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1 Einleitung

1  Einleitung
1.1 Relevanz  biologischer  Toxine im  Gesundheits-,

Lebensmittel- und Sicherheitsbereich

In der groBen Gruppe der biologischen Toxine werden giftige Substanzen zusammengefasst, die
von Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Tieren produziert werden und die eine schéadigende
Wirkung auf einen Organismus auslben. Insgesamt gibt es mehr als zweihundert bakterielle
Toxine und dreihundert Pflanzentoxine, welche fur den Menschen pathogen sind [1, 2]. Die
Toxine, auf denen diese Arbeit den Schwerpunkt legt, sind aufgrund ihrer hohen Letalitét
und/oder ihres gehduften Vorkommens besonders relevant. Proteine unterschiedlicher GréRe
mit verschiedenen Wirkungsmechanismen stehen im Fokus dieser Arbeit.
Es handelt sich um die bakteriellen Staphylokokken Enterotoxine (SE), Botulinum Neurotoxine
(BoNT) und das Pflanzengift Abrin. Diese flhren einerseits zu natirlichen Vergiftungen,
andererseits haben sie das Potential, als biologische Agenzien missbrauchlich verwendet zu
werden.
Nattrliche Vergiftungsfalle durch Toxine treten vor allem durch Lebensmittelvergiftungen auf.
Staphylokokken Enterotoxine fiihrten in der Vergangenheit zu massenhaften Intoxikationen mit
bis zu 13000 Erkrankten [3]. Vergiftungen mit Botulinum Neurotoxinen sind deutlich seltener
(ca. 10 Félle pro Jahr in Deutschland), koénnen aber letal enden [4, 5]. Akzidentelle
Vergiftungen mit Abrin werden in Einzelfallen berichtet [6, 7].
Biologische Toxine konnen flr bioterroristische Attentate missbraucht werden, um
Einzelpersonen oder Personengruppen zu schéadigen. SEs und die BoNTs werden von den
amerikanischen Behorden (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, und
Department of Health and Human Services, Washington D.C.) auf der Liste der mdglichen
biologischen Agenzien gefiihrt [8-10]. Hochste Prioritdt haben Substanzen der Kategorie A, wie
z. B. BoNTs: Diese Substanzen fiihren zu hoher Mortalitat und dadurch hohem Panikpotential
in der Bevolkerung. Besondere Vorbereitungen des 6ffentlichen Gesundheitsdienstes fur den
Fall von Ausbringungs- oder Anschlagsversuchen sind daher nétig, um effektive
gesundheitspolitische GegenmaRnahmen (z. B. spezielle Behandlungsoptionen) zu treffen. SEs
finden sich ebenso wie Rizin, welches zu Abrin nahe verwandt ist und die gleiche
Wirkungsweise hat, in der Kategorie B. Diese Toxine fiihren zu geringerer Mortalitat als
Kategorie-A-Toxine, trotzdem sollen Kompetenzen zur Detektion und Behandlung aufgebaut
werden [10, 11]. Abrin ist im Gegensatz zu Rizin nicht Kklassifiziert, seine Verwendung ist
dennoch eingeschrankt: So werden in den USA Labore, die mehr als 100 mg Abrin vorrétig
haben, registriert und kontrolliert [7]. Deutschland unterliegt Im- und Exportregulationen im
Bereich der biologischen Toxine, da es seit 1985 Mitglied der ,,Australia Group® ist, welche die
Einhaltung der Chemie- und Biowaffen-Ubereinkommen unterstiitzt. Auf der ,,Australia
1



1 Einleitung

Group“-Liste werden 19 Toxine gefuhrt, darunter die hier behandelten SEA, BoNT/C, /D, /E
und Abrin [12].

In der Vergangenheit kam es bereits zu einigen Ausbringungs- oder Anschlagsversuchen. Die
Aum-Sekte versuchte in den 1990er Jahren, in Japan Anschldge mit BoNTs durchzuftihren [13-
15]. Im Irak stellte man zwischen 1989 und 1990 20 000 | eines BoNT-haltigen Kulturiiber-
standes her, 100 Bomben wurden mit BoNT gefillt [14, 16]. Der bulgarische Schriftsteller und
Dissident Georgi Markov wurde mit Rizin vergiftet [17]. Staphylokokken Enterotoxin B (SEB)
wurde wahrend der 1960er Jahre in den USA als mdgliches biologisches Agenz untersucht [18].
Ein sicherer Nachweis dieser Toxine ist demnach sehr wichtig, um geeignete GegenmalRnahmen
einzuleiten. Daher sollten im Rahmen dieser Arbeit sensitive Detektionsverfahren fir

Staphylokokken Enterotoxine, Botulinum Neurotoxine und Abrin entwickelt werden.
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1.1.1 Staphylokokken Enterotoxine

Staphylokokken Enterotoxine (SE) sind ca. 30 kDa grofle Proteotoxine, welche zu
Lebensmittelvergiftungen fuhren [19].

Die SEs werden von Staphylococcus aureus (S. aureus) und seltener von Staphylococcus
intermedius produziert [20, 21]. S. aureus ist ein ubiquitdr vorkommendes, kugelférmiges
Gram-positives Bakterium. Es gehdrt in die Gruppe der opportunistischen Pathogene. Es wird
angenommen, dass 20 % der Bevdlkerung dauerhafte Trager von S. aureus sind und weitere
60 % zeitweise von diesem Dbesiedelt werden [22]. Am hdaufigsten wird es auf der
Nasenschleimhaut gefunden, wo es meist keine Infektionen verursacht. Erst wenn das
Immunsystem des Wirts geschwacht ist, kommt es zu einem Krankheitsgeschehen [23].
Besonders geféhrlich ist eine Infektion mit den Methicillin-resistenten Varianten von S. aureus
(MRSA), welche nicht mit den géngigen Antibiotika behandelt werden konnen [24, 25].

Die von S. aureus produzierten SEs flihren zu Lebensmittelvergiftungen. Die Hauptursachen
von Lebensmittelvergiftungen in der Européischen Union waren 2014 Viren (20,4 %),
Salmonellen (20 %) und bakterielle Toxine (16,1 %), wobei SEs etwa die Hélfte beitrugen
(7,5 % aller Ausbriiche). Die Inzidenz lag 0,12 pro 100000 Einwohner [26]. Da es sich nicht um
eine meldepflichtige Krankheit handelt, liegt die Dunkelziffer vermutlich hoher. In den USA
wird die Zahl der Erkrankten pro Jahr auf 241000 geschéatzt [4]. Symptome der SE-bedingten
Lebensmittelvergiftung sind Ubelkeit, Bauchkrampfe und Erbrechen, in manchen Féllen
zusétzlich Diarrhoe [27]. Die Symptome setzen sehr schnell ein (30 min bis 8 h), eine spontane
Erholung tritt meist nach 24 h ein [19].

Beispiele fur durch SEs hervorgerufene Lebensmittelvergiftungen werden in Tab. 1 angegeben,
weitere Beispiele finden sich in [20]. Besonders hdufig betroffene Lebensmittel sind Milch- und
Fleischprodukte [19].

Tab. 1: Beispiele fiir SE-bedingte Lebensmittelvergiftungen

Jahr Ort Quelle Erkrankungen Referenz
2000 Japan Milch 13000 [3]

2003 Brasilien Pfannkuchen mit Hihnerfleisch 42 [28]
2008 Frankreich  Nudelsalat 100 [20]
2013 Deutschland Eiscreme 13 [29]
2014 Schweiz Weichkase 14 [30]

Damit es zu einer Lebensmittelvergiftung mit SEs kommt, missen vier VVoraussetzungen erfillt
sein: (1) Eine Quelle: Lebensmittel oder menschlicher Trager, (2) eine Ubertragung auf das

Nahrungsmittel, (3) geeignete Bedingungen zum Wachstum und zur Toxinproduktion
3
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(Temperatur, pH, Zeit) und (4) Aufnahme ausreichender Mengen des Toxins [20]. Da SEs
hitzestabil sind, lassen sie sich durch Kochen nicht zerstéren [31]. Als minimale
wirkungsauslosende orale Dosis werden beim Menschen 0,1 pg angesehen [3, 32].

Das Enterotoxin SEB wird von den amerikanischen Behdrden in Kategorie B der potenziellen
biologischen Agenzien eingestuft [9, 10]. Es ist relativ einfach zuganglich, stabil gegentber
vielen Umwelteinflissen und aerosolisierbar [18]. Aus Versuchen mit Affen wird eine
halbmaximale letale Dosis von 20 ug/kg Korpergewicht abgeschatzt [33, 34]. Da die
gastrointestinalen Wirkungen viel friiher einsetzen (siehe oben), wird SEB als sogenanntes
incapacitating agent (handlungsunfahig machendes Agens) angesehen [35]. In den 1960er
Jahren wurden in den USA drei Programme zur Untersuchung von SEB als biologisches Agenz
durchgefuhrt [36]. SEA, auf welchen im Rahmen dieser Arbeit der Schwerpunkt liegen sollte,

sowie SEC, SED und SEE werden auf der amerikanischen Liste der select agents geftihrt [8].

Die Enterotoxine von S. aureus haben zwei wesentliche Wirkungsmechanismen. Zum einen
gehoéren sie in die Gruppe der Superantigene. Superantigene binden an T-Lymphozyten (T-
Zellen) und an den Haupthistokompabilitatskomplex 11 (MHC 11) Antigen-prasentierender
Zellen. Diese werden Antigen-unabhdngig miteinander in Kontakt gebracht, sodass es zu einer
polyklonalen Stimulierung der T-Zellen kommt (Abb. 1). Etwa 5-20 % der T-Zellpopulation
werden durch Superantigene aktiviert [37]. Durch die massive Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen flihrt dies zu einer systemischen Antwort des Immunsystems,

Fieber und in seltenen Féallen zu einem todlichen Schock [31, 38].

A B
TCR TCR
D
3 2P vp 15 2P ve
ntigen
peptide \
Super-
A antigen
MHC class |l MHC class |l

APC APC
Abb. 1: SEA als Superantigen
Schematische Darstellung der Antigen-Bindung (A) und einer Superantigen-Bindung (B). Durch die
Présentation eines Antigen-Peptids durch Haupthistokompabilitdtskomplex Il (MHC 1) Proteinen auf
Antigen-prasentierenden Zellen (APC) kann ein spezifischer T-Zell-Rezeptor (TCR) binden und so eine
Interaktion ausldsen (A). Das Superantigen fuhrt zur Antigen-unabhéngigen Interaktion von MHC Il und
TCR und zur Stimulierung der T-Zellen (B). Diese Abbildung stammt aus [39].
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Zum anderen haben SEs eine direkte Wirkung auf den Gastrointestinal-Trakt mit den
Symptomen Ubelkeit, Erbrechen, Bauchkrampfe und Diarrhoe [18, 40]. Dabei I6sen
Entzlindungsreaktionen im Darm Diarrhoe aus [41]. Die Ursache fiir das Erbrechen ist unklar.
Es wird vermutet, dass Rezeptoren im intestinalen Gewebe existieren, welche zu einer

Weiterleitung des Brechreizes Uber den VVagusnerv ins Gehirn fiihren [39, 40].

Staphylococcus aureus produziert eine Vielzahl verschiedener Enterotoxine. Diese werden in
zwei groBen Gruppen eingeteilt: SE mit emetischer (Erbrechen hervorrufender) Wirkung und
SE-&hnliche Toxine ohne diese Wirkung (SE-like, SEI) [42]. Die SEs werden nach ihrer
Entdeckung fortlaufend mit Buchstaben benannt [43]. 2015 waren SEA bis SEIY benannt [44].
SEF wurde in TSST-1 (toxic shock syndrome toxin) umbenannt, da es keine enterotoxische
Wirkung hat und daher nicht zu den SEs gezahlt wird [39]. Durch den Vergleich der
Proteinsequenz der Toxine untereinander lassen sich funf Gruppen definieren (Abb. 2). Zur
ersten Gruppe gehéren SEA, SEE, SEIP, SEIJ, SED, SEIN, SES, SEIO und SEH, zur zweiten
SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SEIU, SEG und SER. Die dritte Gruppe bilden SEI, SEIK, SEIM,
SEIV, SEIQ und SEIL. SET und TSST-1 werden in eigenen Gruppen gefihrt [27, 45].

SEA
__r: SEE
SEIP
e—— SE|J
SED
SEIN
SES
SEIO
SEH
SEB

——
SEC1
| 4SECZ
SEC3

SEIU
SEG
SER
SEI
SEIK
SEIM
SEIV
SEIQ
SEIL
SET
TSST-1

Abb. 2: Phylogenetische Einordung der SEs und SEls
Der Phylogenie-Baum basiert auf der neighbor joining Methode auf Aminosdure-Ebene. Die Toxine
werden in fiinf Gruppen eingeordnet. Diese Abbildung stammt aus [45].

