asialofetuin und Claudin-4 waren in dieser Hinsicht dhnlich wie monoklonale Antikérper zu handhaben, da
ihre Interaktionen zu den zugehoérigen Antigenen natiirlicherweise hoch waren (SPR-Bindungskurven siehe
Abbildung 13 fiir Asialofetuin, Abbildung 27 fiir Claudin-4). Zusammen mit monoklonalen
Detektionsantikoérpern, die sich mit der Rezeptorbindung kombinieren lief3en, gelang die Etablierung von
hochsensitiven Rezeptor-basierten Nachweisen fiir Rizin und CPE. Die Detektionslimits lagen fiir beide
Toxine sowohl mit dem Rezeptor-basierten, als auch dem Antikdrper-basierten Ansatz im ELISA im
pg/ml- und im pBDi im niedrigen ng/ml-Bereich (Nachweise im ELISA siehe Tabelle 23 fiir Rizin und
Tabelle 39 fiir CPE, Nachweise im pBDi siehe Tabelle 24 fiir Rizin und Tabelle 41 fiir CPE). Obwohl wir auch
fiir Abrin eine hohe Affinitdt zu Asialofetuin ermittelten (SPR-Bindungskinetik siehe Abbildung 13), fiel hier
der Rezeptor-basierte Nachweis (LOD = 730 pg/ml) weniger sensitiv aus als der Antikorper-basierte
Nachweis (LOD =40 pg/ml, Tabelle 23). Aufgrund des Sensitivititsverlust im ELLA gelang im pBDi

ausschliefdlich ein Abrin-Nachweis auf der Basis monoklonaler Antikérper (LOD =1 ng/ml).
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Moglicherweise lag mit AP3202 kein geeigneter Detektionsantikérper fiir den Rezeptor-basierten
Nachweis von Abrin vor. Zu bevorzugen sind in dieser Hinsicht A-Ketten-spezifische Antikorper, da sie im
Gegensatz zu B-Ketten-spezifischen Antikorpern nicht mit der Lektinbindung interferieren. Anders als fiir
Rizin lagen keine isolierten A- und B-Ketten von Abrin fiir eine Testung im Western Blot vor, sodass eine

diesbeziigliche Spezifitdt von AP3202 nicht bekannt war.

Am Beispiel von Gb3 zeigte sich in wunseren Untersuchungen, dass Informationen zu
bindungsmodulierenden Substanzen wie Korezeptoren oder der Lipidumgebung essentiell fiir die
Entwicklung sensitiver Rezeptor-basierter Nachweise sind. Der Einsatz von rein Gb3-haltigen Nanodisks
als Fangerstrukturen miindete vor allem fiir Stx2a in deutlich geringeren Sensitivititen gegeniiber den
Gb3/GalCer-Nanodisks (Tabelle 25). Erst diese final ausgewahlten Gb3/GalCer-Nanodisks ermdglichten
sowohl fiir Stx1a, als auch Stx2a hochsensitive ELISA (LOD = 19 bzw. 15 pg/ml fiir Stx1a bzw. Stx2a, Tabelle
31). Insgesamt gelang fiir die Shigatoxine auf der Basis der Gb3/GalCer-Nanodisk zwar keine Detektion im
pBDi (Abbildung 25), aber es stehen nun stationdre ELISA mit hervorragenden Detektionslimits bereit.
Ahnliche Detektionslimits erhielten wir auch fiir den rein Antikérper-basierten Nachweis der Shigatoxine
im ELISA (LOD=12bzw.3 pg/ml fiir Stxlabzw.Stx2a, Tabelle 31). Der Antikérper-basierte
Vor-Ort-Nachweis im pBDi von Stx1a und Stx2a ist ab Konzentrationen von 1 ng/ml méglich (Abbildung 25,
Tabelle 34).

Aufgrund der fehlenden Rezeptorinteraktion etablierten wir fiir Etx Antikorper-basierte Nachweise mit
exzellenten Detektionslimits von 4 pg/ml (Tabelle 45, Abbildung 42). Der Nachweis von Etx im pBDi war

wie flr die anderen Toxine ab Konzentrationen von 1 ng/ml méglich (Abbildung 43, Tabelle 47).

Zusammenfassend liefRen sich alle toxinspezifischen monoklonalen Antikérper in hochsensitive, klassische
Sandwich-ELISA integrieren. Die Detektionslimit lagen ausnahmslos im pg/ml-Bereich. Zusatzlich waren
alle Antikoérper-basierten Nachweise gut in die Detektionsplattform pBDi iibertragbar und stellen einen
Toxinnachweis ab jeweils 1 ng/ml sicher. Ahnliche Ergebnisse waren unter den Rezeptor-basierten
Nachweisen fiir Rizin und CPE auf der Grundlage von Asialofetuin bzw. Claudin-4 im ELISA
(LOD =7 bzw. 1 pg/ml) sowie im pBDi (LOD = 1 ng/ml) moglich. Die Interaktionen von den Shigatoxinen
an Gb3/GalCer-Nanodisks und Abrin an Asialofetuin konnten zwar nicht bzw. nicht mit ausreichender
Sensitivitdt ins pBDi tbertragen werden, im Platten-basierten ELISA gelangen aber auch hier sensitive

Nachweise der Toxine (LOD fiir Stx1 bzw. Stx2: 19 bzw. 15 pg/ml; LOD fiir Abrin: 730 pg/ml).
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4.3 Trotz ihres Potenzials sind Rezeptor-basierte Nachweise bisher

unterreprasentiert

In der wissenschaftlichen Literatur sind fiir die adressierten Toxine sowohl stationdre als auch mobile
Nachweisverfahren publiziert, die iiberwiegend auf dem Einsatz von monoklonalen Antikdrpern beruhen.
Die in dieser Arbeit etablierten (CPE, Etx, Shigatoxine) und die bereits beschriebenen (Rizin, Abrin)
klassischen Sandwich-ELISA (siehe 4.2) sind hinsichtlich ihrer Sensitivitat gleichwertig zu den besten
bisher publizierten ELISA zum Nachweis der biologischen Toxine [105, 107,121, 126, 237]. Hervorzuheben
ist das Detektionslimit von 0,2 pg/ml fiir den von uns entwickelten Nachweis von CPE mit Hilfe der
monoklonalen Antikérper (Abbildung 34, Tabelle 39). Wahrend kommerzielle und publizierte ELISA zum
Nachweis der Shigatoxine auf die Erkennung der nativen Subtypen aus Bakterieniiberstinden hin
untersucht wurden [121, 122], zeichnen sich die von uns neu entwickelten Sandwich-ELISA zum Nachweis
von Etx und CPE gegeniiber den publizierten Nachweisverfahren durch eine umfangreiche Testung der
nativen Toxine aus einem Panel an Bakterieniiberstinden aus, die aus Ausbruchsgeschehen stammen. Zu
den kommerziell verfiigbaren ELISA-Kits zum Nachweis von CPE [221] und Etx (Bio-X Diagnostics, Jemelle,
BEL) waren keine Daten zur Validierung publiziert, sodass die Bewertung dieser Systeme nur eingeschrankt
moglich ist. Mit den Erkenntnissen hinsichtlich der Qualitat und Kombinierbarkeit der kommerziellen
Stx-spezifischen monoklonalen Antikérpern und den gut charakterisierten, neu generierten
CPE- und Etx-spezifischen monoklonalen Antikdrpern stehen der Arbeitsgruppe wertvolle

Nachweisreagenzien mit gesichertem Zugang zur Verfiigung.

Als mobile Detektionsverfahren auf Basis monoklonaler Antikérper sind LFAs sehr verbreitet und fiir alle
adressierten Toxine beschrieben, unter denen Abrin, Etx und die Shigatoxine auf diese Weise mit guten
Sensitivitdten (LOD = 0,1 ng/ml) nachgewiesen werden kdnnen [103-105]. Kommerzielle LFAs sind fiir
Rizin, Abrin, die Shigatoxine und CPE verfiigbar. Aus externen Evaluierungen ging eine stark variable
Qualitidt der Rizin- und Abrin-spezifischen LFAs hervor. Die Sensitivititen lagen zwar im niedrigen
ng/ml-Bereich, aber insbesondere die unspezifische Erkennung des jeweils homologen Agglutinins muss
im Einzelfall gepriift werden [238, 239]. Fiir den Schnellnachweis der Shigatoxine stehen diverse LFAs oder
dhnliche Testsysteme bereit, von denen besonders der SHIGA TOXIN QUICK CHECK™ der Firma Abbott
breite, klinische Anwendung findet. Laut Hersteller erreicht der Test Detektionslimits von 0,04 ng/ml [240]
und ist damit deutlich sensitiver als der hier etablierte Nachweis im pBDi (LOD = 1 ng/ml, Tabelle 34). Die
Plattform pBDi zeichnet sich gegeniiber diesen zum Einzelnachweis geeigneten LFAs ganz klar durch ihre
Multiplexfahigkeit aus. Vergleichbare, zur simultanen Detektion geeignete Antikérper-basierte Systeme

sind fiir Rizin und Stx1 publiziert.

Aufgrund seines grofden Missbrauchspotenzial ist die Bandbreite an Vor-Ort-Detektionssystemen
insbesondere fiir Rizin mannigfaltig. Ein zum pBDi vergleichbares Gerdt stiitzt sich auf einen
Antikérpermikroarray, in dem bisher drei Agenzien mittels Fluoreszenzmessung nachweisbar waren [241].
Das Detektionslimit fiir den Nachweis von Rizin betrug 0,5 ng/ml und ist damit dhnlich gut, wie der hier

beschriebene Nachweis im pBDi (LOD =1 ng/ml, Tabelle 24). Weitere portable, aber deutlich weniger

110



Diskussion

sensitive Systeme beruhen auf der Faseroptik [242], Chemilumineszenz [243] oder der
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie [244]. Ein innovatives System, das neben zwei weiteren
Toxinen Stx1 nachweist, basiert auf einer mikrofluidischen Scheibe mit abgetrennten Reaktionskammern
[245]. An Beads immobilisierte toxinspezifische Antikdrper werden dabei durch Zentrifugation sequentiell
mit anderen Assaykomponenten in Verbindung gebracht. Signale werden in Form einer
Fluoreszenzmessung erfasst und ermoglichen ein Detektionslimit fiir den Stx1-Nachweis von 1,7 ng/ml,
was etwa mit unseren Sensitivititen des pBDi-gestiitzten Nachweises iibereinstimmt (LOD =1 ng/ml,
Tabelle 34). Insgesamt existieren wenige konkurrenzfihige Multiplex-Systeme, fiir die dhnlich gute
Sensitivitdten erreicht werden. Des Weiteren liegen nach unseren Erkenntnissen keine Nachweissysteme
vor, die den simultanen Nachweis von Rizin, Abrin, Stx1/2, CPE und Etx auf Proteinebene adressieren. Das
heifdt, das hier etablierte System ermdglicht erstmals eine Differentialdiagnostik von Toxinen, die blutige

Diarrhoe mit Leukozyten im Stuhl induzieren.