Die Einteilung in Gruppen spiegelt sich in den Sequenzhomologien wider. SEA und SEE,
welche zur gleichen Gruppe gehdren, sind zu 81 % homolog (Tab. 2). SEA und SEB hingegen
gehoren zu verschiedenen Gruppen, sie weisen 31 % Homologie auf.
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Tab. 2: Sequenzhomologien in [%] der SEs auf Aminoséure-Ebene

SEB SEC1 SED SEE SEG SEH SEI SEJ

SEA 31 25 51 81 24 37 33 66
SEB - 67 33 30 46 24 23 30
SEC1 - 27 27 42 25 22 22
SED - 54 22 38 31 52
SEE - 25 38 31 64
SEG - 26 24 24
SEH - 25 36
SEJ 35 -

Diese Tabelle wurde modifiziert nach [31].

Die hédufigsten vorkommenden Toxine sind SEA, SEB und SED [18]. Lebensmittelvergiftungen
lassen sich in Frankreich, USA, GroRbritannien, Japan und Sudkorea am haufigsten (bis zu
90 % aller Falle) auf SEA zurlckfihren [27].

Besteht ein Verdacht auf eine durch SEs verursachte Lebensmittelvergiftung, wird zum einen
versucht, S. aureus selbst in den betroffenen Lebensmitteln nachzuweisen. Hierzu werden
verschiedene mikrobiologische Anzuchtverfahren durchgefiihrt, um mittels PCR-Methoden die
Toxingene zu detektieren [20, 46]. Zum anderen wird das Toxin direkt Uber verschiedene
Methoden nachgewiesen (Tab. 3). Dabei wurde der Schwerpunkt auf die Detektion von SEA
und SEB gelegt. Alle diese Systeme beruhen auf Antikorpern (Ak), daher ist deren Qualitat
entscheidend fiir die Gute des Nachweises. ELISAs (enzyme-linked immunosorbent assays) sind
sehr sensitiv, haben aber den Nachteil der langen Inkubationszeiten von mehreren Stunden.
Kommerziell erhdltlich sind 2zwei ELISAs, Vidas und Ridascreen, welche die
Standardmethoden des européischen Referenzlaboratoriums fiir SEs darstellen [47]. Diese
weisen SEA bis SEE aus verschiedenen Lebensmitteln nach, fir die anderen SEs existieren
bislang keine Standardmethoden. Sehr vielversprechend, aber noch nicht kommerziell
erhéltlich, sind verschiedene Biosensoren, die schnell und mit einer Nachweisgrenze (LOD) im
pg/ml-Bereich SEs detektieren. Lateral flow assays (LFA) sind mit einem LOD von
0,2-12,5 ng/ml weniger sensitiv, aber einfacher in der Anwendung. Eine unzweifelhafte
Detektion erfolgt mittels Massenspektrometrie. Da haufig Intoxikationen von Lebensmitteln mit
SEs auftreten, ist ein sensitiver und spezifischer Nachweis mdglichst aller SEs, auch aus
Matrizes, notig. Besonders bei industriell hergestellten Nahrungsmitteln muss eine

Kontamination zugig entdeckt werden, um Lebensmittelvergiftungen zu verhindern.
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Tab. 3: Uberblick: Detektionsméglichkeiten fur SEA und SEB

Methode LOD Dauer Matrizes Referenzen
Bioassay 0,3 ug? 3h - [39, 48]
PCR 200 fg/ul DNA  3h Kulturen, LM [46]

ELISA 32-100 pg/ml 8h Urin [49, 50]
ELISA (kommerziell) <31 pg/ml 4h Kulturiberstand, LM [51, 52]
RPLA 0,5 ng/ml 3h Kulturiberstand, LM [53]

LFA 0,2-12,5 ng/ml 5-20 min LM, Urin [54-56]
Bead-Assay 0,1-0,3 ng/ml 2h Kulturiberstand, LM [57, 58]
Biosensoren 0,1-500 pg/ml 10min-20h LM [59-64]

MS 0,25 ng/ml 8h LM, Urin [65]

PCR polymerase chain reaction, ELISA enzyme-linked immunosorbent assay, RPLA Rapid latex
agglutination test, LFA lateral flow assay, MS Massenspektrometrie, LOD Detektionslimit, LM
Lebensmittel, * halbmaximale emetische Dosis in der Moschusspitzmaus pro Tier
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1.1.2 Botulinum Neurotoxine

Botulinum Neurotoxine (BoNT) sind die giftigsten Substanzen, die bisher bekannt sind. Sie
gehoren in die Gruppe der hochmolekularen Proteotoxine. Das aktive, 150 kDa groRRe Protein
wirkt als Nervengift und ruft die Krankheit Botulismus hervor [66].

BoNTs werden von verschiedenen Clostridien (C.)-Arten, namlich C. botulinum, C. butyricum,
C. baratii sowie C. argentinensis, produziert [67, 68]. Diese Gram-positiven, sporenbildenden
Bakterien leben obligat anaerob. Daneben gibt es atoxische Vertreter dieser Spezies. Der
Neurotoxin-Gencluster wird entweder chromosomal kodiert oder liegt auf einem Plasmid [68].
Geht dies durch Interkonversation verloren, wird aus den toxinproduzierenden Bakterien ein
atoxischer Vertreter, welcher einen anderen Speziesnamen tragt (aus veterinarpathogenen
C. botulinum werden z. B. C. novyi) [69-73].

Das typische klinische Bild des Botulismus ist die absteigende schlaffe Lahmung, die mit Seh-
und Schluckbeschwerden beginnt und bis zum Tod durch Atemlahmung fiihren kann [74]. Die
Erstbeschreibung des ,,Bacillus botulinus® gelang van Ermengen 1897 nach einem
lebensmittelbedingten Botulismusfall [75]. Hier hatten sich elf Teilnehmer einer Feier durch
einen kontaminierten Schinken mit BoNT vergiftet, drei von ihnen starben.
In den USA wurden von 2009 bis 2013 686 laborbestatigte Botulismusfalle gezahlt [76], in
Deutschland treten deutlich weniger Botulismusfalle auf [77]: Im gleichem Zeitraum wurden 24
Falle diagnostiziert, 2014 waren sechs und 2015 drei Personen erkrankt (RKI-interne Quellen
und [5]).
In den USA kam es am haufigsten (ca. 77 %) zu Sauglingsbotulismus. Hierbei wurden
Clostridien-Sporen mit der Nahrung aufgenommen. Honig steht oft im Verdacht, die Krankheit
auszuldsen. Da die Besiedlung des Darmtraktes von S&uglingen nicht abgeschlossen ist, kdnnen
die Sporen auskeimen und sich in vegetative Zellen umwandeln. Diese produzieren das Toxin
im Darm, welches zum Krankheitshild des S&uglingsbotulismus fiihrt. Es liegt eine
Toxikoinfektion vor [78-80].
11 % der in den USA gemeldeten Félle wurden durch Wundbotulismus hervorgerufen. Hierbei
kommt es in Wunden zur Auskeimung von Clostridien-Sporen, welche Toxin produzieren [81].
Diese Variante der Infektion tritt meist bei Drogengebrauchern auf [82].
Weitere 10 % der Falle in den USA sind auf lebensmittelbedingten Botulismus zurlickzufhren.
Hierbei kommt es durch unsachgemdaRe Vorbereitung und Herstellung von Lebensmitteln zur
Kontamination mit Sporen. Unter bestimmten Bedingungen (anaerob, wie z. B. durch das
Einsalzen von Fisch oder bei der Konservenherstellung) kdnnen vegetative Zellen entstehen,
welche Toxine freisetzen [83-85].
In Deutschland wurden zwischen 2001 und 2015 acht Falle von Sauglingsbotulismus (7 %) und
finfundzwanzig Falle (22 %) von Wundbotulismus diagnostiziert. Weitere 82 Patienten lieRen
8
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sich auf  Lebensmittelbotulismus  zurtickfuhren  (Quelle:  Robert  Koch-Institut:
Infektionsepidemiologische Jahrbiicher der entsprechenden Jahre).

Die orale Toxizitdt LDsy von BoNT liegt bei 650 pg/kg Korpergewicht, bei Aufnahme des
Komplexes (siche unten) sinkt diese auf 35 pg/kg [86]. Es wird eine minimale letale Dosis von
0,4-1 ng/kg Korpergewicht nach Injektion angenommen [34, 87].

Zur Behandlung von Botulismus wird ein Antitoxin aus Pferden oder humanes Immunglobulin
eingesetzt. Zudem werden je nach Schweregrad unterstlitzende, intensivmedizinische
MaRnahmen wie Kiinstliche Beatmung und Ernahrung durchgefiihrt [88, 89]. Die Genesung

beschleunigt sich durch zeitnahe Gabe des Antitoxins [90].

Aufgrund ihrer extrem hohen Toxizitat konnten die BoNTs als biologische Agenzien
missbraucht werden. Um 1930 fiihrte Japan erste Versuche zum Einsatz von BoNT im besetzten
China durch [74]. In der Folgezeit forschten mehrere Lander, wie z. B. der Irak und die
Sowijetunion, an einer Verwendung als biologisches Agenz [14, 16]. Die Anschlagsversuche der
Aum-Sekte scheiterten, zeigen aber das Potenzial der Gefahrdung gut auf [15, 74]. Aufgrund
der Inkubationszeit (bei Lebensmittelbotulismus 12 bis 72 h) und der Seltenheit der naturlichen
Erkrankung (Unsicherheiten bei der Diagnose) besteht die Gefahr, dass ein Anschlag lange
unentdeckt bliebe [14].

BoNTSs werden von den Bakterien in einer inaktiven single chain Variante (scBoNT) hergestellt.
Diese wird durch Spaltung mit einer Protease, entweder von C. botulinum selbst oder durch eine
Wirtsprotease, aktiviert [91, 92]. BoNTs werden zusammen mit den sogenannten
Komplexproteinen freigesetzt. Im selben Gencluster wie BoNT ist das nicht-toxische, nicht-
Hamagglutinin (NTNHA) codiert. Dieses weist eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu BoNT auf
und interagiert Uber mehrere Positionen mit diesem [93]. Das Toxin wird stabilisiert und vor
Proteasen und pH-Anderungen, wie sie z. B. im Gastrointestinaltrakt auftreten, geschitzt. Je
nach Sero- und Subtyp werden zusétzlich Hamagglutinine gebildet (HA17, HA33 und HA70),

welche vermutlich fur die Aufnahme der Toxine aus dem Darmlumen wichtig sind [94, 95].

Die aktiven BoNTs bestehen aus zwei Ketten, welche mit einer Disulfid-Briicke verbunden
sind. In der sogenannten leichten Kette (LC, ca. 50 kDa) liegt die katalytische Aktivitat [96].
Die schwere Kette (HC) mit ca. 100 kDa wird weiter unterteilt in einen N-terminalen Teil (Hy),
welcher fir die Translokation zustindig ist, und einen C-terminalen Teil (Hc), welcher die
Rezeptorbindungsstellen tragt [92].

Durch die Hc-Doméne werden die Rezeptoren der BoNTs gebunden (Abb. 3 links). Dabei
handelt es sich in allen bisher bekannten Fallen um eine duale Rezeptorbindung, d. h. es missen

zwei Rezeptoren gebunden werden. Bei allen Serotypen (siehe unten) — mit einer Ausnahme —
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liegen zum einen eine Zuckerbindungsstelle sowie zum anderen eine Proteinbindungsstelle vor
[97-99]. Nur fur den Serotyp C wurden bisher noch kein Proteinrezeptor, sondern zwei
Gangliosid-Bindungsstellen entdeckt [97, 100]. Nach der Bindung an die Rezeptoren werden
die BoNTs durch rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen und in Vesikel in die Zelle
transportiert. Der N-terminale Teil der schweren Kette (Hy-Doméne) vermittelt die
Translokation der leichten Ketten ins Zytosol der Nervenzellen.

Hier kann die katalytische Aktivitat durch die LC wirksam werden [92, 101, 102] (Abb. 3
rechts). Alle BoNTs sind Zink-abhéngige Endoproteasen, welche Proteine im sog. SNARE
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor)-Komplex schneiden
[96]. Der SNARE-Komplex ist in den cholinergen Nervenfasern in die Ausschittung der
Neurotransmitter eingebunden. Werden die Proteine dieses Komplexes geschnitten, wird die
Fusion der synaptischen Vesikel mit der Zellmembran verhindert [102]. So kdnnen
Neurotransmitter nicht ausgeschittet werden und die Reizweiterleitung der Nerven wird

unterbrochen. Hierdurch kommt es zu Lahmungserscheinungen [66, 92].

Neurotransmitter
Acetylcholin
Synaptisches
Vesikel BoNT/B
BoNT/G
BoNT/D BoNT/F
BoNT/H N
NC
O~ v et
“— BoNTI/E

BoNTIC\

1

HaOLC

Abb. 3: Wirkungsmechanismus der BoNTs

Links: BoNTs binden mit den Rezeptorbindungsstellen (HC, orange) an die Oberflache der Neuronen (1).
Uber rezeptorvermittelte Endozytose werden die BoNTs in Vesikeln aufgenommen (2). Durch die
Vermittlung der Translokationsdoméne (schwarz) gelangt die leichte Kette (grau) ins Zytosol (3). Die
leichte Kette verhindert durch ihre Endopeptidase-Aktivitat die Fusion der synaptischen Vesikel mit der
Zellmembran und damit die Freisetzung von Acetylcholin (lila) als Neurotransmitter (4).

Rechts: BoNT/A, /C, /E schneiden SNAP25 (griin). BoNT/B, /D, /F, /G und /H schneiden Synaptobrevin
(alias VAMP-2, blau). BONT/C spaltet zusatzlich Syntaxin (rot). Diese Abbildung wurde modifiziert nach
[103].

BoNTSs werden in verschiedene Serotypen eingeteilt. Historisch gesehen beruht diese Einteilung
auf der Reaktivitat mit neutralisierenden Antikoérpern: Antikérper, welche die Wirkung eines
Serotyps blockieren, neutralisieren einen anderen Serotyp nicht [104].

Nach der Aufklarung der Zielmolekule der Endoprotease-Aktivitat stellte sich heraus, dass sich

die zuvor definierten Serotypen anhand der Aktivitat der leichten Ketten unterscheiden. Die
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Schnittstelle im SNARE-Komplex ist fir alle Serotypen einzigartig (Abb. 3 rechts) [105].
Zurzeit liegen sieben gesicherte Serotypen (BoNT/A-/G) vor [106-109]. Bei einem weiteren,
neu identifizierten Toxin wird diskutiert, ob ein neuer Serotyp BoNT/H entdeckt wurde [104,
110], denn BoNT/H ist ein Mosaiktoxin aus BoNT/F und BoNT/A [111]. Die Serotypen
BoNT/A, /C und /E schneiden synaptosome associated protein of 25 kDa (SNAP25),
wohingegen Synaptobrevin (auch vesicle-associated membrane protein 2, VAMP-2, genannt)
das Ziel von BoNT/B, /D, /F, /G und /H ist [96, 105, 112, 113]. BoNT/C spaltet zusétzlich
Syntaxin [92].

Neben dieser Unterscheidung werden die einzelnen Serotypen weiter in Subtypen unterteilt.
Derzeit sind 40 Subtypen bekannt (Abb. 4). Ein Subtyp wird definiert, wenn eine minimale
Abweichung auf Aminosaure-Ebene von 2,6 % zu allen bereits bekannten Subtypen vorliegt
[114]. Zudem treten Abweichungen bei der funktionalen Aktivitat sowie bei der Erkennung
durch Antikorper auf [115]. So wurden bei BoNT/A bisher acht Subtypen identifiziert, bei /B
acht, bei /E elf und bei /F sieben. Die groRte Variabilitat findet sich mit 36 % bei den BoNT/F
Subtypen. BoNT/A, /E und /B Subtypen unterscheiden sich untereinander zu 16 %, 11 % bzw.
7 % [110, 115-119]. Bei BoNT/C und D treten Mosaikformen auf, die mit /CD und /DC
bezeichnet werden (Abb. 5, siehe unten, [120]).

| BoNT/A | | BoNT/B | | BoNT/C | | BoNT/D | | BoNT/E | | BoNT/F | | BoNT/G | | BoNT/H

— Al — Bl C D — E1 — F1
— A2 — B2 CD DC — E2 — F2
— A3 — B3 — E3 — F3
— A4 — B4 — E4 — F4
— A5 — B5 — E5 — F5
— A6 — B6 — E6 — F6
— A7 ~— B7 — E7 — F7
— A8 — BS — ES8

— E9

— E10

— El1

Abb. 4: Ubersicht tiber bisher bekannte Sero- und Subtypen der BoNTs

Bisher sind acht Serotypen A-H bekannt, dabei sind die humanpathogenen Serotypen griin markiert.
Zusatzlich rot markiert ist das neu vorgestellte BONT/H-Molekiil, welches ein Mosaiktoxin aus /A und /F
darstellt. Jedem Serotyp wurden die bisher bekannten Subtypen zugeordnet, welche mit Zahlen
bezeichnet werden. Bei BoNT/C und /D existieren Mosaikvarianten, welche mit /CD und /DC benannt
werden. Daten wurden aus [100, 110, 115-118, 120, 121] zusammengefasst.

Untersucht man die drei groBen Erkrankungsfelder Lebensmittel-, Wund- und

Séauglingsbotulismus genauer, zeigt sich eine unterschiedliche Beteiligung der Serotypen in den

USA [76]. Fur andere Lander liegen keine belastbaren Daten vor. BoNT/A, /B, /E, /F und /H
11
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sind die humanpathogenen Vertreter, wobei bislang BONT/H nur bei einem
Sauglingsbotulismusfall nachgewiesen wurde [104, 122]. Lebensmittelbotulismus wird zu 70 %
von BoNT/A verursacht. Die anderen BoNTSs verteilen sich wie folgt: 11 % BoNT/B, 16 %
BoNT/E und 1,5 % BoNT/F. Bei Wundbotulismus liegt zu knapp 90 % BoNT/A vor, 4 % sind
BoNT/B und 6 % andere bzw. nicht bestimmt. Sduglingsbotulismus hingegen wird zu 38 % von
BoNT/A-Stammen und zu 60 % von BoNT/B-Stammen hervorgerufen. Uber die Haufigkeiten
der einzelnen Subtypen gibt es keine Angaben. Bei der Diagnostik eines verdéachtigen
Botulismusfalls miissen alle Serotypen sowie moéglichst alle Subtypen erkannt werden. Werden
einzelne Sero- oder Subtypen nicht erkannt, kdnnen keine geeigneten Behandlungsmethoden
wie die Gabe eines Antitoxins eingeleitet werden [88].

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Schwerpunkt bei den humanpathogenen Serotypen BoNT/A
und /E liegen. BoNT/A Intoxikationen treten in allen Erkrankungsfeldern auf, wahrend BoNT/E
Intoxikationen fast immer lebensmittelbedingt durch den Verzehr von unsachgeman

zubereiteten Fischen und Fischprodukten ausgeldst werden [84, 123].

Im Tierreich treten hauptséachlich die Serotypen BONT/C und /D auf [124, 125]. Eine
experimentelle Intoxikation des Menschens mit BoNT/C scheint mdglich [126]. Von
veterindrpathogenen Botulismus sind am stérksten Vogel und Rinder betroffen [127, 128].
Botulismus wurde zusdtzlich bei Pferden und Nerzen nachgewiesen [129, 130]. Durch die
Erkrankung von Nutztierherden sind mit Botulismus 6konomische Verluste verbunden [130,
131]. Bei BoNT/C und D gibt es Mosaikvarianten (Abb. 5), welche in Europa die dominanten
Formen darzustellen scheinen [120]. Diese Mosaikvarianten, BONT/CD und /DC, sind schon
seit den 1980er Jahren bekannt [132, 133]. Eine eindeutige Zuordnung auf genetischer Ebene
gelang erst in den letzten Jahren [120, 134]. Die veterindrpathogenen Clostridien lassen sich
zudem anhand ihrer Flagellin-Gene in verschiedene Gruppen einteilen [135].

Bei BoNT/C und /CD sind die leichten Ketten mit der katalytischen Aktivitat zu ca. 97 %
identisch, die Hy-Doméne ist ebenfalls sehr &hnlich. Die Rezeptorbindungsdoméane Hc/CD
hingegen ist ndher mit der Hc-Domane von BoNT/D verwandt (Abb. 5).

BONT/DC &hnelt in der LC- und Hy-Domédne BoNT/D (> 95 % Sequenzidentitat), die
Hc-Doméne weicht deutlich von BoNT/D ab. Hier liegt die groRte Ahnlichkeit zu Hc/C vor (ca.
74 % Sequenzidentitat).

BoNT/C und /CD schneiden aufgrund ihrer Sequenzé&hnlichkeit das gleiche Zielprotein
SNAP25, BoNT/D und /DC spalten VAMP-2.

Diese Mosaikstruktur macht eine Detektion und Differenzierung von BoNT/C, /CD, /D und /DC
auf Proteinebene sehr schwierig und war bislang nicht moglich. Dieses Problem sollte im

Verlauf der Doktorarbeit adressiert werden.
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73.8-74.0%

BONT/C H:N

96.9-97.7% 92.6-93.6%

BONT/CD H.N
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Abb. 5: Mosaikstruktur von BoNT/C, /CD, /D und /DC
Schematisch werden die Doménen LC, Hy und Hc der veterinarpathogenen BoNT/C, /CD, /D und /DC
dargestellt. Die leichten Ketten werden durch eine Disulfid-Bricke (eckige Klammer) mit schweren
Ketten verbunden. Genbank-Eintrdge von insgesamt 18 veterindrpathogenen Stdmmen wurden
verglichen, um die Ahnlichkeiten anzugeben (Ahnlichkeit auf Aminosaure-Ebene in %). Diese Abbildung
wurde aus Hansbauer et al. [136] entnommen.

Botulismus wird zum einen durch die klinische Diagnose und zum anderen (ber die
Labordiagnostik festgestellt.

Einen Uberblick tiber Labormethoden zur Detektion von Botulinum Neurotoxinen findet sich in
Tab. 4. Weitere Methoden wurden von Dorner, Lindstrém und Capek [119, 137, 138]
zusammengefasst. Als ,,Goldstandard* wird immer noch der Maus Bioassay (MBA) angesehen.
Dieser ist in der Lage, alle BONT Sub- und Serotypen mit hoher Sensitivitét (etwa 20-30 pg/ml)
zu erkennen. Nachteile sind die lange Zeit der Versuchsdurchfiihrung (bis zu vier Tage) und der
hohe Verbrauch an Mdausen. Flr eine Probe mit Bestimmung des Serotyps werden 62 Mause
nach der DIN-Norm 10102 eingesetzt [139]. Die Entwicklung von Alternativmethoden zur
Vermeidung von Tierversuchen ist daher unter ethischen Gesichtspunkten sehr wichtig und
wiinschenswert.

PCR-basierte Methoden weisen das Toxin-Gen des produzierenden Organismus nach. Da das
Toxin in Abwesenheit des Bakteriums toxisch ist, ist der DNA-Nachweis nicht immer
zielfihrend. Andere Methoden beruhen auf dem Einsatz von monoklonalen bzw. polyklonalen
Antikorpern (mAk bzw. pAKk), die in verschiedenen Formaten (z. B. ELISA, LFA, Biosensoren)
eingesetzt werden. Damit kann die Anwesenheit des Toxins in Lebensmitteln und klinischen
Proben nachgewiesen werden. Methoden, die die Aktivitdt der BoNT detektieren, wie mouse
phrenic nerve assay (MPN Assay) oder verschiedene Endopeptidase Assays, werden als
Tierversuchsersatzmethode entwickelt. Beim MPN Assay wird die Aktivitdt der BoNTs an
einem isolierten Nerv-Muskel-Extrakt (Nerv phrenicus und halber Zwerchfellmuskel) ex vivo
getestet, was das Leid der Tiere deutlich verringert. Der Endopep-MS Assay wurde im Rahmen
dieser Arbeit durchgefuhrt [140, 141]. Dabei werden die Toxine mit an Beads gekoppelten

Antikérpern aus Lebensmitteln oder klinischen Proben angereichert. AnschlieRend wird ein
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Peptidsubstrat zugegeben, welches der Sequenz von SNAP25 oder VAMP-2 &hnelt. Die BoNTSs
schneiden mit ihrer intrinsischen Endopeptidase-Aktivitat das Substrat in zwei Teile. Diese
Spaltprodukte werden durch Massenspektrometrie nachgewiesen [142-145]. Weiterhin kann
mittels Massenspektrometrie eine zweifelfreie Identifikation der Toxine erfolgen. Die Methoden
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Dauer (von wenigen Minuten bis hin zu Tagen), was die
Sensitivitat beeinflusst. Kirzere Detektionsverfahren sind meist weniger sensitiv. Grundsatzlich
sind Methoden, die bisher fiir einzelne Serotypen etabliert wurden, fur alle Serotypen
erweiterbar.