Rezeptor-basierte Nachweise sind nur fiir die Shigatoxine (stationdre und mobile Verfahren) und Rizin
(mobile Verfahren) beschrieben. Fiir den Nachweis der Shigatoxine in Form Platten-basierter ELISA sind
drei verschiedene Rezeptor-basierte Verfahren publiziert, von denen zwei auf der Immobilisierung der
reinen Globoside Gb3 [246] bzw. Gb4 [247] in organischen Ldsungsmitteln beruhen. Diese beiden
Detektionsverfahren sind nur fiir den Nachweis einzelner Shigatoxine geeignet. So gaben Ashkenazi et al.
an mit ihrem Gb3-basierten ELISA Stx1 mit einem Detektionslimit von 0,2 ng/ml nachweisen zu kénnen
[246]. Togashi et al. entwickelten ihren Gb4-basierten ELISA dagegen speziell zur Detektion des mit
porzinen Enterotoxdmien assoziierten Subtyps Stx2e (LOD < 20 ng/ml). Gegeniiber diesen Assays zeichnet
sich der von uns etablierte ELISA mit Gb3/GalCer-Nanodisks als Fangerstruktur durch ein breiteres
Anwendungsspektrum (Erkennung von Stx1a, ¢, d und Stx2a-g), eine leichtere Handhabung der Nanodisks
gegeniiber organischen Losungsmitteln und einer héheren Sensitivitdt (LOD = 18 bzw. 15 pg/ml fiir Stx1
bzw. Stx2, Tabelle 31) aus. Ein weiteres publiziertes Verfahren verwendet als Fdngerreagenz eine
P1-Glykoprotein-haltige Hydatidenfliissigkeit, welche aus parasitiar befallenen Schafen stammte [248].
Dieser Assay erfasst zwar sowohl Stx1 als auch Stx2 mit zufriedenstellenden Sensitivitidten
(LOD = 1 ng/ml), gegeniiber den von uns verwendeten Gb3/Gal-Nanodisks ist die Hydatidenfliissigkeit
weder gut zuganglich, noch klar definiert in ihrer Zusammensetzung. Rezeptor-basierte Nachweise sind bei
den mobilen dhnlich wie bei den stationdren Detektionsverfahren bisher wenig erforscht. Uns gelang im
pBDi ein erfolgreicher Nachweis von Rizin und CPE mit Hilfe der endogenen Rezeptoren (Abbildung 17 fiir
Rizin-Nachweis, Abbildung 36 fiir CPE-Nachweis), wohingegen Gb3/GalCer-Nanodisks nicht zum Nachweis
der Shigatoxine im pBDi geeignet waren (Abbildung 25). Nagatsuka et al prasentierten ein
vielversprechendes System, welches sich auf die lokalisierte Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie
(LSPR) stiitzt [249]. Bei dieser Technologie werden die optischen Phdnomene nicht wie beim klassischen
SPR an der Oberflache eines durchgingigen Goldfilms, sondern an Goldnanopartikeln gemessen. Zum
Nachweis von Rizin werden dazu 3-Laktosid beschichtete und zum Nachweis von Stx1 Gb3-beschichtete
Goldnanopartikel eingesetzt. Die Nachweisgrenzen lagen bei 30 ng/ml (Rizin) bzw. 10 ng/ml (Stx1). Bei
einem weiteren System dient ein immobilisiertes Laktosederivat als Fangerstruktur fiir Rizin [250]. Der

Nachweis beruht auf der automatisierten Auslesung eines erzeugten Chemilumineszenzsignals und besitzt
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ein Detektionslimit von 80 ng/ml. Kritisch fiir einen durch die Lektinbindung vermittelten Nachweis von
Rizin ist die Selektivitit gegeniiber anderen zuckerbindenden Proteinen (z.B. Choleratoxin [249],

R. communis Agglutinin), die ebenfalls an Galaktose binden und die limitierte Sensitivitit dieses Systems.

Zusammenfassend gelang es mit den von uns entwickelten Antikdrper-basierten Detektionsverfahren die
adressierten Toxine sowohl im stationaren, als auch im mobilen Nachweis mit gleicher oder deutlich
hoéherer Sensitivitdt nachzuweisen, wie es durch bereits publizierte Verfahren moglich war. Die von uns
anvisierte Multiplex-Detektion im pBDi wird in dieser Konstellation erstmals eine sensitive
Differentialdiagnostik mit Hilfe einer Vor-Ort-Detektionsplattform darstellen. Nachweise auf der Basis von
endogenen Rezeptoren sind bisher generell in der Literatur unterreprasentiert. Der von uns etablierte
ELISA mit Gb3/GalCer-Nanodisks als Fanger war zwar nicht im pBDi einsetzbar, zeichnete sich aber im
Vergleich zu beschriebenen Platten-basierten Immunoassays durch eine extrem hohe Sensitivitat aus und
ist damit gleichwertig zu klassischen Sandwich-ELISA. Mit der Integration von Claudin-4 als Fangerstruktur
gelang uns erstmals ein hochst sensitiver Rezeptor-basierter Nachweis von CPE, der fiir den Einsatz in

stationdren ELISA und dem pBDi geeignet war.

4.4 Endogene Rezeptoren sowie oligoklonale Mischungen von mAk

ermoglichen einen breitbandigen Nachweis

Die breitbandige Erkennung von strukturell heterogenen Varianten eines Toxins war das entscheidende
Argument, welches fiir die Integration von endogenen Rezeptoren als Fangerstrukturen anstelle von
monoklonalen Antikorpern sprach. Die vorliegende Arbeit sollte beantworten, ob sich mit dem Einsatz von
Juniversellen“ Rezeptorstrukturen im Gegensatz zu hochspezifischen monoklonalen Antikérpern ein
breitbandiger Nachweis von Toxinvarianten realisieren lasst. Von den untersuchten Toxinen war diese
Fragestellung insbesondere fiir die Shigatoxine und die Pflanzentoxine Rizin und Abrin von Interesse, da
sie in Form verschiedener Subtypen bzw. Isoformen auftreten. Nach bisherigen Erkenntnissen spielt die

strukturelle Diversitat fiir Etx und CPE keine Rolle.

Die Familie der Shigatoxine stellte mit vier beschriebenen Stx1- und zehn Stx2-Subtypen in dieser Arbeit
die Toxingruppe mit der grofiten strukturellen Variabilitat dar. Um die Gb3/GalCer-Nanodisks und die
kommerziellen monoklonalen Antikdrper auf ihre Eignung in Bezug auf einen breitbandigen Nachweis aller
Subtypen zu prifen, fiihrten wir ELISA-basierte Testungen mit Bakterienlysaten verschiedener
E. coli-Stamme durch, die unterschiedliche Stx1- und/oder Stx2-Subtypen (Stx1a, c, d siehe Tabelle 32 und
Stx2a-g siehe Tabelle 33) produziert hatten. Wir konnten zeigen, dass die getesteten monoklonalen
Antikorper nicht alle Subtypen erkannten (Ergebnisse aus Vortestungen, siehe Tabelle 51 fiir Stx1 und
Tabelle 52 fiir Stx2). Allerdings lieffen sich diese Liicken durch gezielte Kombination verschiedener
monoklonaler Antikérper kompensieren (Tabelle 32, Tabelle 33). Die Gb3/GalCer-Nanodisks waren zum
Nachweis aller Subtypen geeignet, aber auch hier waren Kombinationen aus monoklonalen
Detektionsantikdrpern notwendig, um eine Detektion aller Subtypen der Shigatoxine zu realisieren (Tabelle

52).
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Bisher untersuchten wir die Subtyperkennung nur qualitativ, da Quantifizierungen aufgrund des Fehlens
der jeweiligen gereinigten Subtypen als Standards nicht moglich waren. Dementsprechend kénnen negative
bzw. schwach positive Ergebnisse im ELISA bedeuten, dass der betreffende monoklonale Antikérper
entweder tatsdchlich kein unter den Subtypen konserviertes Epitop erkannte oder dass er aufgrund
niedrigaffiner Bindung des Epitops lediglich geringe Sensitivititen erzielte. Insgesamt wiesen wenige
monoklonale Antikorper eine gute Detektion der Subtypen Stx1d, Stx2b, Stx2d und Stx2f auf (Tabelle 51 fiir
Stx1 und Tabelle 52 fiir Stx2). Da alle monoklonalen Antikérper jeweils durch Immunisierung mit dem
prototypischen Stx1a bzw. Stx2a erhalten wurden (Tabelle 10), lassen sich diese Beobachtungen vermutlich
auf die Unterschiede in den Aminosduresequenzen der Subtypen zuriickfithren. Insbesondere Stx2f
unterscheidet sich mit nur 68 % Homologie stark von Stx2a [251]. Stx1d, Stx2b und Stx2d sind mit etwa
95 %, 92 % bzw. 98 % deutlich dhnlicher zu Stx1a bzw. Stx2a [84, 251]. Trotzdem kénnte auch hier ein in
Stx1la bzw. Stx2a vorliegendes, vom monoklonalen Antikoérper erkanntes Epitop im jeweiligen Subtyp
mutiert sein und somit nicht gebunden werden. Da uns fiir das Bakterienlysat des Subtyps Stx1d Daten
vorlagen (personliche Kommunikation S. Barth, FLI), aus denen eine geringe Reaktivitat im zellbasierten
Zytotoxizitatsassay hervorging, nehmen wir an, dass die Toxinproduktion des betreffenden Stammes nicht
ausreichend induziert wurde und somit nur geringste Mengen Toxin im Lysat vorlagen. Eine mangelnde
Induzierbarkeit von Shigatoxin-produzierenden E. coli (STEC) findet sich auch in der Literatur [252].
Anhand unserer bisherigen Daten schlieffen wir auf eine breitbandige Subtyperkennung durch die
Gb3/GalCer-Nanodisks (Tabelle 32, Tabelle 33). Der Subtyp Stx2e, welcher laut Literatur praferenziell Gb4,
aber auch Gb3 bindet [152], lief sich ebenfalls im ELISA durch Gb3/GalCer-Nanodisks immobilisieren
(Tabelle 33).

Unsere Daten deuten zwar darauf hin, dass sowohl die etablierten Antikdrper- als auch Rezeptor-basierten
Nachweissysteme eine breitbandige Erkennung der Subtypen Stx1a, c und d (Tabelle 32) sowie Stx2a-g
ermoglichen (Tabelle 33), fiir eine hohere Aussagekraft sind aber umfassendere Untersuchungen zwingend
erforderlich. Zum einen sollten weiterfithrende Versuche eine grofdere Bandbreite an STEC einschlief3en, da
aus der Evaluierung von Scheutz et al. hervorgeht, dass einzelne Subtypen sich aufgrund ihrer genetischen
Variabilitat in distinkte Varianten aufsplitten [84]. Zum anderen miissen nachfolgende Testungen die neu
publizierten und daher bisher nicht untersuchten Subtypen Stxle, Stx2h, Stx2i und Stx2k [85-88]
beinhalten. Es liegen vielversprechende Ergebnisse vor, die eine Bindung von Stxle und Stx2k an Gb3
nachwiesen [88, 90]. Diese Daten bestdrken uns darin, den Rezeptor-basierten Ansatz zum breitbandigen
Nachweis der Shigatoxine weiterzuverfolgen. Fiir zukiinftige Untersuchungen liefRen sich wertvolle
Informationen mit rekombinant hergestellten oder gereinigten Subtypen (z.B. mittels
Lektinaffinitatsreinigung an immobilisiertem Gb3) gewinnen. Insbesondere geben SPR-Messungen
Aufschluss iiber die Affinitat der Gb3/GalCer-Nanodisks und der monoklonalen Antikérper gegeniiber den
einzelnen Subtypen. Anhand dieser Ergebnisse koénnten die Gb3/GalCer-Nanodisks in ihrer
Zusammensetzung beziiglich einer umfassenderen Subtyperkennung optimiert werden. Gb4 wurde
aufgrund der geringen Nachweisempfindlichkeit fiir Stxla und Stx2a (Tabelle 25) zwar in unseren
bisherigen Untersuchungen nicht nidher charakterisiert, dieses Globosid kénnte sich aber zum sensitiven