Obwohl in den letzten Jahren Fortschritte in der Detektion von BoNTSs erreicht wurden, finden
sich einige Limitationen in den Detektionsmethoden. Die meisten Techniken sind einzelnen
Expertenlaboratorien vorbehalten, ein internationaler Austausch von Reagenzien wie z. B.
Antikoérpern findet sehr selten statt. Um eine umfassende Validierung der Techniken
durchfihren, missen diese mit mdglichst vielen Sero- und Subtypen getestet werden. Da es
keine zentrale Stammsammlung von Clostridien oder Toxinen gibt, ist dies praktisch schwer
umzusetzen. Zudem liegt der Aufbau von Detektionskompetenzen gegen biologische Agenzien
wie BONT oft an der Schnittstelle zwischen nationalen Sicherheitsbehdrden und dem
Gesundheitsbereich, was eine Zusammenarbeit erschwert. 2014 wurde ein erster internationaler
Leistungstest zur Detektion der humanpathogenen Serotypen BoNT/A, /B und /E durchgefihrt:
Es waren 95 % aller qualitativen Ergebnisse korrekt, bei der quantitativen Bestimmung wurden
groRe Abweichungen gefunden [146].

Im Bereich der veterindrpathogenen Toxine existiert eine zusatzliche Liicke: Die
Differenzierung von BoNT/C, /CD, /D und DC kann bisher nicht auf Proteinebene durchgefiihrt
werden. Aus diesem Grund fehlen epidemiologische Studien (ber das Auftreten der
Mosaikvarianten in Erkrankungsfallen. Ein solcher immunologischer Nachweis sollte im

Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelt werden.
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Methode Serotypen LOD Dauer Matrizes Referenzen

Maus Bioassay A-H 20-30 pg/ml 1-4 Tage Kulturiiberstand, Serum, Stuhl, LM [111, 122, 139]

MPN A-F 30-1600 pg/ml 4h Kulturiiberstand, LM [87, 147, 148]

PCR A-G 3-600 GE 0,5-4 h Kulturiiberstand, Serum, Stuhl, LM [149-152]

ELISA (pAK) A-G 0,03-100 ng/ml 5-7h Kulturiiberstand, Serum, Stuhl, LM [153-156]

ELISA (mAK) A-G 10-1500 pg/ml 5-7h Kulturliberstand, Serum, Stuhl, LM [157-160]

ELISA (Mikroarray)  A-F 1-8 pg/ml 20 h Serum, Stuhl, LM [161]

LFA AB,DE 10-50 ng/ml 15 min Kulturiiberstand, Serum, Stuhl, LM [162-165]

Bead-basierter Assay A, B 0,007-1,5 ng/ml 20 min-4 h Kulturiiberstand, LM [57, 166, 167]

Versch. Biosensoren A B,F 0,1-5 ng/ml 10 min-1 h Kulturiiberstand, LM [61, 168] und unpublizierte
Daten

Endopeptidase Assays A, B,D,E,F,G 0,015-15 ng/ml 6-20 h Kulturtiberstand, Serum, LM [169-173]

Endopep-MS A-H 0,05-50 pg/ml 4-20 h Kulturtiberstand, Serum, Stuhl, LM [113, 140, 141, 143, 144, 174-
176]

MS A-H 0,008-75 ng/ml 1-8h Kulturtiberstand, Serum, Stuhl, LM [113, 177, 178]

MPN Maus phrenic nerve assay, PCR polymerase chain reaction, ELISA enzyme-linked immunosorbent assay, LFA lateral flow assay, MS Massenspektrometrie, LOD
Detektionslimit, GE Genomaquivalente, LM Lebensmittel
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1.1.3 Abrin

Das Pflanzentoxin Abrin ist ein ca. 60 kDa groRes Proteotoxin, welches zu schweren
Vergiftungen fihren kann [7].

Abrin wird von der Leguminose Abrus precatorius hergestellt (Abb. 6 a). Die Pflanze war
ursprunglich heimisch in Indien, lasst sich aber nun in allen tropischen Regionen finden [179].
Sie wird dort als Heilpflanze zur Behandlung von Augenkrankheiten, Tetanus und diversen
anderen Erkrankungen benutzt. Das Toxin Abrin wurde bisher nur aus den Samen isoliert [179,
180]. Die Samen sind leuchtend rot mit einer schwarzen Farbung an der Basis (Abb. 6 b). Selten
lassen sich weile, braune und orangene Varietdten finden. Die Samen sind unter vielen Namen
bekannt: Jequirity (England), Gunja, Rati (Indien), Rosary pea (Agypten), Crab's eye (Nepal),
Precatory bean (USA) oder Paternostererbse (Deutschland) [179]. Viele der Namen deuten auf
die Hauptverwendung hin, ndmlich die Verwendung als Schmuckobjekt in Rosenkrénzen [180,
181].

Das durch eine Intoxikation mit Abrin hervorgerufene Krankheitsbild ist abhangig vom
Aufnahmeweg. Inhalative Aufnahme fithrt im Mausmodell zu Entziindungsreaktionen, Odemen
und Atemproblemen [182]. Orale Intoxikationen, in Selbstmordabsicht oder akzidentell, fiihren
zu Durchfall, Erbrechen und Ubelkeit [183, 184]. Je nach Dosis erscheinen weitere Symptome
wie Halluzinationen, Fieber und Herzrasen [185].

Es wurden sechs Falle von Intoxikationen in Suizid-Absicht in der Literatur beschrieben, davon
verlief einer letal [7, 186]. Zudem sind akzidentelle Vergiftungen in Einzelfallen bekannt, wobei
sich die meisten Patienten ohne Folgeschaden erholten [181, 184, 185]. Ein Fall, bei dem drei
oder vier Samen oral aufgenommen wurden, endete tédlich [187].

Die halbmaximale letale Dosis LDsy (intraperitoneal injiziert) im Mausmodell liegt bei
70 ng/Maus [188, 189], einer anderen Quelle zufolge reichen 10-13 ng intravends verabreicht,
um eine Maus zu toten [190]. Dieser Unterschied ist vermutlich auf die unterschiedliche
Préparationen und Isoformen (siehe unten) zurlickzufiihren. Es wurde gezeigt, dass ein Molekiil
Abrin ausreicht, um eine Zelle zu téten [191]. Die minimale letale Dosis beim Menschen durch
intravendse Applikation liegt bei 0,3 pg/kg Korpergewicht [34].

Aufgrund der hohen Toxizitdt von Abrin wird der missbréuchliche Einsatz als biologisches
Agenz befirchtet. 2015 wurden zwei Anschlagsversuche mit Abrin publik [7]. Da Abrin leicht
aus den Samen zu gewinnen ist, wird es auf der Listen der sogenannten select agents der
amerikanischen Behorden der gefahrlichen Substanzen gefihrt [7, 8]. Im Gegensatz zu BoNT

(Kategorie A) und SEB (Kategorie B) wird es derzeit nicht in eine Kategorie einsortiert.
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Impfungen oder medizinische Gegenmittel sind zurzeit nicht verflighar. Eine Behandlung ist

unterstutzend moglich [181].

285 rRNA

Abb. 6: Pflanze, Samen und Wirkort von Abrin
a) Pflanzenteile, b) Samen von Abrus precatorius, ¢) Abrin schneidet die N-Glykosidbindung des
markierten Adenins in der a-Sarcin/Rizin-Domane der 28S rRNA. Es wird die Bindung von
Elogationsfaktoren verhindert und die Proteinsynthese blockiert. Diese Abbildung wurde aus [192] und
[193] entnommen.

Abrin ist ein Ribosomen-inaktivierendes Protein (RIP). RIPs werden in zwei Klassen eingeteilt:
Klasse | sind monomere Proteine mit N-Glykosidase-Aktivitdt und einer Grofle von etwa
30 kDa [194, 195]. Im Gegensatz dazu bestehen Klasse 1l RIPs wie Abrin aus zwei Ketten: Die
A-Kette beinhaltet die enzymatische Aktivitat der RNA N-Glykosidase und die B-Kette (ca.
35 kDa) sorgt flir die Rezeptorbindung. Beide Ketten sind durch eine Disulfid-Briicke
verbunden [188, 189].

Bei Abrin bindet die B-Kette an Galaktose-haltige Rezeptoren, das Toxin wird daher zu den
Lektinen gezahlt [196, 197]. Die inaktivierende Wirkung von Abrin A-Kette auf eukaryotische
Ribosomen wurde bereits in den 1970er Jahren aufgeklart [189, 198]. Die Elongation der
Proteinsynthese der Ribosomen wird verhindert, indem eine Deadenylierung in der 28S rRNA
auftritt (Abb. 6 c). Durch die RNA N-Glykosidase-Aktivitat wird die Bindung zwischen dem
Zucker und Adenin in der a-Sarcin/Rizin-Doméne gespalten [194, 199]. So kdnnen
Elongationsfaktoren nicht mehr binden und es kommt zum Abbruch der Proteinsynthese [195,
196]. Ein Molekul Abrin A-Kette inaktiviert 1500 Ribosomen pro Minute [200].

Abrin existiert in verschiedenen Isoformen. Diese werden mit Abrin-a,-b,-c und -d bezeichnet
[201]. Sie unterscheiden sich in ihrer Féhigkeit, an Sepharose 4B zu binden. Abrin-a und -d
binden Galaktose, wahrend Abrin-b und -c diese Fahigkeit nicht aufweisen [202-204], was zu
Unterschieden in der Toxizitat fuhrt [201, 203]. Abrin-a und -b stimmen in der B-Kette in 256
von 268 Aminosduren uberein, bei der A-Kette weichen 46 Aminosauren ab [204, 205]. Andere
Bezeichnungen (Abrin-1, -1, -111) werden von Hegde et al. vorgeschlagen [206-208]. Im
Rahmen dieser Arbeit werden die Bezeichnungen Abrin-a, -b usw. verwendet. Abrin-a, auf
welchem im Rahmen dieser Arbeit der Schwerpunkt lag, ist das toxischste von ihnen mit einer

LDsovon 10 pg/kg Korpergewicht nach intraperitonealen Injektion im Mausmodell [201].
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Nahe verwandt zu Abrin ist Abrus Agglutinin, welches ebenfalls in den Samen exprimiert wird
[209]. Im Vergleich von Abrus Agglutinin mit Abrin-a findet man eine 67%ige Sequenzidentitat
auf Aminosdure-Ebene in der A-Kette und 80 % in der B-Kette [210, 211]. Dieses Protein
besitzt zwar eine RNA N-Glykosidase-Aktivitat, ist jedoch aufgrund struktureller Anderungen
im aktiven Zentrum deutlich weniger aktiv [210, 211]. Stattdessen fiihrt das Protein, welches als
Tetramer aus zwei A- und zwei B-Ketten vorliegt, zur Agglutination von Erythrozyten [7, 201,
210]. Die LDsy fiir Abrus Agglutinin liegt bei 5 mg/kg Koérpergewicht [211].

Das aus Ricinus communis stammende RIP Rizin weist ebenfalls groRe Ahnlichkeit mit Abrin
auf. Hier wurden 60 % Sequenzidentitat der B-Ketten und 40 % der A-Ketten gefunden [205,
212]. Beide Proteine haben den gleichen biologischen Wirkmechanismus [196]. Ricinus
communis wird im groflen MaRstab (ca. 1-2 Million Tonnen pro Jahr) angebaut, um das in den
Samen enthaltene Castor-Ol zu gewinnen [213-215]. Als Abfallprodukt entsteht ein
Pressruckstand, welcher Rizin in groRen Mengen enthalt [215]. Rizin wurde in den USA 2003
und 2013 fur Anschlagsversuche per Brief eingesetzt [216].

Im Falle einer Vergiftung mit Abrin beruht die Detektion auf drei verschiedenen Methoden
(Tab. 5). Zum Ersten wird per PCR sehr sensitiv die DNA nachgewiesen, falls DNA in der
Probe enthalten ist. Zum Zweiten wird das Protein mittels Immunoassays oder
Massenspektrometrie in Expertenlaboren detektiert. Der sensitivste Test beruht auf der Messung
von Radioaktivitat und dauert 24 h [217]. Kommerziell erhéltlich und deutlich schneller ist ein
LFA mit einer Nachweisgrenze von 10 ng/ml [218]. Fur die verwandten RIPs Rizin und Shiga
Toxin wurde ein massenspektrometrischer Funktionstest entwickelt, dieser sollte auf Abrin
Uibertragbar sein [219]. Als dritte Mdglichkeit wird der Surrogatmarker L-Abrine (N,-Methyl-L-
Tryptophan), ein niedermolekulares Alkaloid, detektiert [220]. 0,5-1 % des Trockengewichts
der Samen ist L-Abrine, Abrin selbst tragt ca. 0,075-0,75 % bei [221]. Bei einer akzidentellen
Vergiftung kann L-Abrine nachgewiesen werden. Zu bedenken gilt, dass im Falle eines
Anschlages mit reinem Abrin diese Methoden des DNA- und L-Abrine-Nachweises nicht
benutzt werden kénnen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine Detektion von Abrin bisher nur in
ausgewdhlten Expertenlaboratorien maglich ist. Wahrend PCRs relativ leicht in andere Labore
Ubertragbar sind, basieren Immunoassays auf geeigneten Antikérpern. Da die Reagenzien nicht
frei verfugbar sind, existiert in Deutschland bislang kein sensitives Nachweissystem fiir Abrin.

Diese Detektionsliicke sollte im Verlauf der Arbeit geschlossen werden.
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Tab. 5: Uberblick: Detektionsmdglichkeiten fiir Abrin

1 Einleitung

Methode LOD Dauer Matrizes Referenzen
PCR 1,2 GE 2h LM [192]
ELISA 0,1-10 ng/ml 5h LM [222-226]
LFA 3-10 ng/mi 10 min LM, Pulver [218, 225, 227]
SERS 0,1 ng/ml 15 min - [228]
Bead-Assay 0,5-2,2 ng/ml 2-4h LM [57, 166]
RIA 0,05-0,1 ng/ml 24 h Blut [217]
Biosensoren 3 ng/ml 1h LM [229]

MS n. a. 2h - [213, 230]
(MS Funktionalitat®) n. a. 2h - [219]
L-Abrine (Biosensor) 2,5-16 UM 15-60 min LM, Urin [231, 232]
L-Abrine (MS) 2,5 ng/ml n. a. LM, Urin [6, 221]

PCR polymerase chain reaction, ELISA enzyme-linked immunosorbent assay, LFA lateral flow assay,
SERS Surface-enhanced Raman scattering, RIA radicimmunoassay, MS Massenspektrometrie, LOD
Detektionslimit, LM Lebensmittel, GE Genomaquivalente, * wurde bisher nur fur die RIPs Rizin und
Shiga Toxin gezeigt, n. a. nicht angegeben
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1.2  Stationare und Vor-Ort-Detektionsverfahren

Biologische Toxine gehdren zu den geféhrlichsten bekannten Substanzen und erfordern daher
sensitive Nachweissysteme. Es existieren Detektionsverfahren, die die DNA oder Proteine
nachweisen. Der gleichzeitige Nachweis von DNAs verschiedener Pathogene mittels PCR-
Techniken ist einfach durchzufiihren und erlaubt eine sensitive Detektion der Erreger [46, 150,
192]. Da Toxine in Abwesenheit eines Produzenten wirksam sind, sind die Methoden nur dann
geeignet, wenn der Toxin-produzierende Organismus und seine genetische Information
vorhanden sind. Die Detektion und Identifikation des Proteins ist daher zu bevorzugen [166].
Der sichere Nachweis mdglichst vieler biologischer Toxine basiert auf Immunoassays mit
Antikorper-Toxin-Interaktionen. Ein groBes Problem ist die Zuganglichkeit zu diesen
Antikdrpern. Erhaltliche kommerzielle Detektionsreagenzien sind meist von ungeniigender
Qualitat. Hoch qualitative Antikdrper (AK) sind haufig nicht frei verfligbar und/oder werden
durch nationale Interessen geschiitzt. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit
eigene Antikorper generiert und Nachweissysteme fir biologische Toxine etabliert.

In der Vergangenheit wurden bevorzugt klassische Sandwich ELISA auf Mikrotiterplatten fir
den stationaren Nachweis der Toxine im Labor entwickelt. In den letzten Jahren entstanden
neue Formate, die entweder vor Ort von nicht-wissenschaftlichem Personal eingesetzt werden
konnen oder stationdre Multiplexverfahren, die einen gleichzeitigen Nachweis verschiedener

Toxine erlauben.

Vor-Ort- Stationdrer
Kategorie Nachweis Nachweis
Sensitivitit gering hoch
Spezifitat gering hoch
Multiplex-Fahigkeit gering hoch
Bedienbarkeit einfach komplex
Geschwindigkeit schnell langsam
Preis glinstig teuer
Datenverarbeitung/- Ta-oder-nein®
auswertung oder einfach komplex

Abb. 7: Unterschiede zwischen Vor-Ort- und stationdrem Nachweis
Die Nachweissysteme unterscheiden sich in verschiedenen Kategorien, deren Auspragungsgrad

schematisch anhand eines Dreiecks dargestellt ist.

Vor-Ort-Methoden haben im Vergleich zu stationdren Nachweisverfahren, wie z. B. Sandwich

ELISA, einige Vorteile, aber auch Nachteile (Abb. 7). Vor-Ort-Nachweise lberzeugen durch

eine einfache Bedienbarkeit, einen ginstigen Preis und eine schnelle Messung. Das Ergebnis ist

meist nicht quantitativ, sondern eine ,,Ja-oder-nein““-Aussage. Stationdre Methoden weisen eine

hohere Spezifitat und Sensitivitat auf, zudem ist die Datenverarbeitung/-auswertung komplexer.
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Eine Quantifizierung ist damit moglich. Zudem existieren verschiedene technische
Maoglichkeiten wie Suspensionsarrays oder Mikroarrays, die simultane Nachweise mehrerer
Analyten erlauben.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte beides entwickelt werden, der Vor-Ort-Nachweis und der
station&ren Nachweis.

Zur schnellen Detektion sollte am besten direkt vor Ort eine erste Einschatzung der Lage
erfolgen. Die Labordiagnostik aus Tab. 3, Tab. 4 und Tab. 5 sowie die im Rahmen der Arbeit
neu entwickelten ELISAs dauern meist mehrere Stunden und/oder erfordern den
Probentransport in ein Expertenlabor. Um hier Abhilfe zu schaffen, wurden Vor-Ort-
Detektionsverfahren entwickelt. Diese sollten mehrere Charakteristika aufweisen [233, 234]:
Die Detektionsmethoden sollten schnell (am besten weniger als eine Stunde Laufzeit), sensitiv
und spezifisch (Minimierung der falsch-negativen und falsch-positiven Testergebnisse) sein.
Zudem sollten sie kostengiinstig und unempfindlich gegeniber Umwelteinflissen, wie z. B.
Temperaturschwankungen, sein. Der apparative Aufwand sollte so gering wie mdglich sein, um
die Diagnostik an vielen Orten zu etablieren. Der wichtigste Punkt war die einfache
Durchfiihrbarkeit. Vor-Ort-Detektionsverfahren sollten innerhalb kurzer Zeit von Personen ohne
biologische/chemische Vorbildung zu erlernen sein. Einsatzkréften, wie Polizei und Feuerwehr,
sollte eine erste Einschétzung der Lage mit Hilfe dieser diagnostischen Verfahren gelingen.
Zwei Vor-Ort-Detektionsverfahren werden im folgenden Kapitel kurz vorgestellt. Der im
Rahmen dieser Arbeit weiter entwickelte portable Toxindetektor pTD wird in 1.2.2 genauer

beschrieben.

Bei den stationdren Methoden werden miniaturisierte Verfahren und Multiplex-Verfahren
entwickelt, welche die Nachteile eines klassischen Sandwich ELISA, wie die Dauer und der
ausschlieBliche Einzelnachweis, kompensieren. Da meist unbekannt ist, welches Agens benutzt
wurde, ist der simultane Nachweis verschiedener Toxine technisch vorteilhaft. Ein
vielversprechendes System ist der Protein Mikroarray fiir Toxine, welcher von Jenko et al.
entwickelt wurde [161]. Hier gelang der Nachweis von BoNT/A, /B, /C, /D, /E, /F, Rizin, Shiga
Toxin 1 und 2 sowie SEB in Puffer und komplexen Matrizes mit Detektionslimits im unteren
pg/ml-Bereich. Der Suspensionsarray basierend auf der Luminex-Technologie, ein weiteres im
Rahmen dieser Arbeit verwendetes Multiplex-Detektionsverfahren, wird in Abschnitt 1.2.1
genauer erlautert.

Das Oberflachenplasmonresonanz-Verfahren (SPR) stellt ein miniaturisiertes Verfahren dar,
welches die Interaktion von Antikdrpern und Antigen in Echtzeit misst (1.2.1). Es wird sowohl
zur Beurteilung der Affinitat von Antikdrpern als auch zur Bestimmung des Toxingehalts von

Ldsungen verwendet.
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In den folgenden Kapiteln werden ausgewdéhlte Nachweismethoden aus allen Einsatzbereichen
vorgestellt (Tab. 6). Im Rahmen dieser Arbeit wurden der Suspensionsarray basierend auf der
Luminex-Technologie und die SPR-Technik eingesetzt, um geeignete Antikérper zu
identifizieren. Mit Hilfe der neu generierten Antikorper wurden ELISAs etabliert. Zudem

wurden die Antikdrper in das portable Toxindetektor System pTD implementiert.

Tab. 6: Uberblick: Ausgewihlte stationdre und Vor-Ort-Nachweis-Methoden fiir biologische
Toxine

Vor-Ort-Nachweis Stationarer Nachweis
Einzelnachweis LFA, ABICAP ELISA, SPR
Multiplex-Nachweis pTD Suspensionsarray basierend

auf der Luminex Technologie

LFA lateral flow assay, ELISA enzyme-linked immunosorbent assay, SPR Oberflachenplasmonresonanz,
pTD portabler Toxindetektor

1.2.1 Ausgewabhlte stationdre und Vor-Ort-Detektionsverfahren

Die hier und im folgenden Kapitel vorgestellten Detektionsverfahren basieren auf
Immunoassays, welche auf verschiedenen Trageroberflachen im Sandwich-Format durchgefiihrt

werden.

Lateral Flow Assay

Die einfachsten und héufigsten Vor-Ort-Detektionsnachweise sind lateral flow assays (LFA).
Diese oft kommerziell erhéltlichen Nachweissysteme beruhen auf dem Prinzip der
Papierchromatographie mit anschlieRender Immunofarbung. Die Einsatzgebiete sind vielfaltig:
Lebensmitteltestung (Mykotoxine, Pathogene, etc.), Test biologischer Agenzien (Bakterien,
Viren, Toxine), Umweltmonitoring (Kontaminationen in Trinkwasser), Veterindrmedizin
(Pathogene, Hormone) und medizinische Tests (Hormone, Krankheitsmarker, Drogen, Glucose,
etc., [234, 235]). lhre Funktionsweise lasst sich einfach beschreiben (Abb. 8): Die Probe wird in
der Auftragszone auf eine Membran getropft und Uber Kapillarkréfte durch den Streifen
gesaugt. In der ersten Zone wird der Analyt durch einen Detektionsantikorper erkannt, welcher
mit z. B. Goldpartikeln markiert ist. Dieser Antigen-Antikorper-Komplex wandert entlang der
Nitrocellulose-Membran. In der Testzone entsteht ein Antikérper-Antigen-Antikorper-
Komplex, es bildet sich eine farbige Linie. In der Kontrollzone wird der markierte
Detektionsantikérper von einem anti-Spezies Antikorper erkannt, dies erzeugt eine weitere, im
Falle der Goldmarkierung rote, Linie. Die Auswertung des LFAs erfolgt nach ca. 10-20 min per
Auge oder mit einem Lesegerat [218]. Beide Linien zeigen einen validen positiven Test an.

Erscheint ausschlieBlich die Kontrolllinie, ist der Test negativ. Fehlt diese, funktioniert der LFA
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nicht und sollte wiederholt werden. Typische Detektionslimits beim Nachweis von Toxinen mit
LFAs sind 1-50 ng/ml (Tab. 3, Tab. 4, Tab. 5). LFAs lassen sich fir den Toxinnachweis aus
verschiedenen Matrizes verwenden [54, 55, 162, 163, 218]. Sie dienen der vorlaufigen
Detektion und sollten immer in qualifizierten Laboren mit unabhé&ngigen Techniken bestatigt
werden [165]. Durch den Einsatz verschiedener Fangerantikdrper an unterschiedlichen
Positionen des Streifens ist ein Multiplex-Verfahren maéglich [236].

Probe Markierter Ak Testlinie Kontrollinie
Wi

\ I —
7% Y 7 y
y A &4V
Vo &
— >

Flussrichtung
Auftragszone Saugkissen

ST I

Kapillarkrifte

/ .‘.*/ .’ 4
(M /

positive  valide
Testlinie  Kontrollinie

Abb. 8: Prinzip des lateral flow assays
Die Probe mit dem Analyten wird auf die Auftragszone getropft und von dem (z. B. mit Gold)

markiertem Detektionsantikorper erkannt. Die Wanderung erfolgt mit Hilfe von Kapillarkréften. Ist ein
Analyt vorhanden, werden zwei Linien sichtbar. Bei einem negativen Resultat erscheint ausschlie3lich
die Kontrolllinie. Diese Abbildung wurde modifiziert nach [237].