Nachweis einzelner Subtypen (v.a. Stx2e [152]) bewahren.
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Neben den Shigatoxinen ist auch fiir Rizin und Abrin eine strukturelle Variabilitit beschrieben [79-83].
Zuniachst strebten wir an, die Umsetzbarkeit einer breitbandigen Erkennung der beschriebenen Isoformen
(Rizin D und E; Abrin-a, -b, -c und -d) der Pflanzentoxine durch Asialofetuin zu untersuchen. Wir stellten
jedoch durch SPR-Messungen fest, dass Asialofetuin hochaffin an die zu den Toxinen homologen Agglutinine
band (Ricinus communis Agglutinin, Abrus Agglutinin, fiir SPR-Bindungskurven siehe Anhang, Abbildung
48). Zusatzlich sind die verwendeten Detektionsantikorper AP3202 und R18 in geringem Maf$ kreuzreaktiv
gegeniiber den Agglutininen [98, 115]. Zusammen mit der Erkenntnis, dass andere Lektine eine dhnliche
Bindungspraferenz wie Rizin und Abrin aufweisen [212], kamen wir zu dem Schluss, dass der Nachweis mit
Asialofetuin als Fanger zu unspezifisch ist. Zumindest fiir den stationdren, breitbandigen Nachweis der
Rizin- bzw. Abrin-Isoformen haben sich geeignetere, MS-basierte Methoden etabliert, die nach einem
tryptischen Verdau anhand spezifischer Peptidsequenzen eine Unterscheidung zwischen den einzelnen

Isoformen und den Agglutininen ermoglichen [196, 253].

Aus unseren Beobachtungen leiten wir ab, dass endogene Rezeptoren ein vielversprechendes Konzept fiir
den breitbandigen Nachweis von biologischen Toxinen darstellen. Trotz ihrer hochspezifischen Erkennung
koénnen prinzipiell auch oligoklonale Mischungen monoklonaler Antikdrper zu diesem Zweck eingesetzt
werden. Am Beispiel der Shigatoxine wird deutlich, dass in beiden Fillen eine umfangreiche
Charakterisierung hinsichtlich der Subtyperkennung obligatorisch ist. Zusatzlich zeigten wir, dass eine
breitbandige Detektion auf der Basis endogener Rezeptoren nur zielfithrend ist, wenn die Rezeptorbindung
hochspezifisch fiir das betreffende Toxin ist. Das Vorliegen von Toxinen mit dhnlichem Bindungsverhalten
kann zu Kreuzreaktivititen und somit zu falsch positiven Ergebnissen fiihren. In diesen Fallen ist die

Verwendung von monoklonalen Antikérpern zum Nachweis der biologischen Toxine zu bevorzugen.

Demgegentiber zeichnen sich die Stirken eines auf einer hochkonservierten Rezeptorbindung beruhenden
Nachweises (z.B. fiir Shigatoxine) insbesondere bei neu auftretenden Subtypen ab. Alle Toxinvarianten, die
in vivo toxisch sind, miissen an einen endogenen Rezeptor binden. Daher scheint die Etablierung eines
stationdren Nachweises allein auf der Grundlage der endogenen Rezeptoren ohne Detektion durch
monoklonale Antikérper erstrebenswert. Diese Nachweisstrategie liefde sich unkompliziert durch die
Immobilisierung von in Nanodisks integrierten Rezeptoren in einem SPR-Assay umsetzen (Assayprinzip
siehe Abbildung 12). Allerdings stellt sich die Frage, ob ein solcher Nachweis ohne ,Sandwich-Prinzip“

ausreichend sensitiv und spezifisch ist.

4.5 Alle toxinspezifischen mAKk eigenen sich fiir den

Multiplex-Nachweis im pBDi

Neben der Entwicklung stationdrer ELISA hatte diese Arbeit zum Ziel, einen mobilen Multiplex-Nachweis
im pBDi-System zu etablieren. Fiir die Immobilisierung auf den Goldelektroden der Biochips und fiir den
Einsatz in der Routinediagnostik miissen Nachweisreagenzien ausreichend stabil sein. Da diesbeziiglich
insbesondere wenig Erkenntnisse fiir Nanodisks vorlagen, testeten wir ihre Lagerstabilitit iiber 6 Monate.

Der geplante simultane Nachweis der Toxine im pBDi erforderte dariiber hinaus eine geringe
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Kreuzreaktivitit der eingesetzten Fangerstrukturen. Zu diesem Zweck untersuchten wir die Spezifitit aller

Fangerstrukturen.

Nach unseren bisherigen Erkenntnissen weisen alle verwendeten Nachweisreagenzien eine hohe Stabilitat
auf. Aufgrund des kurzen Beobachtungszeitraumes sind fiir die endogenen Rezeptoren diesbeziiglich
weitere systematische Stabilitatstests erforderlich, wie sie fiir die Gb3/Gal-Cer-Nanodisks vorgenommen
wurden (Untersuchung der Lagerstabilitit siehe Abbildung 23 fiir ELISA-Messkurven, siehe Abbildung 55
fiir SPR-Bindungskurven). Die Nanodisks zeigten iiber den beobachteten Zeitraum von sechs Monaten eine
gute Stabilitat, die sie besonders gegeniiber anderen Modellmembranen, wie z.B. Liposomen auszeichnet.
Letztere neigen zur Aggregation und Phasentrennung und sind dementsprechend instabil [182]. Insgesamt
waren die untersuchten endogenen Rezeptoren ahnlich stabil und gut zu handhaben wie monoklonale
Antikorper. Schwieriger gestaltete sich hingegen die Verwendung der Rezeptoren fiir einen Nachweis in der
Vor-Ort-Detektionsplattform pBDi. Von den untersuchten Fangerstrukturen liefien sich alle ausgewéahlten
monoklonalen Antikorper (Abbildung 17 fiir Rizin und Abrin, Abbildung 25 fiir Stx1 und Stx2, Abbildung 36
fiir CPE und Abbildung 43 fiir Etx ) sowie Asialofetuin (Abbildung 17) und Claudin-4 (Abbildung 36) als
Fanger ins pBDi-System integrieren. Fiir die Ubertragung von Claudin-4 waren zu diesem Zweck
Anpassungen hinsichtlich der Art und der Konzentration des Detergenzes erforderlich (siehe 3.3.8). Die
Immobilisierung intakter Gb3/GalCer-Nanodisks auf den Goldelektroden der pBDi-Chips war hingegen
trotz ihrer guten Bindungseigenschaften im ELISA (Abbildung 21) und ihrer guten Lagerstabilitdt
(Abbildung 23) nicht realisierbar (Abbildung 25).

Fir den angedachten Multiplex-Nachweis im pBDi ist eine hohe Spezifitit der eingesetzten
Fangerstrukturen dringend erforderlich. In dieser Hinsicht zeichnete sich bei den untersuchten endogenen
Rezeptoren eine problematische Kreuzreaktivitit gegeniiber anderen biologischen Toxinen bzw. Lektinen
ab. Vor allem Asialofetuin wies ein unspezifisches Bindungsverhalten auf. Die Bindung an die homologen
Agglutinine (Abbildung 48 fiir SPR-Bindungskurven) ist zwar auch fiir die verwendeten
Rizin-bzw. Abrin-spezifischen monoklonalen Antikorper in geringem Mafde beschrieben [98, 115], dariiber
hinaus interagiert der Rezeptor allerdings noch mit anderen Toxinen wie TcdA (Untersuchung im ELLA,
Abbildung 49), Komplexproteinen von Botulinum Neurotoxin [254] und vermutlich weiteren Lektinen mit
dhnlicher Kohlenhydratspezifitdt wie Rizin und Abrin [212]. Zusatzlich wiesen wir fiir Claudin-4 eine
Bindung an TcdA nach (Untersuchung im ELISA, Abbildung 64), sodass die Immobilisierung dieser
endogenen Rezeptoren auf verschiedenen Positionen ein und desselben Biochips nicht zum simultanen
Nachweis der biologischen Toxine geeignet ist. Insgesamt bergen diese Kreuzreaktivitdten ein erhebliches

Risiko fiir falsch positive Ergebnisse.

Die Entwicklung Rezeptor-basierter Nachweissysteme voranzutreiben, lag mafdgeblich in der Annahme
begriindet, dass strukturell verschiedene Subtypen aufgrund der konservierter Bindungstaschen zwar von
ihren endogenen Rezeptoren, nicht aber von hochspezifischen monoklonalen Antikérpern erkannt werden

(Kapitel 1.4). In unserem speziellen Fall stellte sich fiir die verschiedenen Subtypen der Shigatoxine heraus,
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dass sowohl oligoklonale Mischungen monoklonaler Antikérper als auch Gb3/GalCer-Nanodisks einen

breitbandigen Nachweis gewéhrleisten (siehe 4.4).

Basierend auf den erlduterten Eigenschaften der Antikorper- und Rezeptor-basierten Nachweise (Tabelle
49) kamen wir deshalb zu dem Schluss, dass fiir eine zuverlassige Differentialdiagnostik von
Rizinintoxikationen in Form einer Multiplex-Detektion der Einsatz von spezifischen monoklonalen
Antikorpern gegeniiber den endogenen Rezeptoren zu bevorzugen ist. Auf diese Weise gelang fiir alle
adressierten Toxine ein sensitiver und spezifischer Vor-Ort-Nachweis, der trotzdem eine breitbandige
Detektion gewahrleistet. Diese Antikoérper-basierte Detektion im pBDi-System liefert innerhalb von
20 Minuten Messzeit pro Probe die ndtigen Informationen, um gezielt die etablierten stationdren

Rezeptor- und Antikérper-basierten Nachweise einzusetzen.

Tabelle 49: Vergleich der etablierten Assays.

o Assay mAK-basiert Rezeptor-basiert
Kriterium
. Rizin (R), Abrin (A), .. .
Toxin/e Stx1, Stx2, CPE, Etx CPE Rizin & Abrin Stx1 & Stx2
R: R21
A: AP430
. Stx1:13C4 . . .
Fanger Stx2: 1E1* Claudin-4 Asialofetuin Gb3/GalCer-NDs
CPE: CPE1
Etx: Etx444
R:R21
A: AP430
Stx1: MBS34 + 3C10 R:R18 Stx1: 13C4
Detektor-mAk | ¢ > 11E10+ BB12 CPE562 A: AP3202 Stx2: 1E1 + 11E10
CPE: CPE562
Etx: Etx484
Stabilitat gut gut gut gutin NDs
in Lsg. und auf
Immobilisierung | in Lsg. und auf Biochips Biochips mit n Ls'g. ur.ld auf nur in NDs
angepasstem Biochips
Detergenz
Plattform ELISA, pBDi ELISA, pBDi ELISA, pBDi ELISA
R ] . Agglutinine, .
Kreuzreaktivitat R, A: Agglutinine TcdA weitere Lektine™* keine
. . . R; A: n.b. .
Breitbandigkeit Stx1, Stx2: gut nicht relevant n.b. gut
i R: 7 pg/ml Stx1:19 pg/ml
ELISA - 0,2-38 pg/ml 1 pg/ml A: 730 pg/ml Stx2: 15 pg/ml
Sensitivitat R: 1 ng/ml
pBDi 1 ng/ml 1 ng/ml .A' ngn n.n.

A = Abrin; pBDi = portable BioDetector integrated; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay;
GalCer = Galaktosylceramid; Lsg. = Losung; mAk = monoklonaler Antikérper; n.b. = nicht bestimmt; NDs = Nanodisks;
n.n. = nicht nachweisbar; R = Rizin; RKI = Robert Koch-Institut

*flir den Nachweis im pBDi-System diente MBS36 als Fangerantikorper

**TcdA (Abbildung 49), Komplexproteine von Botulinum Neurotoxin [254], weitere Lektine angenommen aufgrund
dhnlicher Bindungsmotive [212]
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4.6 Vor-Ort-Nachweise schaffen die Entscheidungsgrundlage fiir die

stationare Analytik

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, sowohl Antikdrper- als auch Rezeptor-basierte Nachweissysteme zu
etablieren. Uber den stationiren Einsatz in Form Platten-basierter ELISA wurden die Nachweise auch in
der Vor-Ort-Detektionsplattform pBDi erprobt. Nachdem sich monoklonale Antikérper trotz ihrer hohen
Spezifitat nach einer umfassenden Evaluation auf einer Palette an Subtypen fiir eine breitbandige Detektion
der adressierten Toxine (insbesondere der Shigatoxine) als Fangerstrukturen bewahrten (Detektion im
ELISA, Tabelle 32 fiir Stx1 und Tabelle 33 fiir Stx2), soll auf Basis dieser monoklonalen Antikdrper ein
zukiinftiger Multiplex-Nachweis fiir die Differentialdiagnostik von Rizinintoxikationen etabliert werden.
Zuriickliegende intentionale Ausbringungsversuche mit biologischen Toxinen zeigten, dass
bioterroristische Szenarien ein planméafdiges Vorgehen hinsichtlich der Analytik von Verdachtsproben
erfordern. Eine fundierte Beurteilung stiitzt sich auf eine schnelle Einschatzung der Gefahrenlage durch
Vor-Ort-Nachweise und eine umfangreiche stationidre Bestitigungsanalytik. Abbildung 44 beschreibt ein
solches Vorgehen und zeigt auf, welche Fortschritte mit der vorliegenden Arbeit hinsichtlich der

Differentialdiagnostik von Rizinintoxikationen erzielt worden sind (griine Kasten).

Kommt es in der Bevolkerung zu einem gehduften Auftreten von blutigen Durchfallen mit Leukozyten im
Stuhl, muss schnellstmoglich die Ursache dafiir gefunden werden. Insbesondere gilt es zu unterscheiden, ob
ein natiirliches Krankheitsgeschehen oder ein bioterroristischer Anschlag mit Ausbringung von Rizin in
Betracht zu ziehen ist. Fiir eine erste Einschitzung der Gefahrenlage vor Ort erfolgt zunachst eine
Vorauswahl der relevantesten, zu messenden Verdachtsproben durch die zustindigen Einsatzkrafte. Hier
kommen z.B. klinische Proben von Patienten mit starken Symptomen oder im Fall eines bioterroristischen
Szenarios verdachtige, potenziell stark kontaminierte Proben in Frage. Fiir diese erste Einordnung des
Geschehens konnte zukiinftig der Antikorper-basierte Biochip fiir den simultanen Nachweis von Rizin,
Abrin, Stx1, Stx2, CPE und Etx zum Einsatz kommen. Bislang stehen auf Basis dieser Arbeit im pBDi-System
die Nachweise der adressierten Toxine als Einzelnachweise zur Verfiigung. Diese Einzelnachweise miissen

zuklinftig in einen Multiplex-Nachweis iiberfiihrt und dieser validiert werden.

Mit dem pBDi steht technisch ein robustes Vor-Ort-Detektionssystem zur Verfiigung. Diese
Multiplex-Detektion ermdglicht es, unter Einsatz geringer Probenvolumen innerhalb von 20 Minuten eine
breitbandige, sensitive Differentialdiagnostik von Rizinintoxikationen durchzufiithren. Das pBDi zeichnet
sich insbesondere durch seine Multiplexfahigkeit gegeniiber anderen Testsystemen zum Einzelnachweis
wie z.B. LFAs [255] aus. Konkurrenzfihige Systeme liegen nach unseren Erkenntnissen nur in Form von
mikrofluidischen Messscheiben [245] vor, die allerdings nicht fiir die Diagnostik des fiir uns relevanten

Panels an Toxinen etabliert wurden.

Nachdem eine Verdachtsprobe mit Hilfe von Vor-Ort-Nachweissystemen gepriift wurde und erste Hinweise
auf das krankheitsauslésende Agens vorliegen, konnen von einem Expertenlabor zielgerichtet stationare

Nachweise zur Verifizierung durchgefiihrt werden. Zu diesem Zweck kommen die stationdren
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Nachweismethoden zum Einsatz, mit denen eine sichere Bestitigung der Ergebnisse moglich ist. Hier
eignen sich vor allem hochsensitive Verfahren, die geringste Mengen der biologischen Toxine detektieren.
Des Weiteren miissen diese Methoden einen breitbandigen Nachweis ermoglichen, um alle
Subtypen/Isoformen zu erfassen. Rizin und Abrin konnten durch die schon existierenden Sandwich-ELISA
zuverldssig detektiert werden (Tabelle 23 und [98, 115]). Fiir die Shigatoxine und CPE stellen in dieser
Hinsicht die in dieser Arbeit etablierten, breitbandigen Rezeptor-basierten Nachweise auf der Grundlage
von Gb3/GalCer-Nanodisks bzw. Claudin-4 eine gute Alternative zu klassischen Sandwich-ELISA dar
(Tabelle 31 fiir Stx1 und Stx2, Tabelle 39 fiir CPE). Fir Etx gelang es, klassische hochsensitive
Sandwich-ELISA zu entwickeln (Tabelle 45). Nach diesen ersten Ergebnissen folgt eine umfassende
Charakterisierung der Verdachtsprobe. Um das Ausmafl der Exposition abzuschitzen, ist eine
Quantifizierung der enthaltenen Toxine notwendig. Hierzu eignen sich zum Beispiel Sandwich-ELISA.
Neben den Rezeptor-basierten ELISA stehen fiir den Nachweis der Shigatoxine und CPE die hier etablierten
Sandwich-ELISA auf der Basis der kommerziellen (Stx1 und Stx2) bzw. der selbst generierten
monoklonalen Antikérper (CPE) bereit (Tabelle 31 fiir Stx1 und Stx2, Tabelle 39 fiir CPE). Die biologische
Aktivitat des ausgebrachten Toxins kann mit Hilfe funktioneller Methoden ermittelt werden. Zu diesem
Zweck konnen alle adressierten Toxine in zellbasierten Zytotoxizitidtsassays untersucht werden [98, 173,
256, 257]. Fir Rizin, Abrin und die Shigatoxine stehen zudem funktionelle MS-basierte Methoden bereit
[258, 259]. Abschliefdend kann die Probe auf ihre Zusammensetzung bzw. weitere Bestandteile gepriift
werden. Aufschluss kann hier eine gelelektrophoretische Trennung des Materials geben. Fiir eine
Differenzierung der Rizin- bzw. Abrin-Isoformen und eine Abgrenzung von den homologen Agglutininen
kommt eine MS-basierten Analytik in Frage [196, 253]. Nicht zuletzt kdnnen die Verdachtsproben auch mit

molekularbiologischen Verfahren wie PCR analysiert werden.
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SZENARIO: hohe Inzidenz von blutigen Diarrhoen mit Leukozyten im Stuhl

natiirliches Krankheitsgeschehen oder intentionale Ausbringung von Rizin?

Charakteristika

kurze Messzeiten (20 min)
geringe Probenvolumina
gute Sensitivitdt (ca. 1 ng/mil)
breitbandige Detektion

VOR-ORT

pBDi mAk-basierter Nachweis im pBDi fiir Rizin, Abrin, Stx1/2, CPE und Etx

Verifizierung mit stationaren Methoden
hoéchste

E“ Sensitivitat | | | | |
o Rizin Abrin  Stx1/ Stx2 CPE Etx
om breitbandige | | | | |
< Detektion - -
2 Sandwich-ELISA| | Gb3/GalCer-ELISA | | CLDN4-ELISA| |Sandwich-ELISA
E | | |
- l, umfassende Charakterisierung der Probe
5 1 1 1
o ||Quantifizierung | | Sandwich-ELISA Sandwich-ELISA
X ] | | |
E’ Biologische Zellbasierte Cytotoxizititstests
= Aktivitat Funktionelle MS
o l, | I I
I& Spezielle ; ; ; i ; ;
= Analytik i
n (Reinheit, . . ; SDS-PAGE ; .

Subtypen) Molekularbiologische Verfahren

Abbildung 44: Strategie zum Nachweis von Rizinintoxikationen samt Differentialdiagnostik.

Nach einem gehduften Auftreten von blutigen Diarrhden mit Leukozyten im Stuhl fithren Einsatzkrifte mit
ausgewahlten, reprasentativen Proben einen Vor-Ort-Nachweis mit Hilfe des pBDi durch. Hierzu dient der etablierte
Biochip mit toxinspezifischen monoklonalen Antikérpern. Nach diesen ersten Ergebnissen wird die Probe in ein
Expertenlabor transportiert. Hier konnen auf der Grundlage der Ergebnisse des Vor-Ort-Nachweises gezielt stationire
Nachweismethoden fiir die Verifizierung durchgefithrt werden. Anschlieffend erfolgt eine weiterfiihrende
Charakterisierung der Verdachtsprobe. Diese haben zum Ziel, enthaltene Agenzien zu quantifizieren, ihre biologische
Aktivitat zu bestimmen und die genaue Zusammensetzung der Probe zu ermitteln. Griine Kdsten markieren die in dieser
Arbeit neu etablierten Nachweissysteme zur Differentialdiagnostik von Rizinintoxikationen.
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4.7 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit implementierten Vor-Ort-Nachweise der adressierten biologischen Toxine
wurden bisher in Form von Einzelnachweisen durchgefiihrt. Die Umsetzung des auf toxinspezifischen
monoklonalen Antikdrpern basierenden Multiplex-Nachweises in der pBDi-Plattform steht noch aus. Da in
vorherigen Forschungsprojekten die Entwicklung von Biochips zum simultanen Nachweis von SEA,
BoNT/C, /D, /E und Abrin [115] bzw. SEB, BoNT/A, /B, /F und Rizin [260] auf der Basis von monoklonalen

Antikoérpern gelang, wird erwartet, dass auch hier ein Multiplex-Nachweis umsetzbar sein wird.

In der Etablierungsphase erfolgte der Nachweis der Toxine sowohl in stationdren als auch mobilen
Detektionssystemen aus Puffer. Trotz ihrer hohen Spezifitat sind Matrixinterferenzen auch fiir monoklonale
Antikorper denkbar. So kann zum Beispiel Serum, welches humane anti-Maus Antikdrper (HAMA) enthalt,
den Nachweis mit murinen Antikérpern stéren (Erfahrungen aus der Arbeitsgruppe). Der
Rezeptor-basierte Nachweis von Rizin und Abrin auf der Basis der Lektinbindung an Asialofetuin verliert
dagegen deutlich an Sensitivitat, wenn die Toxine in glykanhaltigen Matrices wie Milch vorliegen (diese
Arbeit: Abbildung 15, Literatur: [213, 214]). Diese Beispiele zeigen, dass sowohl Rezeptor-basierte als auch
Antikorper-basierte Nachweise auf die Interferenz mit Matrixbestandteilen hin iiberpriift werden miissen.
Zu diesem Zweck sollten neben Umwelt- und Lebensmittelproben auch klinische Proben wie Serum und fiir

die angestrebte Differentialdiagnostik insbesondere Stuhl getestet werden.