ABICAP

Ein weiteres Vor-Ort-Detektionssystem, welches auf einem &hnlichen Prinzip basiert, ist das
sogenannte ABICAP-System. Im Gegensatz zu LFAs beruht das ABICAP-System auf einer
dreidimensionalen Immunochromatographie, bei der Filter in Sdulen als Tragermaterial benutzt
werden. Auf diese Filter wurde zuvor der Fangerantikérper immobilisiert. Die Probe mit dem
Analyten, der Enzym-markierte Detektionsantikdrper und das Substrat werden sequentiell auf
die Séule gegeben. Ist der Analyt enthalten, bildet sich ein farbiges Prazipitat. Dieser
Farbkomplex wird per Auge oder mit einem Lesegerdt quantitativ ausgewertet [238]. Das
Verfahren dauert 45 min, mit Modifikationen ist eine Verkiirzung auf 15 min mdglich. In der
Arbeitsgruppe wurden mit diesem System Nachweisgrenzen im einstelligen ng/ml-Bereich fur
BoNT/A, /B und /F, SEB und Rizin erzielt (unverdffentlichte Daten und [239]). Fir BoONT/A
Komplex wurde ein ca. zehnfach sensitiverer Nachweis entwickelt [240]. Fur die Komplexe von
BoNT/B, /E und /F wurden Detektionslimits von 10-100 ng/ml bestimmt [241]. Bei BoNT/C

und /D wurde jeweils eine mausletale Dosis pro Milliliter nachgewiesen [242].
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Suspensionsarray basierend auf der Luminex-Technologie

Der Suspensionsarray basierend auf der Luminex-Technologie ist ein stationdres Multiplex-
Verfahren [166, 243], welches in der Lage ist, bis zu 100 Analyten gleichzeitig nachzuweisen.
Der Aufbau &hnelt dem eines Sandwich ELISAs, allerdings gibt es zwei wichtige Unterschiede.
Der Fangerantikorper wird nicht auf einer 96-Kavitaten-Platte immobilisiert, sondern an
paramagnetische Luminex-Partikel gekoppelt, welche mit einer Mischung aus zwei
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind (Abb. 9 A). Uber das Verhaltnis der Farbstoffe wird jede
Partikelsorte nach Anregung mit einem Laser bei einer Wellenlange von 635 nm spektral
identifiziert. Pro Analyt wird eine Partikelsorte verwendet. Durch die magnetischen Partikel ist
eine Anreicherung aus gréfReren Volumina mdglich. Mehrere unterschiedliche Partikel mit den
entsprechenden FangerantikOrpern werden zur untersuchten Probe zugegeben. Der Analyt
bindet und wird mit einem zweiten biotinylierten Detektionsantikdrper markiert.

Der zweite Unterschied liegt im Nachweissystem. Der Nachweis erfolgt tber den Farbstoff
Phycoerythrin, welcher an Streptavidin gebunden ist. Uber die Interaktion von Streptavidin und
Biotin werden die Analyt-erkennenden Partikel markiert [244]. Die Menge des gebundenen
Farbstoffes ist direkt proportional zur Menge des Antigens und wird mittels eines zweiten
Lasers bei 532 nm bestimmt. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines Durchflusszytometers

(Abb. 9 B). Der gesamte Prozess dauert etwa vier Stunden.

A B
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Abb. 9: Prinzip des Suspensionsarrays

In A sind die hundert mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierten Luminex-Partikel dargestellt.
Die Féangerantikorper wurden zuvor immobilisiert und erkennen in der Probe das entsprechende Antigen
(Ag). Uber einen biotinylierten Detektionsantikérper wird Streptavidin-Phycoerythrin gebunden. Dieser
Komplex wird in einem Durchflusszytometer mit zwei Lasern vermessen (B). Bei 635 nm (rot) wird die
Fluoreszenzmarkierung der Partikel ausgelesen, bei 532 nm (grin) wird das Signal des
Reporterfarbstoffes Phycoerythrin bestimmt. Diese Abbildung wurde modifiziert nach [243].

Anwendungsbeispiele fir den Suspensionsarray basierend auf der Luminex-Technologie als
Toxinnachweis finden sich in der Literatur: Garber et al. gelang ein Multiplex-Nachweis fir

Abrin, Rizin, SEB und BoNT/A Komplex mit LODs von 2,2 ng/ml, 0,11 ng/ml, < 0,2 ng/ml und
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1,2ng/ml. Es wurden mehrere AntikGrper pro Toxin verwendet, sodass insgesamt
31 verschiedene Partikel benutzt wurden [57]. Ein unabhdngiger Detektionsansatz, basierend
auf anderen Antikorpern, zeigte deutlich sensitivere Ergebnisse, hier wurden Abrin, Rizin, SEB,
BoNT/A und BoNT/B mit folgenden Detektionslimits nachgewiesen: 546 pg/ml, 2 pg/ml,
3 pg/ml, 21 pg/ml bzw. 73 pg/ml [166].

Oberflachenplasmonresonanz

Oberflachenplasmonresonanz-Messungen (surface plasmon resonance, SPR) ermdglichen die
markierungsfreie Bestimmung kinetischer Bindungsparameter zweier Interaktionspartner in
Echtzeit. Hierzu wird ein Interaktionspartner (z. B. Antikorper) auf der Oberflache eines mit
einer Goldschicht versehenen und Ublicherweise mittels Carboxymethyldextran modifizierten
Glas-Sensorchips als Ligand immobilisiert. Uber ein Mikrofluidik-System wird der zweite
Interaktionspartner in Losung auf den Sensorchip injiziert, wodurch es zu einer Interaktion
zwischen Ligand und Analyt kommt (Abb. 10 links). Das Messprinzip beruht auf der Reflektion
eines durch ein Prisma auf die Goldoberflache eingestrahlten Lichtstrahls, wobei ein
evaneszentes  elektromagnetisches  Feld  entsteht.  Durch  die  Anregung von
Oberflachenplasmonen in der Goldschicht kommt es zur Absorption von Licht bei einem
bestimmten Ausfallwinkel. Da das wéhrend der Reflektion entstehende evaneszente Feld tber
die Goldoberflache hinaus in die Interaktionsflache des Mikrofluidik-Systems hineinragt, wird
der Ausfallwinkel der Lichtabsorption direkt durch den Brechungsindex der Flussigkeit
oberhalb der Goldoberflache beeinflusst. Bei Bindung des Analyten dandert sich der
Brechungsindex durch Anlagerung von Molekilen nahe der Goldoberflache, wodurch sich der
Absorptionswinkel dndert, welcher in Echtzeit gemessen und am Detektor in Resonanzeinheiten
(resonance units, RU) registriert wird [245, 246].

In der Arbeit wurde diese stationdre Technik zur Messung der Bindungsstérke von Antikorpern
und Antigenen verwendet, um mdglichst hoch-affine Antikérper zu identifizieren, die in
nachfolgenden Anwendungen, wie z. B. Sandwich ELISA-basierten oder Vor-Ort-
Detektionsverfahren, einen sensitiven Nachweis des Antigens erlauben (Abb. 10 rechts). Hierzu
wird der Antikorper auf der funktionalisierten Goldschicht immobilisiert. Das Antigen wird in
Lésung zugegeben. Die Anderung des Brechungsindex durch die Assoziation von Antikérper
und Analyt fihrt zu einem Anstieg des Signals. Durch die Injektion von Puffer wird die
Dissoziation eingeleitet und das Signal verringert sich. Bei einer starken Interaktion von
Antikorper und Analyt kommt es zu einer geringen Abnahme (Abb. 10 rechts oben), bei einer

instabilen Bindung nimmt das Signal rasch ab (Abb. 10 rechts unten).
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Abb. 10: Prinzip und Auswertung der Oberflachenplasmonresonanz
Links: Das Licht wird auf den Sensor gelenkt und von der Goldoberflache reflektiert. Durch die durch

Interaktionen entstehende Schicht in der Flusszelle wird der Brechungsindex verandert, was zu einer
Anderung des Absorptionswinkels des reflektierten Lichts fiihrt. Diese wird am Detektor gemessen. Die
Abbildung wurde nach [247] modifiziert.

Rechts: Représentative Darstellungen der Messung einer Antikorper-Antigen-Interaktion. Der zu
untersuchende Ak wird mit Hilfe von anti-Maus Antikdrpern immobilisiert. Die Zugabe von Analyt fiihrt
zur Assoziation und zu einem Anstieg des Signals, gemessen in RU. Zur Messung der Dissoziation wird
Puffer injiziert. Ein langsamer Abfall des Signals zeigt eine stabile Interaktion an (oben). Zerféllt der
Antikorper-Antigen-Komplex schnell, d. h. die Bindung ist instabil, nimmt das Signal schnell ab (unten)
und eine hohe Dissoziationsrate wird berechnet.

Neben der Bestimmung der kinetischen Parameter der Interaktion ist es ebenso mdglich,
Analyten in Losung zu quantifizieren. Eine Markierung ist nicht nétig, zudem ist im Gegensatz
zu den vorherigen Methoden bei dieser Art der Detektion nur ein Antikorper nétig. Die SPR-
Technik wurde unter anderem zum sensitiven Nachweis von bakteriellen und Dinoflagellaten-
Toxinen, Mykotoxinen und Pflanzentoxinen eingesetzt [247]. Die Detektion von SEB mittels
SPR gelang im einstelligen pg/ml-Bereich [248]. Die Nachweisgrenze flr Abrin, basierend auf
einem humanen anti-Abrin Antikorper, lag bei 35 ng/ml [249]. Fir Rizin und Ricinus
Agglutinin wurde eine Methode etabliert, welche die beiden nahverwandten Proteine

differenziert und quantifiziert [250].
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1.2.2 Portabler Toxindetektor pTD

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Multiplex-Verfahren fiir die Vor-Ort-Diagnostik im Fokus
stehen: das pTD Gerét. pTD steht fir portabler Toxindetektor und wird von Bruker Daltonik,
Leipzig, vertricben. Altere Namen des Herstellers fiir dieses Gerat sind ePaTOX Il und
eBiochip. Das pTD Gerat ist vor Ort in der Lage, biologische Agenzien schnell und stabil

nachzuweisen.

Es handelt sich um ein miniaturisiertes elektrochemisches Sensorsystem, welches Proteine,
DNA oder RNA nachweisen kann. Der Sensor wird mittels Mikrofluidik-Systems von den
benotigten Agenzien Uberspiilt. Die Funktionsweise des Gerdtes ist einfach und robust (Abb. 11,
[251-254]): Die Basis besteht aus einem Silizium-Chip mit 16 verschrankten Goldelektroden.
Auf diese spezifischen Positionen werden Uber Thiol-Gold-Interaktionen und hydrophobe
Adsorption Fangersubstanzen immobilisiert (Antikorper oder Oligonukleotide). Der Chip wird
in das pTD Gerét eingebracht. Uber ein System aus Pumpen und Ventilen werden die Probe, das
Detektionsreagenz und ein enzymatisches Nachweissystem (ber die Chipoberflache gespult.
Bindet der Analyt an die Fangersubstanzen (z. B. Antikdrper), wird diese Interaktion mit Hilfe
der Detektionsreagenzien nachgewiesen. Die Nachweisreaktion beruht auf einem biotinyliertem
Detektionsreagenz und Streptavidin-p-Galaktosidase. Streptavidin-p-Galaktosidase spaltet das
Substrat p-Aminophenyl-B-Galaktosid (pAPG) in zwei Teile, in p-Aminophenol (pAP) und B-
Galaktosid. pAP ist eine redox-aktive Substanz und dient als Elektronen-Ubertrager zwischen
Anode und Kathode. Auf diese Weise wird ein Stromfluss erzeugt, welcher direkt proportional
zur Menge des gebundenen Analyten ist. Der Anstieg des Stromflusses bei gestoppter Fluidik
(stopped flow) wird in nA/min gemessen. Da auf dem Chip Positiv- und Negativkontrollen
integriert sind, wird der gemessene Anstieg des Stromflusses normalisiert ausgegeben (siehe
2.2.8.2). Dies erlaubt eine relative Vergleichbarkeit verschiedener Messungen. Werden auf den
Chips Antikorper immobilisiert, wie im Rahmen dieser Arbeit, bestehen auch die Kontrollen
aus Antikorpern. Als Negativkontrolle wird Maus Immunglobulin (IgG) eingesetzt, hier sollten
bei korrekter Messung keine Signale auftreten. Werden dennoch Signale gemessen, kann auf
Storsubstanzen in der Probe, wie z. B. unspezifische Interaktionen mit den verwendeten
Matrizes, geschlossen werden. Als Positivkontrolle wird ein biotinylierter Kaninchen-
Antikorper eingesetzt, an welchen Streptavidin-p-Galaktosidase immer bindet. Tritt hier kein
positives Signal Uber einem zuvor definierten Schwellenwert auf, ist dies ein Hinweis auf
defekte Elektroden oder auf Hemmung des Enzyms durch in der Probe enthaltene stérende
Faktoren. Die gesamte Messung dauert 20 Minuten, es kdnnen bis zu sieben Analyten simultan
in Duplikaten (14 Messpositionen und 2 Kontrollen) detektiert werden. AbschlieRend erfolgt ein
vierminutiger Dekontaminationsschritt mit NaOH und SDS, um eine Verschleppung der Probe
zu vermeiden.
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Enzymsubstrat

o Enzymprodukt
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: ektrisches Signa
p-Aminophenol N,

Streptavidin 3-Galaktosidase

Biotinylierter Detektionsantikorper
(™) Analyt

Immobilisierter Fangerantikdrper

Abb. 11: Prinzip des pTD
Auf einem Silizium-Chip mit verschrankten Goldelektroden wird ein Féngerantikdrper immobilisiert.