Zur Breitbandigkeit von Nachweissystemen konnten im Rahmen dieser Arbeit erste Erkenntnisse
hinsichtlich der Detektion von Shigatoxinen gewonnen werden. Ein wichtiger Schritt fiir weiterfithrende
Untersuchungen ist die rekombinante Herstellung bzw. die Reinigung der einzelnen Shigatoxin-Subtypen
aus nativen Bakterienlysaten. Hiermit konnen sowohl die Gb3/GalCer-Nanodisks als auch die
monoklonalen Antikérper in Bezug auf ihre Affinitaten zu den einzelnen Subtypen charakterisiert werden.
Mit diesen Informationen lief3e sich die Zusammensetzung der Nanodisks so optimieren, dass moglichst
viele Subtypen hochaffin gebunden werden. Eine breitbandigere Subtyperkennung von monoklonalen
Antikorpern kénnte zum Beispiel mit Hilfe einer Affinitatsreifung gegeniiber verschiedenen Subtypen im
Rahmen des Hefe-Displays erzielt werden. Eine derartige Optimierung von Antikérpern zeigten Garcia-
Rodriguez et al. fiir die Detektion der Subtypen A1l und A2 der Botulinum Neurotoxine [261]. Dariiber
hinaus kénnte die Generierung von panreaktiven Antikérpern angestrebt werden, indem Mause parallel
mit verschiedenen Subtypen der Shigatoxine immunisiert werden. Dieser Ansatz wurde bereits erfolgreich
im Rahmen der Dissertation von Melanie Schulz fiir die Herstellung panreaktiver Antikdrper gegen ein
hochkonserviertes Epitop der nichttoxischen Nicht-Hadmagglutinin Proteine (NTNH) eingesetzt, die Teil der
Botulinum Neurotoxin Komplexe sind [262]. Nicht zuletzt ware auch der Einsatz von polyklonalen
Antikorpern theoretisch denkbar, da diese im Gegensatz zu monoklonalen Antikdrpern nicht
monospezifisch sind und eine grofle Bandbreite an Epitopen abdecken koénnen. Allerdings zeigen
Erfahrungen aus der eigenen Arbeitsgruppe, dass polyklonale Antikdrper in der Regel viele

Kreuzreaktivitdten zu realen Probenmatrices zeigen, sodass falsch positive Ergebnisse resultieren kénnen.
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Abgesehen von einem breiteren Detektionsspektrum konnten sich endogene Rezeptoren fiir die
Erforschung funktioneller Nachweismethoden bewidhren. Der in dieser Arbeit etablierte ELISA mit
Claudin-4 als Fangerstruktur wurde bisher nicht dahingehend gepriift, ob eine Korrelation mit der
biologischen Aktivitit von CPE besteht. In weiterfiihrenden Testungen sollte analysiert werden, ob
Claudin-4 ausschliefllich aktives CPE bindet und ob in dieser Hinsicht Vorteile gegeniiber monoklonalen
Antikorpern bestehen. Dartiber hinaus liefRen sich auf der Basis endogener Rezeptoren bifunktionelle
Assays entwickeln. Bei diesen Verfahren erfolgt zunichst eine Anreicherung des Toxin iiber seinen
endogenen Rezeptor und anschlief}end wird die enzymatische Aktivitdt des Toxins fiir den Nachweis
untersucht. Solche Assays waren zum Beispiel Gegenstand der Dissertation von Laura von Berg, in der auf
dieser Basis ein bifunktioneller Nachweis fiir die Botulinum Neurotoxine A und B etabliert wurde [263].
Sun et al. wiesen aktives Rizin nach, indem sie die Lektinbindung der B-Kette und die Depurinierung durch
die enzymatisch aktive A-Kette funktionalisierten [264]. Aufgrund ihrer identischen Funktionsweise

kénnten auch Abrin und die Shigatoxine mit Hilfe bifunktioneller Assays nachgewiesen werden.

Insgesamt gelang es im Rahmen dieser Arbeit, sowohl Antikérper- als auch Rezeptor-basierte Nachweise
fiir eine Palette an differentialdiagnostisch zu Rizinintoxikationen relevanten Toxinen zu etablieren. Auf der
Basis von monoklonalen Antikérpern wird zukiinftig ein Vor-Ort-Nachweis bereitstehen, der eine
differentialdiagnostische Abgrenzung von Intoxikationen mit Rizin zu den hier adressierten Toxinen Abrin,
Stx1, Stx2, CPE und Etx ermdglicht. Des Weiteren gelang die Entwicklung innovativer Detektionsverfahren

auf der Basis von endogenen Rezeptoren.
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6 Anhang

Erganzende Abbildungen und Tabellen

6.1 Rizin und Abrin

6.1.1 Affinitat von Asialofetuin und Asialo-GM1 an Rizin und Abrin
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Abbildung 45: Untersuchung von Nanodisks in der Gelfiltration und im indirekten ELISA.

Nanodisks wurden nach dem Standardprotokoll (siehe Methoden) hergestellt und nach der Assemblierung durch
Gelfiltration an der Saule Superdex 200 increase 10/300 gl (0,75 ml/min) gereinigt. Das Chromatogramm (aufgetragen
auf der linken Y-Achse) wurde durch Messung der Absorption bei 280 nm erfasst. Die bei der Gelfiltration gesammelten
Fraktionen wurden in 1 ug/ml BSA/PBS 1:10 verdiinnt und iiber Nacht auf einer Mikrotiterplatte inkubiert. Nach
Blockade unspezifischer Bindungen mit 3 %BSA/PBS wurde mit anti-Asialo-GM1- (17 pg/ml) bzw.
anti-GM1-Antikoérper (Antiserum, Verdiinnung 1:2000) inkubiert. Die Entwicklung erfolgte mit anti-Kaninchen-POD
und nachfolgender Zugabe von TMB. Die ELISA-Daten (in braun) wurden auf der rechten Y-Achse aufgetragen. A. Asialo-
GM1 Nanodisks (8 % Gangliosid-Gehalt) B. GM1-Nanodisks (8 % Gangliosid-Gehalt) C. Leere Nanodisks.
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Abbildung 46: SPR-Bindungskinetik von Choleratoxin an Gangliosid-haltige Nanodisks.

A. Bindung an GM1-Nanodisks (Gangliosid-Gehalt: 8 %). B. Bindung an Asialo-GM1-Nanodisks (Gangliosid-Gehalt 8 %).
Nanodisks wurden nach der beschriebenen Methode (2.5.1) hergestellt. Fiir die SPR-Messungen wurden die Nanodisks
iiber einen anti-His-Antikorper auf einem CMS5-Sensorchip immobilisiert. Es wurden danach innerhalb eines
Messzyklus 2 (A) bzw. 3 (B) Konzentrationen (siehe Abbildung) Choleratoxin (120 s; 30 pl/min) injiziert. Die durch
Pufferinjektion eingeleitete Dissoziation wurde fiir 300 s (A) bzw. 400 s beobachtet. Durchgezogene Linien stellen die
Messkurven dar, gestrichelte Linien kennzeichnen den zugehoérigen Fit (1:1 Bindungsmodell).
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Abbildung 47: Bindung der zu Rizin bzw. Abrin homologen Agglutinine an Asialo-GM1-Nanodisks.

A. Agglutinin aus R. communis. B. Agglutinin aus A. precatorius. Nanodisks wurden wie in (2.5.1) beschrieben hergestellt
und in einem SPR-Assay gemessen. Nach der Immobilisierung auf einem Sensorchip durch einen anti-His-Antikérper
folgte die Injektion des jeweiligen Agglutinins (120 s, 30 pl/min) in einer1:3 Verdiinnungsreihe wie angegeben. Die
Dissoziation wurde iiber einen Zeitraum von 300 s gemessen. Durchgezogene Linien stellen die Messkurven dar,
gestrichelte Linien kennzeichnen den zugehérigen Fit (1:1 Bindungsmodell).
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Abbildung 48: Bindung der zu Rizin bzw. Abrin homologen Agglutinine an Asialofetuin.

A. Agglutinin aus R. communis. B. Agglutinin aus A. precatorius. Asialofetuin wurde mittels EDC/NHS-Chemie kovalent
an die Oberflache eines CM5-Sensorchips gebunden. Nach der Immobilisierung folgte die Injektion des jeweiligen
Agglutinins (120 s, 30 pl/min) in einer 1:3-Verdiinnungsreihe wie angegeben. Die Dissoziation wurde iiber einen
Zeitraum von 300 s gemessen. Durchgezogene Linien stellen die Messkurven dar, gestrichelte Linien kennzeichnen den
zugehorigen Fit (1:1 Bindungsmodell).

Tabelle 50: Monoklonale Detektionsantikérper fiir den Nachweis von Abrin im ELLA.

Finger Detektor ECso (ng/ml)
AP430 AP3202-Bio 11
AP3202-Bio 14,8
AP3659-Bio 44,1
AP3808-Bio 47,2
Asialofetuin
AP10-Bio -
AP54-Bio -
AP69-Bio -

ECso = halbmaximale Effektorkonzentration
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6.1.2 Vor-Ort-Nachweise fiir Rizin und Abrin

Abbildung 49: Bindung von TcdA und B an
Asialofetuin im Vergleich zu Rizin.

Die Immobilisierung von Asialofetuin (4 pg/ml)
erfolgte auf einer Mikrotiterplatte tiber Nacht.

3 $£2 Nach Blockade der unspezifischen Bindungen
= TcdB wurden Rizin (blau); TcdA (grau) und TcdB

(schwarz) in seriellen 1:10-Verdiinnungsreihen
von 0,001 bis 1000 ng/ml in 0,1 %BSA/PBS-T
inkubiert. Anschlieffend erfolgte die Detektion
der Toxine mit den toxinspezifischen
biotinylierten Antikérpern R18-Bio (Rizin),
TcdA3211-Bio (TcdA) wund TcdB3322-Bio
(TcdB). Es schloss sich die Entwicklung mit Poly-
HRP und TMB an. Die Werte wurden in
Einzelbestimmung gemessen.  Gestrichelte
Linien zeigen die ECso-Werte: in blau Rizin (0,24
ng/ml) und in grau TcdA (4,3 ng/ml).
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Abbildung 50: Chiplayout der pTD-Biochips zum Nachweis von Rizin und Abrin.

Monoklonale Antikérper (R21, anti-Rizin; AP430 und AP406, anti-Abrin) und Asialofetuin (ASF) wurden von Fa.
Analytik Jena auf Biochips gespottet (0,25 bis 0,75 mg/ml, siehe einzelne Positionen). Dabei diente biotinylierter
polyklonaler Kaninchenantikdrper als Positivkontrolle (PK) und Maus IgG als Negativkontrolle (NK).
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6.2 Shigatoxine Stx1 und Stx2

6.2.1 Bindung von Shigatoxinen an Globoside
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Abbildung 51: Bindung von Shigatoxinen an globosidhaltige Nanodisks.

Nanodisks wurden nach dem Standardprotokoll unter Verwendung von MSP1E3D1 und dem Phospholipid POPC
hergestellt. Die Nanodisks enthielten 8 % Gb3 und 4 % Galaktosylceramid (GalCer, blau), 8 % Gb3 (schwarz) oder
8 % Gb4 (grau). Alle Nanodiskpraparationen wurden auf Mikrotiterplatten immobilisiert (5 pg/ml). Es folgte die
Inkubation mit einer seriellen 1:10-Verdiinnungreihe von 0,01 bis 1000 ng/ml Stxla (links) bzw.
0,03 bis 3000 ng/ml Stx2a (rechts.). Die Detektion wurde mit den biotinylierten Antikdrpern 13C4 (Stx1) bzw. 11E10
(Stx2) vorgenommen. Es schloss sich die Entwicklung mit SA-Poly-HRP und TMB an. Dargestellt sind Ergebnisse eines
reprasentativen Experiments (n=1). Gestrichelte Linien zeigen die ECso-Werte.

6.2.2 Antikorpercharakterisierung
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Abbildung 52: SPR-Bindungskinetik Stx-spezifischer Antikérper.

Monoklonale Antikérper wurden iiber ein Mouse Capture Kit auf einem CM5-Sensorchip immobilisiert. Es folgte die
serielle Injektion (60 s; 30 pl/min) von Stxla (7,1 und 71 nM) oder Stx2a (21 und 210 nM). Durch Pufferinjektion
(300s) wurde die Dissoziation eingeleitet. Die Berechnung des Kurvenfits erfolgte unter Annahme eines
1:1-Bindungsmodells. Durchgezogene Linien zeigen Messkurven, gestrichelte Linien die zugehorigen Fits. Pfeile
kennzeichnen die Zugehorigkeit der gemessenen Antikérper zu den entsprechenden Messkurven.
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Abbildung 53: Epitopbinning von Stx1-spezifischen Antikérpern.
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Monoklonale Antikoérper (1. mAKk) wurden tliber ein Mouse Capture Kit auf einem CM5-Sensorchip immobilisiert. Es
folgten die Blockade mit unspezifischem Maus IgG und die Injektion von Stx1 (2 pg/ml). Anschlieffend wurde ein
zweiter monoklonaler Antikdrper (2. mAK) injiziert. Anhand des Kurvenverlaufs kann festgestellt werden, ob die beiden
Antikérper sich blockieren (gleiches Epitop, kein Signalanstieg bei Injektion des 2. mAk) oder ob sie kombinierbar sind
(distinkte Epitope, Signalanstieg bei Injektion des 2. mAKk).
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Abbildung 54: Epitop-Binning von Stx2-spezifischen Antikérpern.
Monoklonale Antikérper (1. mAk) wurden tiber ein Mouse Capture Kit auf einem CM5-Sensorchip immobilisiert. Es
folgten die Blockade mit unspezifischem Maus IgG und die Injektion von Stx2 (2 pg/ml). Anschlieffend wurde ein
zweiter monoklonaler Antikorper (2. mAK) injiziert. Anhand des Kurvenverlaufs kann festgestellt werden, ob die beiden
Antikérper sich blockieren (gleiches Epitop, kein Signalanstieg bei Injektion des 2. mAKk) oder ob sie kombinierbar sind
(distinkte Epitope, Signalanstieg bei Injektion des 2. mAk).

6.2.3 Bestimmung der Subtypenerkennung

6.2.3.1 Ubersicht Testung der Stx1-Subtypenerkennung

Testung der Uberstinde folgender Stimme:

Stx1la:
Stxlc:

EDL933
3560,/96

Stx1d: 7139/96
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Tabelle 51: Testung der Erkennung verschiedener Stx1-Subtypen.

Testung sensitivster mAk-mAKk-Kombinationen

Subtypen
Fanger Detektor
Stxla Stx1c Stx1d
13C4 109/4 +++ ++ -
MBS34 109/4 +++ ++ -
2H3 13C4 ++ ++ -
13C4 13C4 +++ ++ -
MBS34 13C4 +++ +++ +
3C10 13C4 T+ ++ +
Messung in verianderter Orientierung

MBS34/3C10 | 13C4 ++ ++ +
13C4 MBS34/3C10 +++ ++ e+

Beurteilung der Erkennung richtet sich nach Absorptionswerten (A) im ELISA:

+++ = A>20

++ = 1,0<A<2,0

+ = 02<A<10

- = A<0,2

6.2.3.2 Ubersicht Testung der Stx2-Subtypenerkennung

Testung der Uberstinde folgender Stimme:

Stx2a:

Stx2b:

Stx2c:

Stx2d:

Stx2e:
Stx2f:
Stx2g:

EDL933
18E0122

E32511/HSC

B2F1
2771/97
T4/97
7V
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Tabelle 52: Testung der Erkennung verschiedener Stx2-Subtypen.

Testung sensitivster mAk-mAKk-Kombinationen
L
Fanger Detektor Subtypen
Stx2a Stx2b Stx2c Stx2d Stx2e Stx2f Stx2g
1E1 11E10 +++ +++ +++ ++ +++ — ++
11F11 11E10 +++ — +++ — - - +++
1B5 11E10 +++ - +++ - - - +++
MBS36 11E10 +++ +++ +++ +++ +++ - +++
136/8 11E10 +++ +++ +++ +++ +++ — +++
1E1 11F11 +++ — +++ — — — +
135/6 11F11 +++ — +++ — — — ++
1E1 BB12 +++ — +++ ++ +++ +++ +
11E10 BB12 +++ + +++ ++ +++ — +
135/6 BB12 +++ + +++ ++ +++ ++ ++
1E1 136/8 +++ - +++ — + + +
136/8 135/6 +++ - +++ + +++ - +
MBS36 BB12 +++ — ++ - ++ ++ —
Testung verschiedener Detektoren mit NDs als Fanger
NDs 1E1 +++ + +++ + +++ ++ +
NDs 11E10 +++ ++ t++ ++ +++ - ++
Ry
Messung finaler Kombinationen

1E1 11E10/BB12 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
NDs 1E1/11E10 +++ ++ +++ +++ ++ ++ ++

Beurteilung der Erkennung richtet sich nach Absorptionswerten (A) im ELISA:

+4++ = A>20

++ = 1,0<A<20

+ = 02<A<1,0

- = A<0,2
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6.2.4 Lagerstabilitit von Gb3/GalCer-Nanodisks

Stxla Stx2a
150 150 — Referenz (80 °C)
4 ¥ 2 Wochen (4 °C)
N ¥ 3 Monate (4 °C)
_, 100 o N - 100 Y ¥ 6 Monate (4 °C)
o ~ o
< <
50 1
0 ' T 0 = T .
0 300 600 900 0 300 600 900

Zeit (s) Zeit (s)

Abbildung 55: SPR-basierte Uberpriifung der Lagerungsstabilitit von Gb3/GalCer-Nanodisks.
Gb3/GalCer-Nanodisks wurden nach Herstellung fiir 2 Wochen, 3 Monate bzw. 6 Monate bei 4 °C gelagert. Als
Referenzprobe (grau) dienten tber 6 Monate bei-80°C gelagerte Nanodisks. Die Immobilisierung auf dem
CM5-Sensorchip erfolgte iiber ein His Capture Kit. Es folgte die Injektion (120 s, 30 pl/min) von zwei ansteigenden
Konzentrationen Stxla (links) bzw. Stx2a (rechts). Die Dissoziation (400s) wurde durch eine Pufferinjektion
eingeleitet.

® Referenz (-80 °C)
-®- Lagerung (4 °C)
-®- Lagerung (20 °C)

level (ARU)

Immobilisierungs-

0 L] I T I L} I L] I L} I L] I
0 1 2 3 4 5 6
Lagerung (Monate)

Abbildung 56: Immobilisierungsdichte von NDs (versch. Lagerungstemperaturen und -zeiten).
Gb3/GalCer-Nanodisks wurden hergestellt und fiir verschiedene Zeitrdume (2 Wochen bis 6 Monate) bei 4°C (grau)
bzw. bei 20°C (orange) gelagert. Als Referenz dienten iiber 6 Monate bei —80°C gelagerte Nanodisks. Alle Nanodisks
wurden ausgehend von der Konzentration nach Herstellung auf 3 pg/ml in Laufpuffer verdiinnt und fiir 180 s bei
10 pl/min iiber ein His Capture Kit auf einem CM5-Chip immobilisiert. Die dabei ermittelten Immobilisierungsdichten
wurden gegeniiber der Lagerungszeit aufgetragen. Zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen Lagerungsdauer und
Immobilisierungsdichte wurde mittels linearer Regression eine Gerade (KI=95 %) durch die Datenpunkte einer
Lagerungstemperatur erstellt.
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6.2.5 Vor-Ort-Nachweis der Shigatoxine

13
leere NDs
13 nm
15
Gb3-NDs leere NDs
10 nm 13 nm

Abbildung 57: Chiplayout der pBDi-Biochips fiir den Nachweis der Shigatoxine.

Monoklonale Antikdrper (13C4 und 3C10, anti-Stx1; MBS36, anti-Stx2) und verschiedene Nanodisks (NDs, leere und
Gb3/GalCer-Nanodisks auf der Basis von MSP1D1 D73C fiir einen ND-Durchmesser von 10 nm oder MSP1E3D1 D73C
fiir einen ND-Durchmesser von 13 nm) wurden von Fa. Bruker Daltonik auf Biochips gespottet (je 0,5 mg/ml). Dabei

diente biotinylierter polyklonaler Kaninchenantikérper als Positivkontrolle (PK) und Maus IgG als Negativkontrolle
(NK).

anti-His Abbildung 58: Nachweis der Immobilisierung von
300 Nanodisks auf Biochips.

Die Stx-spezifischen Antikérper 13C4 und MBS36
T sowie Gb3/GalCer-Nanodisks wurden auf
Goldelektroden von Biochips immobilisiert. Nach der
Inkubation mit biotinyliertem anti-His-Antikérper
(10 pg/ml) wurde mit SA-B-Galaktosidase und
4-Aminophenyl-B-D-Galaktopyranosid entwickelt und
das elektrochemische Signal ausgelesen. Dargestellt
ist die Messung von einem Biochip, aufgetragen ist der
Mittelwert des auf die Positivkontrolle normierten
Messwerts mit Standardabweichung der gemessenen
0 Doppelspots.

Antikdrper NDs

2001

1004

Steigung (%)
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6.3 Clostridium perfringens Enterotoxin

6.3.1 Immunisierungen

6.3.1.1 Hybridomfusionen basierend auf den Domanen RBD und ZD

Immunisierung mit der RBD

Stamm fiir Maus 1 und 2: BALB/c
Stamm fiir Maus 3 und 4: NMRI
Antigen: CPE RBD

Tabelle 53: Immunisierung mit CPE RBD.

Tag Durchfithrung Antigenmenge (pg) Puffer

1 Immunisierung (M1-4) 5 PBS; 50 % KFA
26 Immunisierung (M1-4) 5 PBS; 50 % IFA
36 Blutabnahme fir Titertest (M1-4) - -

54 Immunisierung (M1-4) 5 PBS; 50 % IFA
162 Immunisierung (M1 und M3) 3,7 PBS; 50 % IFA
188 Immunisierung (M3) 3,7 PBS; 50 % IFA
215 1. Boost (M3) 2 PBS

216 2. Boost (M3) 2 PBS

217 2. Boost (M3) 2 PBS

218 Fusion (M3) - -

Mause sind mit M und der zugehdrigen Nummer abgekiirzt; KFA = Komplettes Freund-Adjuvans; IFA = Inkomplettes
Freund-Adjuvans

Immunisierung mit der ZD

Stamm fiir Maus 5 und 6: BALB/c
Stamm fiir Maus 7: NMRI
Antigen: CPE ZD

Tabelle 54: Inmunisierung mit CPE ZD.