Sequentiell binden der Analyt, der biotinylierte Detektionsantikdrper und Streptavidin-p-Galaktosidase.
Es kommt zur Spaltung von p-Aminophenyl-p-Galaktosid (pAPG) in p-Aminophenol (pAP) und B-
Galaktosid. pAP durchlduft einen Redoxzyklus mit Chinonimin. Der erzeugte Stromfluss ist proportional
zur gebundenen Menge des Analyten. Diese Abbildung wurde nach [255] modifiziert.

Chinonimin

Bisher wurden mit den pTD Chips Messungen mit verschiedenen Analyten durchgefiihrt (Tab.
7). Vorwiegend wurde DNA nachgewiesen. Einzelne Assays wurden zum Nachweis von
Proteinen entwickelt. So wies ein Test das Auftreten von humanen Alloantikdrpern gegen
Blutplattchen-Antigene nach [255]. Ein weiterer Assay detektierte Antikdrper gegen das
Hepatitis C-Virus [254].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Antikorper als Fanger- und Detektionsreagenzien benutzt.
Bislang war eine spezifische und sensitive Toxindetektion mit diesem Gerat nur in limitiertem
Umfang moglich. Das grofite Problem war die mangelnde Verfligbarkeit von entsprechenden
Fanger- und Detektionsantikérpern, welche spezifisch fir die in Kapitel 1.1 vorgestellten
Toxine sind.

Aufgabe war es deshalb, die neu generierten Antikdrper in ein Vor-Ort-Nachweisverfahren zu
implementieren. So sollte eine breite Palette von bakteriellen und pflanzlichen Toxinen
abgedeckt werden. Bisher wurden in der Arbeitsgruppe Chips fiir die Detektion von BoNT/A,
/B und /F, Rizin und SEB entwickelt (unvertffentlichte Daten). Publiziert ist ein Nachweis von
SEB mit Hilfe des pTD mit einem Detektionslimit von 1 ng/ml [256].
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Tab. 7: Uberblick: Bisher etablierte pTD Chips

1 Einleitung

Analyt Fanger Detektor Besonderheit Referenz
Virale DNA Oligonukleotide - Direkte [257]
Biotinylierung  der
Probe wahrend PCR
Bakterielle RNA  Oligonukleotide  Oligonukleotide - [251, 258]
Bakterielle DNA  Oligonukleotide Oligonukleotide - [259, 260]
Bakterielle DNA  Oligonukleotide - Direkte [261]
Biotinylierung der
Probe wahrend PCR
Protein Antikorper Antikorper - [255, 256]
Antikorper Antigen Antikorper Prinzip indirekter [254]
ELISA
Biolog. Toxine Antikorper Antikorper - diese
Arbeit

Das pTD Gerat verbindet in geeigneter Weise die Anforderungen, die an ein Multiplex- und

Vor-Ort-Detektionssystem gestellt werden. Es werden im finalen Chip fiinf Analyten

gleichzeitig bestimmt.

Durch die integrierten Positiv- und Negativkontrollen ist eine

Evaluierung moglich, ob die Messung valide ist. Zudem kann die Bedienung des Gerétes in ca.

einer Stunde erlernt werden. Die Gesamtlaufzeit von 25 min pro Messung ist fur ein Vor-Ort-

Detektionssystem akzeptabel.
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1.3 GEFREASE-Projekt

Diese Doktorarbeit wurde im Rahmen des deutsch-franzdsischen Projektes GEFREASE
(GErman ERench Equipment for Analysis and Surveillance of biothreats in the Environment)
durchgefuhrt [262]. Das deutsche Schlagwort dazu lautet ,,Sicheres Erkennen biologischer
Gefahren vor Ort“. Im Rahmen des Programms ,,Forschung fir die zivile Sicherheit" wurden
die deutschen Partner vom Bundesministerium fur Bildung und Forschung gefdrdert. Das
franzésische Aquivalent Agence nationale de la recherche unterstiitzte die Partnerinstitutionen
aus Frankreich.

Insgesamt waren vier Partner involviert, zwei aus Deutschland und zwei aus Frankreich: Je eine
wissenschaftliche Institution aus jedem Land sowie ein Industriepartner.

Die Industriepartner Bruker Daltonik und Bertin Technologies brachten je eine
Detektionsplattform (pTD und KIM [263]) in das Projekt ein, welche wahrend des
Forderzeitraums weiter entwickelt werden sollte.

Das Detektionsspektrum des pTD wurde im Rahmen des Projektes auf Toxine, Bakterien und
Viren ausgeweitet. Zur Verbesserung der Vor-Ort-Detektion wurde eine mobile Kofferlésung
des pTD Geréates (pTDi) entwickelt (Abb. 12). Funktionsweise, Sensitivitat und verwendbare
Chips waren identisch. Das pTDi kann unabhéngig von einer Stromversorgung betrieben

werden und ist von aufRen dekontaminierbar.

T L TR AR

h

— T
Abb. 12: Labor- und Koffervariante des pTD
Links die Laborvariante, mit der die hier vorgestellten Ergebnisse erzeugt wurden. Rechts ist die neue

Koffervariante pTDi abgebildet.

Die wissenschaftlichen Institutionen waren auf franzosischer Seite das Commissariat a
[’Energie Atomique et aux énergies alternatives (Behorde fir Atomenergie und erneuerbare
Energien, CEA) in Marcoule und auf deutscher Seite das Robert Koch-Institut in Berlin. Beide
Institutionen entwickelten hochqualitative Detektionsreagenzien. So lag der Fokus des CEAs
auf der Antikorperherstellung gegen die flinf Erreger Bacillus anthracis, Francisella tularensis,
Yersinia pestis, Vibrio cholera und Variola major, wéhrend am RKI Ak gegen Toxine generiert
wurden (diese Arbeit). Das Bundesamt fiir Bevolkerungsschutz und Katastrophenhilfe (BBK)

war im Projekt assoziierter Partner. In dieser Funktion unterstiitzte es die Ausrichtung der
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1 Einleitung

Anwender-Ubung (siehe 3.6.5) und fungierte als Kontaktstelle zu den biologisch geschulten

Einsatzkraften (analytische Task Force B Bereich).

1.4

Ziele der Arbeit

Diese Doktorarbeit wurde im Rahmen des oben vorgestellten GEFREASE-Projektes erstellt.

Ausgangspunkt der Arbeit war, dass bisher in Deutschland keine hoch qualitativen

Detektionsreagenzien fir den Nachweis der biologischen Toxine SEA, Abrin, BoNT/C, /D und

/E vorhanden waren. Es mangelte an sensitiven und spezifischen stationdren sowie mobilen

Nachweisverfahren. Um diese Féhigkeitsliicken zu schlieRen, wurde folgende Aufgabenstellung

definiert:

Generierung und Charakterisierung qualitativ hochwertiger Antikdrper zur Detektion
der biologischen Toxine SEA, Abrin, BoNT/C, /D und /E, fiir die in Deutschland keine

adaquaten Reagenzien zur Verfiigung standen.

Entwicklung spezifischer und sensitiver Sandwich ELISA, die fur den stationéren

Nachweis der Toxine eingesetzt werden kénnen.

Schlielung von Féhigkeitsliicken in der stationdren Detektion von veterindrpathogenen
BoNT/C, /D sowie den Mosaikvarianten /CD und /DC mittels Sandwich ELISA und
Endopeptidase-Tests. Ein routinefahiger, differenzierender Nachweis, der aufierhalb
von Expertenlaboren eingesetzt werden kann, sollte etabliert und mit Hilfe von
Realproben validiert werden. Parallel dazu sollte ein Test der Endopetidase-Aktivitat

auf massenspektrometrischer Basis flir Expertenlabore weiterentwickelt werden.

Implementierung der Antikorper gegen die relevanten Toxine SEA, Abrin, BoNT/C, /D
und /E in die automatisierte Vor-Ort-Detektionsplattform pTD, einem elektrischen

Biochipsystem des Verbundpartners Bruker Daltonik.

Umfassende Validierung des neu entwickelten Biochips mit Bestimmung der

Nachweisgrenzen.

Vorbereitung, Durchfiihrung und Auswertung einer Anwenderiibung, bei dem die Vor-
Ort-Technologie auf ihre Praxistauglichkeit geprift wird. Ziel der Anwenderlbung
sollte es sein, Einsatzkraften die Testung des pTD unter simulierten Praxisbedingungen

zu ermoglichen.
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2 Material und Methoden

2.1  Material

2.1.1 Gerate

2 Material und Methoden

Gerate, welche fir die Durchfuhrung dieser Arbeit nétig waren, finden sich in Tab. 8.

Standardgerate wie Kuhlschrénke, Pipetten und Zentrifugen werden nicht gesondert aufgefuhrt.

Tab. 8: Geréte

Gerat Typ Hersteller
Anaerobier-Werkbank MACS 500 Don Whitley Scientific, West
Yorkshire, United Kingdom
Biacore (SPR) X100 GE Healthcare, Minchen
Brutschrank HeraCell 240 Heraeus, Hanau
Durchflusszytometer LSRII BD, Heidelberg
Durchflusszytometer Bio-Plex 200 Bio-Rad, Miinchen
Elektrophoresegerat Mini-PROTEAN 3 Bio-Rad, Minchen
Geldokumentation ChemiDoc MP Bio-Rad, Miinchen

Flissigchromatographie-
Anlage
Massenspektrometer
Metallsieb
Mikroplatten-Lesegerat

Mikroskop
Photometer
Plattenwascher
pTD/ePaTOX Il

Semi-Dry Blotter
Sicherheitswerkbank
Ultraschallbad

AKTAexplorer100

Autoflex Speed
212 pm
Anthos LP400

DMIL 090-135.001
NanoPhotometer P300
HydroSpeed
Laborgerat

TransBlot Turbo V.102
HERASafe
Sonifier 450

GE Healthcare, Miinchen

Bruker Daltonics, Bremen
VWR, Darmstadt
Diagnostics Pasteur, Chaska,
MN, USA

Leica, Wetzlar

IMPLEN, Miinchen

Tecan, Crailsheim

Bruker Daltonik, Leipzig/
Analytik Jena, Jena
Bio-Rad, Miinchen

Heraeus, Hanau

Branson, Danbury, CT, USA
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

2 Material und Methoden

Tab. 9 zeigt einen Uberblick Uber verwendete Verbrauchsmittel. Standardlaborware wie

Pipettenspitzen und ReaktionsgefalRe werden nicht gesondert erwéhnt.

Tab. 9: Verbrauchsmittel

Gerat

Typ

Hersteller

Cryordhrchen
Dialyseschlauch

ELISA-Platten
Filterpapier
Filtersieb

Flaschenaufsatz-
Filter

Kanilen
Klebefolien
PD-10 Séulen
PVDF-Membran
Protein A Séaulen
Protein G Séulen
Bio-Plex-Platten

Spritzen
Spritzenvorsatzfilter

Whatman Papier
Zentrifugenroéhrchen
Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten

Zellschaber
Zellsieb

1,8 ml
MWCO 8-10 kDa

MaxiSorp 96F

Whatman 3 MM CHr

70 um BD Falcon Cell
Strainer

ExpressR Plus 0,22 pm (PES)

StericanR Kanilen

flr Mikrotiterplatten

GE Sephadex
Immobilon-P 0,45 pum
HiTrap MabSelect SuRe
HiTrap Protein G HP
96-Well, Polystyrol, Flach-
Boden

1 ml, 10 ml, 20 ml (steril)
0,22 pm oder 0,8 pm mit
PVDF-Membran

GB003

Amicon Ultra MWCO

10 kDa (Proteine) bzw.
100 kDa (IgG)

Nunclon Delta mit
Filterkappe

MicroWell Nunclon Delta
Grole S, M, L

70 pm

Nunc, Roskilde, DK
Spectrum Labs, Frankfurt a.
M.

Nunc, Roskilde, DK
Invitrogen, Karlsruhe

BD, Heidelberg

Millipore, Billerica, MA,
USA

B. Braun, Melsungen
Nunc, Roskilde, DK

GE Healthcare, Miinchen
Millipore, Schwalbach
GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
Greiner Bio-One,
Frickenhausen

B. Braun, Melsungen
Fisher Scientific, Pittsburgh,
PA, USA

VWR, Darmstadt
Millipore, Billerica, MA,
USA

Nunc, Roskilde, DK
Nunc, Roskilde, DK

Nunc, Roskilde, DK
BD, Heidelberg
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2.1.3 Chemikalien

2 Material und Methoden

Alle nicht in Tab. 10 aufgefiihrten Chemikalien wurden in p. a. Qualitat von den Firmen Sigma-
Aldrich (Seelze), Merck (Darmstadt) oder Carl Roth (Karlsruhe) bezogen.