Tag Durchfithrung Antigenmenge (pg) Puffer

1 Immunisierung (M5-7) 10 PBS; 50 % KFA
26 Immunisierung (M5-7) 10 PBS; 50 % IFA
38 Blutabnahme fiir Titertest (M5-7) - -

55 Immunisierung (M5-7) 5 PBS; 50 % IFA
89 1. Boost (M7) 5 PBS

90 2. Boost (M7) 5 PBS

91 Fusion (M7) - -

Mause sind mit M und der zugehdrigen Nummer abgekiirzt; KFA = Komplettes Freund-Adjuvans; IFA = Inkomplettes
Freund-Adjuvans
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Abbildung 59: Titer von Mausen nach Immunisierung mit CPE-Doménen.
Mause (abgekiirzt mit M) wurden mit RBD (A) bzw. ZD (B) immunisiert. Nach der zweiten Immunisierung wurde Blut
entnommen, welches bei 2.000 x g zentrifugiert wurde. Das erhaltene Serum wurde im indirekten ELISA getestet. Dazu
wurden die Antigene (500 ng/ml) in 1 pg/ml BSA/PBS immobilisiert, nach Blockade unspezifischer Bindung mit den
Sera in den angegebenen Verdiinnungen inkubiert und mit Fcy-spezifischer anti-Mouse-POD sowie nachfolgend mit
TMB entwickelt. Die Pfeile geben die Mause an, bei denen spater die Milzentnahme fiir die Hybridomfusion erfolgte.

6.3.1.2 Hybridomfusion basierend auf dem CPE-Gesamttoxin

Stamm fiir Maus 8 und 9: BALB/c
Stamm fiir Maus 10 und 11: NMRI
Antigen: CPE D48A

Tabelle 55: Inmunisierung mit CPE D48A.

— 1:1.000

— 1:10.000
= 1:100.000
s 1:1.000.000

Tag Durchfithrung Antigenmenge (ug) Puffer

1 Immunisierung (M8-11) 10 PBS; 50 % KFA
31 Immunisierung (M8-11) 10 PBS; 50 % IFA
43 Blutabnahme fiir Titertest (M8-11) - -

54 Immunisierung (M10, 11) 10 PBS; 50 % IFA
65 1. Boost (M10) 6 PBS

66 2. Boost (M10) 6 PBS

67 2. Boost (M10) 6 PBS

68 Fusion (M10) - -

Mause sind mit M und der zugehdrigen Nummer abgekiirzt; KFA = Komplettes Freund-Adjuvans; IFA = Inkomplettes
Freund-Adjuvans
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Abbildung 60: Testung des Titers immunisierter Miuse gegen CPE-Proteine.

Die Immunisierung von Mdusen (M8 bis M11) erfolgte mit einer CPE D48A. Nach der Blutentnahme (Tag
43, Immunisierungsschema) wurde Serum durch Zentrifugation bei 2.000 x g gewonnen. Die Testung im
indirekten ELISA erfolgte unter Immobilisierung folgender Antigene (500 ng/ml): CPE D48A (A), CPE (B),
RBD (C) und ZD (D) zu je 500 ng/ml. Die Entwicklung erfolgte mit Fcy-spezifischer anti-Maus-POD und
TMB. Pfeile kennzeichnen den Titer der fiir die Hybridomfusion ausgewahlten Maus.

6.3.2 Charakterisierung CPE-spezifischer Antikorper

kDa CPE1 CPES8 CPE281 | CPE384 CPE526 | CPE562 CPE639 | CPE1339
100
70 — L 1=CPE

2 = Etx

I S 4 Y | K| K 4

15

Abbildung 61: CPE-spezifische monoklonale Antikérper im Western Blot.

Monoklonale Antikérper wurden im Western Blot auf die Erkennung von CPE (1) und Etx (2; Negativkontrolle) getestet.
Dazu wurden je 250 ng der Antigene in reduzierendem Probenpuffer auf 12 % SDS-PAGE-Gele aufgetragen und
aufgetrennt. Die Ubertragung der Proteine auf aktivierte PVDF-Membranen erfolgte mittels Elektroblot. Nach Blockade
unspezifischer Bindungen wurde mit CPE-spezifischen Antikdrpern (1 pg/ml) inkubiert. Die Entwicklung wurde mit
biotinyliertem Ziege anti-Maus-Antikorper, Avidix-Alkalische Phosphatase und CDP-Star vorgenommen. Als Marker
diente PageRuler Prestained Protein Ladder. Die Entwicklungszeiten waren 20 s (CPE1; CPE562; CPE1339), 60 s
(CPE58; CPE281; CPE526; CPE639) und 2 min (CPE384). *CPE-Bande aufgrund der Verwendung einer mit CPE
kontaminierten Etx-Charge.
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Abbildung 62: SPR-Bindungskinetik von CPE-spezifischen Antikérpern.
Gereinigte monoklonale Antikérper wurden {iber ein Mouse Capture Kit auf einem CM5-Sensorchip immobilisiert. Es
folgte die sequenzielle Injektion (120 s; 30 pl/min) von CPE in den angegebenen Konzentrationen (siehe Pfeile, Abfolge
wie bei CPE1). Durch Pufferinjektion (1200 s) wurde die Dissoziation eingeleitet. Die Berechnung des Kurvenfits
erfolgte unter Annahme eines 1:1-Bindungsmodells. Durchgezogene Linien zeigen Messkurven, gestrichelte Linien die
zugehorigen Fits. Die Klone CPE66 und 307 wurden aufgrund ihres schlechten Bindungsverhaltens gegeniiber CPE von
der weiteren Untersuchung ausgeschlossen.
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Abbildung 63: Epitopbinning von CPE-spezifischen Antikérpern.

Gereinigte monoklonale Antikdrper (1. mAk) wurden iiber ein Mouse Capture Kit auf einem CMS5-Sensorchip
immobilisiert. Es folgten die Blockade mit unspezifischem Maus IgG und die Injektion von CPE (2 pg/ml). Anschliefend
wurde ein zweiter monoklonaler Antikérper (2. mAK) injiziert. Anhand des Kurvenverlaufs kann festgestellt werden,
ob die beiden Antikorper sich blockieren (gleiches Epitop, kein Signalanstieg bei Injektion des 2. mAk) oder ob sie
kombinierbar sind (distinkte Epitope, Signalanstieg bei Injektion des 2. mAKk).
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Abbildung 64: Bindung von TcdA und B an
Claudin-4.

Claudin-4 (2 pg/ml) wurde auf einer Mikrotiterplatte
immobilisiert. Nach Blockade der unspezifischen
Bindungen wurden CPE (blau), TcdA (grau) und TcdB
(schwarz) in seriellen 1:10-Verdiinnungsreihen von
0,001 bis 1000 ng/ml in 0,1 % BSA/PBS-T inkubiert.
AnschliefRend erfolgte die Detektion der Toxine mit
den toxinspezifischen biotinylierten Antikérpern
CPE562-Bio (CPE), TcdA3211-Bio (TcdA) und
TcdB3322-Bio (TcdB). Es schloss sich die Entwicklung
mit Poly-HRP und TMB an. Die Werte wurden in
Einzelbestimmung gemessen (n=1). Gestrichelte
Linien zeigen die ECso-Werte: in blau CPE (0,01 ng/ml)
und in grau TcdA (45 ng/ml).

& CPE
# TcdA
= TcdB

A (450 nm - 620 nm)

Antigen (ng/ml)

6.3.3 Vor-Ort-Nachweis von CPE

CLDN4
+BSA
CLDN4

+BSA

Abbildung 65: Chiplayout der pBDi-Chips zum Nachweis von CPE.

Monoklonale Antikdrper (CPE1, anti-CPE; Etx146 und Etx484, anti-Etx) und Claudin-4 (CLDN4) wurden von Fa. Bruker
Daltonik auf Biochips gespottet (je 0,5 mg/ml). Claudin-4 wurde zusatzlich auf zwei Positionen zusammen mit BSA
immobilisiert. Hierbei diente biotinylierter polyklonaler Kaninchenantikérper als Positivkontrolle (PK) und Maus IgG

als Negativkontrolle (NK).
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6.4 Epsilon-Toxin aus C. perfringens

6.4.1 Antigencharakterisierung

kDa| |
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Abbildung 66: Detektion von MAL im Western Blot.
Die Antigene MAL (ungekoppelt) und GST in
reduzierendem Probenpuffer (mit -Mercaptoethanol)
wurden auf ein 14 % SDS-Gel aufgetragen (je 300 ng)
und elektrophoretisch getrennt. Nach Transfer der
Proteine auf eine PVDF-Membran und Blockade
unspezifischer Bindungen wurde mit (A) polyklonalem
MAL-spezifischem (1:500) bzw. (B) monoklonalem
GST-spezifischem (1:100) Antikérper inkubiert. Die
Entwicklung wurde mit biotinyliertem (A) Ziege
anti-Kaninchen- bzw. (B) Ziege anti-Maus-Antikorper,
Avidix-Alkalische Phosphatase und CDP-Star fiir (A)
3min bzw. (B) 20s vorgenommen. Blaue Punkte
kennzeichnen = MAL-spezifische =~ Banden,  gelbe
GST-Banden.

6.4.2 Untersuchung von MAL als Rezeptor fiir Etx
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Abbildung 67: Assemblierung von Nanodisks mit ungekoppeltem MAL.
Ungekoppeltes, rekombinantes MAL (entspricht Ansatz 1 in Abbildung 38) wurde im Verhaltnis 1:50 (A) bzw. 1:25 (B)
zu MSP mit dem Lipid POPC assembliert. POPC wurde dazu eingetrocknet, mit Natriumdesoxycholat rekonstituiert und
bei 0°C mit MSP1E3D1 und MAL vorinkubiert. Entgaste Bio-Beads SM-2 dienten zur Entfernung des Detergenzes. Nach
der Assemblierung erfolgte die Reinigung der Nanodisks mittels Grofdenausschlusschromatographie (SEC, oben). Die
Insertion von MAL wurde im indirekten ELISA iberpriift (unten). Die aus der SEC stammenden Fraktionen wurden auf
einer Mikrotiterplatte immobilisiert (ca. 3 pg/ml bezogen auf MSP) und mit polyklonalem MAL-spezifischem
Antikorper inkubiert. Die Entwicklung erfolgte mit anti-Kaninchen POD und TMB. Als Positivkontrolle (PK) fungierte
immobilisiertes MAL (500 ng/ml). Die gestrichelten Linien kennzeichnen die bei der SEC gesammelten Fraktionen.
Grau markierte Bereiche zeigen das Elutionsvolumen fiir 13 nm grof3e, leere Nanodisks an.
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Abbildung 68: Assemblierung von NDs mit immobilisiertem MAL in variabler Lipidumgebung.

Rekombinantes, an einer Matrix immobilisiertes MAL wurde im Verhaltnis von 1:10 zu MSP in verschiedenen
Lipidumgebungen zu Nanodisks assembliert (entspricht Ansatz 2a in Abbildung 38). A. POPC (100 %) B. POPC (80 %)
und Cholesterol (20 %) C.POPC (70 %); Sphingomyelin (20 %) und Cholesterol (10 %). Die Lipide wurden
eingetrocknet, mit Natriumdesoxycholat rekonstituiert und bei 0°C mit MSP und MAL vorinkubiert. Entgaste
Bio-Beads SM-2 dienten zur Entfernung des Detergenzes. Nach der Assemblierung wurden die Nanodisks mit
reduziertem Glutathion (15mM) von der Matrix eluiert. Die Reinigung der Nanodisks erfolgte mittels
Groflenausschlusschromatographie (SEC, oben). Die Insertion von MAL wurde im indirekten ELISA liberprift (unten).
Die aus der SEC stammenden Fraktionen wurden auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert und mit polyklonalem
MAL-spezifischem Antikérper inkubiert. Die Entwicklung erfolgte mit anti-Kaninchen POD und TMB. Als
Positivkontrolle (PK) fungierte immobilisiertes MAL (500 ng/ml). Die gestrichelten Linien kennzeichnen die bei der
SEC gesammelten Fraktionen. Grau markierte Bereiche zeigen das Elutionsvolumen fiir 13 nm grof3e, leere Nanodisks
an.
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Abbildung 69: Assemblierung von NDs mit immobilisiertem MAL unter Abspaltung des GST-Tags.
Rekombinantes, an einer Matrix immobilisiertes MAL wurde im Verhaltnis von 1:5 zu MSP mit dem Lipid POPC zu
Nanodisks assembliert (entspricht Ansatz 2b in Abbildung 38). Nachdem die Elution von der Matrix erfolgt war, wurde
der Assemblierungsansatz zur Abspaltung des GST-Tags mit Thrombin versetzt (16 h, 22°C). Die Reinigung der
Nanodisks erfolgte mittels Groéfsenausschlusschromatographie. (A) Dargestellt ist das Chromatogramm der Reinigung
(Absorption bei 227 nm in Abhédngigkeit des Elutionsvolumens). Grau markierte Bereiche zeigen das Elutionsvolumen
fiir 13 nm grofle, leere Nanodisks an. (B) Die enzymatische Spaltung wurde durch Auftrennung in 14 % SDS-Gelen
(reduzierende Bedingungen, mit -Mercaptoethanol) und Anfarbung mit Coomassie-Blue kontrolliert. Folgendes wurde
aufgetragen: 1: Assemblierungsansatz vor Verdau und 2: nach Verdau mit Thrombin (je 350 ng bezogen auf MSP);
3: MSP (400 ng) und 4: unverdiinnte Fraktion aus der SEC mit hdchsten Absorptionswerten (227 nm). Farbige Punkte
markieren spezifische Banden des ungespaltenen MAL (tiirkis), gespaltenes MAL (blau), GST (gelb) und MSP (grau).
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Abbildung 70: Enzymatische Spaltung von MAL und Extraktion mit organischen Lésungsmitteln.

An Matrix gekoppeltes MAL (etwa 650 pg) wurde zur Abspaltung des GST-Tags mit Thrombin (16 h; 22°C) inkubiert
(entspricht Ansatz 3 in Abbildung 38). Zur Uberwachung der Spaltung (A, 1-3) wurden Proben vor der Inkubation (1)
und danach (2: sedimentierte Matrix; 3: Uberstand) genommen. Die Auftrennung erfolgte in 14 % SDS-Gelen unter
reduzierenden Bedingungen. Die aufgetrennten Proteine wurden mit Coomassie-Blue angefarbt. Nach dem Verdau
wurden Sediment (Sepharose-Matrix) und Uberstand voneinander getrennt gehandhabt. Das Sediment wurde mit etwa
dem gleichen Volumen Puffer (100 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl) aufgeschlimmt. Sediment und Uberstand wurden einer
Extraktion mit einer Chloroform-Methanol-Mischung (2:1) unterzogen (A, 4-7). Es folgte die Trennung von organischer
(4: Sediment; 6: Uberstand) und wiéssriger Phase (5: Sediment, 7: Uberstand). Die Auftragung in 14 % SDS-Gelen
erfolgte direkt (wassrigen Phase) bzw. unter Verdampfung des Losungsmittels und Wiederaufnahme in reduzierendem
Probenpuffer (organische Phase). Proteinbanden wurden mittels Silberfirbung detektiert. Der Nachweis des
gespaltenen MALs (ohne GST-Tag) erfolgte mittels Western Blot (B). Dazu wurde das Sediment mit Uberstand nach
Verdau auf 14 % SDS-Gelen aufgetragen und mit Coomassie-Blue angefarbt (8) bzw. mittels Elektroblot auf eine
PVDF-Membran iibertragen (9). Nach Blockade unspezifischer Bindungen wurde Letztere mit einem MAL-spezifischen
Antikérper und anschlieffend mit biotinyliertem Ziege anti-Kaninchen Antikérper inkubiert. Die Entwicklung erfolgte
mit Avidix-Alkalische Phosphatase und CDP-Star. Dabei betrug die Entwicklungszeit 20 s. Farbige Punkte in Gelen (A)
und Western Blots (B) kennzeichnen spezifische Banden des ungespaltenen MAL mit GST-Tag (tiirkis), gespaltenes
MAL (blau) und GST (gelb).
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Abbildung 71: Herstellung von SMALPs aus Etx-sensitiven MDCK-Zellen.

Fiir die Herstellung von SMALPs (SMA lipid particles, entspricht Ansatz 4 in Abbildung 38) aus MDCK-Zellen (ATCC;
CRL-2936) wurden diese den Herstellerangaben entsprechend in EMEM mit 10 % FKS kultiviert. Die Lyse von etwa
1x107 Zellen erfolgte durch Inkubation mit 1 ml 2 % SMA (3:1)-Puffer (20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA,
10 mM MgClz, 25 U Benzonase) bei 20°C fiir eine Stunde. Nach Ultrazentrifugation (1 h, 100.000 x g) wurde der
Uberstand abgetrennt und per Gréfienausschlusschromatographie (Superdex200 Increase 10/300 gI) untersucht (A).
Die dabei gesammelten Fraktionen (1-6) wurden mittels BCA-Kit auf ihren Gesamtproteingehalt getestet und
nachfolgend zur Durchfithrung eines Sandwich-ELISAs (B) auf Mikrotiterplatten immobilisiert (5 pg/ml
Gesamtprotein). Nach Blockade unspezifischer Bindungen folgte die Inkubation mit seriellen 1:10-Verdiinnungsreihen
von rekombinantem Etx (links) bzw. CPE (rechts). Die Detektion wurde mit Etx212-Bio bzw. CPE562-Bio
vorgenommen. Abschlieflend erfolgte die Entwicklung mit SA-Poly HRP und TMB.
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6.4.3 Immunisierungen

Stamm fiir Maus 12 und 13: BALB/c
Stamm fiir Maus 14 und 15: NMRI
Antigen: PEtx Y84A

Tabelle 56: Inmunisierung mit PEtx Y84A.

Tag Durchfithrung Antigenmenge (ug) Puffer

1 Immunisierung (M12-15) 10 PBS; 50 % KFA
29 Immunisierung (M12-15) 20 PBS; 50 % IFA
39 Blutabnahme fiir Titertest (M12-15) - -

50 Immunisierung (M15) 20 PBS; 50 % IFA
61 1. Boost (M15) 5 PBS

62 2. Boost (M15) 5 PBS

63 3. Boost (M15) 5 PBS

64 Fusion (M15) - -

Méuse sind mit M und der zugehérigen Nummer abgekiirzt; KFA = Komplettes Freund-Adjuvans; IFA = Inkomplettes
Freund-Adjuvans
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Abbildung 72: Testung des Titers immunisierter Mause gegen Etx.

Die Immunisierung von Mausen (M12 bis M15) erfolgte mit PEtx Y84A. Nach der Blutentnahme (Tag 39,
Immunisierungsschema) wurde Serum durch Zentrifugation bei 2.000 x g gewonnen. Die Testung im
indirekten ELISA erfolgte mit immobilisiertem PEtx Y84 A (A) und Etx (B) zu je 500 ng/ml. Die Entwicklung
erfolgte mit Fcy-spezifischer anti-Maus-POD und TMB. Pfeile kennzeichnen den Titer der fiir die

Hybridomfusion ausgewahlten Maus.

156



Anhang

6.4.4 Charakterisierung Etx-spezifischer Antikoérper
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Abbildung 73: Untersuchung Etx-spezifischer monoklonaler Antikérper im Western Blot.

Monoklonale Antikdrper wurden im Western Blot auf die Erkennung von CPE (1, Negativkontrolle) und Etx (2) getestet.
Antigene (je 250 ng) wurden in reduzierendem Probenpuffer auf 12 % SDS-PAGE-Gele aufgetragen und aufgetrennt.
Nach Ubertragung der Proteine auf aktivierte PVDF-Membranen mittels Elektroblot und Blockade unspezifischer
Bindungen wurde mit Etx-spezifischen Antikérpern (1 pg/ml) inkubiert. Die Entwicklung wurde mit biotinyliertem
Ziege anti-Maus-Antikorper, Avidix-Alkalische Phosphatase und CDP-Star vorgenommen. Als Marker diente PageRuler
Prestained Protein Ladder. Die Entwicklungszeiten waren 30 s (Etx146, Etx343) bzw. 60 s (Ex212, Etx444, Etx484,
Etx755, Etx905).
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Abbildung 74: SPR-Bindungskinetik von Etx-spezifischen Antikérpern.

Gereinigte monoklonale Antikérper wurden iiber ein Mouse Capture Kit auf einem CM5-Sensorchip immobilisiert. Es
folgte die sequenzielle Injektion (120 s; 30 pl/min) von Etx in den angegebenen Konzentrationen (siehe Pfeile, Abfolge
wie bei Etx905). Durch Pufferinjektion (1200 s) wurde die Dissoziation eingeleitet. Die Berechnung des Kurvenfits
erfolgte unter Annahme eines 1:1-Bindungsmodells. Durchgezogene Linien zeigen Messkurven, gestrichelte Linien die
zugehorigen Fits.
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Abbildung 75: SPR-basiertes Epitopbinning Etx-spezifischer Antikorper.
Gereinigte monoklonale Antikdrper (1. mAk) wurden iiber ein Mouse Capture Kit auf einem CM5-Sensorchip
immobilisiert. Es folgten die Blockade mit unspezifischem Maus IgG und die Injektion von Etx (2 pg/ml). Anschlief3end
wurde ein zweiter monoklonaler Antikérper (2. mAK) injiziert. Anhand des Kurvenverlaufs kann festgestellt werden,
ob die beiden Antikdrper sich blockieren (gleiches Epitop, kein Signalanstieg bei Injektion des 2. mAk) oder ob sie
kombinierbar sind (distinkte Epitope, Signalanstieg bei Injektion des 2. mAKk).
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6.4.5 Vor-Ort-Nachweis von Etx

Abbildung 76: Chiplayout von pBDi-Chips zum Nachweis von Etx.

Etx-spezifische monoklonale Antikorper (Etx146, Etx343, Etx444, Etx484, Etx905) wurden von Fa. Bruker Daltonik auf

Biochips gespottet (je 0,5 mg/ml). Hierbei diente biotinylierter polyklonaler Kaninchenantikérper als Positivkontrolle
(PK) und Maus IgG als Negativkontrolle (NK).
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