Tab. 10: Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Acrylamid/Bisacrylamid Carl Roth, Karlsruhe
APS Bio-Rad, Miinchen
Asialofetuin Sigma-Aldrich, Seelze

5-Bromo-5-Nitro-1,3-Dioxan
BSA (Immunoassays)
BSA (Zellkultur)
Coomassie G-250
DMSO

DTT

EDC

EDTA

FKS fur Zellkultur
Freunds Adjuvans (KFA bzw. IFA)
Magermilchpulver
Natriumazid
Natronlauge 32 %
PEG 1500

Saponin

SDS

Sulfo-NHS

TEMED

TMB

Tropix CDP-Star
Trypanblau
Tirks-Losung

Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Serva, Heidelberg
Bio-Rad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Seelze
Carl Roth, Karlsruhe
Pierce, Rockford, IL, USA
Sigma-Aldrich, Seelze
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Sigma-Aldrich, Seelze
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Seelze
Carl Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Pierce, Rockford, IL, USA
Bio-Rad, Miinchen
Seramun, Heidesee
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

2.1.4 Matrizes

Fur die Validierung des pTD Systems wurden die in Tab. 11 aufgefiihrten Matrizes verwendet.

Die beiden festen Matrizes wurden vom RKI an alle Partner versandt, sodass keine

Schwankungen auftraten. Bei Milch und Mineralwasser wurden handelsiibliche Marken

verwendet. Die Luftkeimsammlung wurde von Bertin Technologies mit einem Coriolis

Luftkeimsammler in der N&he von Paris im August 2013 durchgefuhrt und je ein Aliquot wurde

jedem Projektpartner zur Verfligung gestellt.



Tab. 11: Matrizes

2 Material und Methoden

Matrix Typ

Hersteller

Hausstaub
Luftkeimsammlerprobe

Milch 1,5 % Fett, ultrahocherhitzt
Standardboden 2.1, gedampft
Mineralwasser Evian

Gesammelt im Pariser
Umland, Losungsmittel PBS-T

Robert Koch-Institut
Bertin Technologies, Montigny
le Bretonneux, FR

Milsani, Leppersdorf
Lufa, Speyer
Danone-Eaux, Frankfurt a. M.

2.15 Toxine

Alle in Tab. 12 genannten Toxine und Toxinfragmente wurden unter entsprechenden

Sicherheitsvorkehrungen (siehe 2.2.2) gehandhabt.

Tab. 12: Toxine

Toxin

Hersteller

Abrin-a
Abrus Agglutinin
Abrin Rohextrakt

BoNT/Al
BoNT/A1 Komplex
BoNT/B1
BoNT/B1 Komplex
BoNT/C

BoNT/C Komplex
scBoNT/CD

scBoNT/D

BoNT/DC

BoNT/DC Komplex
SCBONT/E1

BoNT/E3

BoNT/E3 Komplex

BoNT/F1

BoNT/F1 Komplex

Rizin

Ricinus Agglutinin
Staphylokokken Enterotoxin A
(rec./gereinigt)
Staphylokokken Enterotoxin B
Weitere Staphylokokken Enterotoxine

Toxindoménen, rekombinant exprimiert
Uberstande von C. botulinum und verwandten
Clostridien

Robert Koch-Institut
Robert Koch-Institut
Robert Koch-Institut

Metabiologics, Madison, WI, USA
Metabiologics, Madison, WI, USA
Metabiologics, Madison, WI, USA
Metabiologics, Madison, WI, USA
Metabiologics, Madison, WI, USA
Metabiologics, Madison, WI, USA
Dr. A. Rummel, Medizinische Hochschule
Hannover (MHH)

Dr. A. Rummel, MHH
Metabiologics, Madison, WI, USA
Metabiologics, Madison, WI, USA
Dr. A. Rummel, MHH
Metabiologics, Madison, WI, USA
Metabiologics, Madison, WI, USA
Metabiologics, Madison, WI, USA
Metabiologics, Madison, WI, USA

Robert Koch-Institut
Robert Koch-Institut

Toxin Technology, Sarasota, FL, USA

Sigma-Aldrich, Seelze
Toxin Technology, Sarasota, FL, USA

Dr. A. Rummel, MHH
Robert Koch-Institut




2 Material und Methoden

Der Kooperationspartner Dr. A. Rummel (Institut fur Toxikologie, MHH) stellte diverse
rekombinante Toxine zur Verfugung: Rekombinante BoNT/C Proteine basierten auf der
Sequenz des Clostridium botulinum Stammes Stockholm, rekombinante BoNT/D Proteine auf
der des Stammes BVD/-3 (identisch zu 1873). Nicht-toxisches Hc/C bestand aus den
Aminosduren 867-1291, fusioniert mit einem C-terminalen Strep-Tag. Flr das nicht-toxische
Hc/D wurden die Aminoséuren 863-1276 verwendet, ebenfalls mit Strep-Tag. Die single chain
Varianten, scBoNT/C, scBoNT/CD (basierend auf Stamm 003-9) und scBoNT/D waren
katalytisch aktiv. ScBoNT/C; und scBoNT/D; wurden zudem als inaktive Varianten zur
Verfligung gestellt, hierzu wurden drei Aminosauren (E230A/R372A/Y375F) im katalytischen

Zentrum mutiert.

2.1.6 Enzyme und Antikorper

Kommerziell erworbene Sekund&rantikérper und Proteine finden sich in Tab. 13. Die
Antikorper aus Tab. 14 wurden mit einer Ausnahme am Robert Koch-Institut generiert.

Tab. 13: Kommerzielle Antikorper und Enzyme

Protein Hersteller
Avidix-Alkalische Phosphatase Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Maus Immunglobulin Dianova, Hamburg
Pferd anti-BoNT/A, /B und /E (Behring-Serum) Novartis, Marburg
Ziege-anti-Kaninchen 1gG-Biotin Dianova, Hamburg
Ziege-anti-Kaninchen 1gG-Peroxidase Dianova, Hamburg
Ziege-anti-Maus IgG-Biotin Dianova, Hamburg
Ziege-anti-Maus 1gG-Cy5 Dianova, Hamburg
Ziege-anti-Maus 1gG (H+L)-Peroxidase Dianova, Hamburg
Ziege-anti-Maus 1gG (Fcy spezifisch)-Peroxidase Dianova, Hamburg
Ziege-anti-Maus IgG (Fcy spezifisch)-Phycoerythrin ~ Dianova, Hamburg
Poly-HRP Diavita, Heidelberg
Streptavidin-Peroxidase Dianova, Hamburg
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Tab. 14: Primé&rantikorper

2 Material und Methoden

Name Spezifitat’ Art, Spezies Isotyp  Ursprung/Referenz
A120 BoNT/A, Hy mAk, Maus IgG1 RKI, L. Niederstadt [264]
Al185 BoNT/A, Hc mAKk, Maus IgG1 RKI, diese Arbeit

AT78 BoNT/A, Hc mAk, Maus IgG2a RKI, diese Arbeit

A1103 BoNT/A, He mAKk, Maus IgG1 RKI, diese Arbeit

Al1121 BoNT/A, He mAKk, Maus IgG1l RKI, diese Arbeit

A1688 BoNT/A, Hy mAKk, Maus IgG1l RKI, D. Pauly [166]
A2807 BoNT/A, He mAKk, Maus IgG1 RKI, diese Arbeit

C9 BONT/C, Hc mAKk, Maus IgG2b RKI, M. Skiba

C39%4 BoNT/C, LC mAK, Maus 1gG2b RKI, J. Wolf [265]
C1916 BoNT/C, LC mAK, Maus lgG1 RKI, J. Wolf [265]
C1352 BoNT/C und /D, Hc mAKk, Maus IgG2b RKI, F. Finkenwirth [266]
C2574 BoNT/C und /D, Hc mAKk, Maus IgG1l RKI, F. Finkenwirth [266]
HcC10S BoNT/C und /DC, H: mAk, Maus IgG1l CEA, L. Bellanger
HcC141 BoNT/C, H¢ mAKk, Maus IgG1l RKI, diese Arbeit
HcC515 BoNT/C, H¢ mAKk, Maus IgG2b RKI, diese Arbeit
HcC1304 BoNT/C, H¢ mAKk, Maus IgG1l RKI, diese Arbeit
HcC2378 BoNT/C und /DC, H: mAk, Maus IgG1 RKI, diese Arbeit
HCD115  BoNT/C und /D pAk, Hilhnchen  19G RKI, J. Wolf [265]

D63 BoNT/D, LC mAk, Maus IgG2b  RKI, J. Wolf [265]

D967 BoNT/D, Hc mAKk, Maus IgG1 RKI, F. Finkenwirth [266]
E136 BONT/E, Hy mAK, Maus lgG2a RKI, T. Schreiber [160]
E163 BONT/E, LC mAKk, Maus IgG1 RKI, T. Schreiber

E173 BoNT/E, Hy mAKk, Maus IgG2a RKI, T. Schreiber

E1346 BoNT/E, H¢ mAKk, Maus IgG1l RKI, diese Arbeit

E1447 BoNT/E, H¢ mAKk, Maus IgG2b RKI, diese Arbeit

E3128 BoNT/E, H¢ mAKk, Maus IgG2b RKI, diese Arbeit

E3194 BoNT/E, H¢ mAKk, Maus IgG2b RKI, diese Arbeit

E3226 BoNT/E, H¢ mAKk, Maus IgG2b RKI, diese Arbeit

KE97 BoNT/E pAk, Kaninchen IgG RKI, T. Schreiber [160]
SEA165 SEA mAK, Maus IgG1 RKI, U. Fiebig

SEA388 SEA mAK, Maus IgG1 RKI, U. Fiebig

SEA2353  SEA mAK, Maus IgG1 RKI, U. Fiebig

AP10 Abrin+Aggl., Rizin mAK, Maus lgG2a RKI, diese Arbeit

AP54 Abrin-b? mAKk, Maus IgG1 RKI, diese Arbeit
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Name Spezifitat" Art, Spezies Isotyp  Ursprung/Referenz
AP60 Abrin-a mAKk, Maus IgG1l RKI, diese Arbeit
AP69 Abrin-b? mAKk, Maus lgG1 RKI, diese Arbeit
AP267 Abrus Agglutinin mAKk, Maus IgG2a RKI, S. Worbs
AP406 Abrin-a mAKk, Maus IgG1l RKI, S. Worbs
AP430 Abrin-a mAKk, Maus IgG2a RKI, S. Worbs
AP476 Abrus Agglutinin mAKk, Maus 1gG2a RKI, S. Worbs
AP2573 Abrus Agglutinin mAKk, Maus IgG1 RKI, diese Arbeit
AP3202 Abrin-a mAKk, Maus IgG1 RKI, diese Arbeit
AP3659 Abrin-b? mAKk, Maus lgG2a RKI, diese Arbeit
AP3808 Abrin-b? mAK, Maus IgG2a  RKI, diese Arbeit
KAP142 Abrin pAk, Kaninchen 1gG RKI, S. Worbs

1LC Leichte Kette, Hy N-terminaler Teil der schweren Kette, He C-terminaler Teil der schweren Kette,

?nicht eindeutig experimentell bestatigt

2.1.7 Puffer

Fur die vorliegende Arbeit bendtigte Puffer werden in Tab. 15 angegeben.

Tab. 15: Puffer

Bezeichnung pH- Zusammensetzung Verwendung
Wert
ACK-Puffer 7,3 155 mM NH,CI Erythrozytenlyse
10 mM KCO;
0,1 mM Na,EDTA
Blockpuffer 7,2 2 % (w/v) Magermilchpulver in Western Blot, ELISA
PBS-T
Caseinpuffer 7,3 0,05 M Tris ELISA

Detektionspuffer 10,0

Elektrophoresepuffer 8,3

Endopep-Puffer 7,4

FACS-PBS 7,2

0,625 % (w/v) Casein

0,005 % (w/v) 5-Bromo-5-Nitro-

1,3-Dioxan

0,0025 % (v/v) Tween 20
0,1 M Diethanolamin

0,01 mM MgCl, x 6 H,0
192 mM Glycin

25 mM Tris

0,1 % (w/v) SDS

20 mM HEPES, 0,2 M ZnCl,,
10 mM Dithiothreitol,

1 mg/ml BSA,

je 50 pmol/ul BoNT/C und
BoNT/D Peptid Substrat
PBS mit 2,5 % (v/v) FKS
0,1 % (w/v) NaN;

Western Blot

SDS-Page

Endopep-MS Assay

Durchflusszytometrie
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Bezeichnung pH- Zusammensetzung Verwendung
Wert
Farbel6sung 2,0 0,008 % (w/v) Coomassie G-250  Coomassiefarbung
36 mM Salzsdure
HBS-EP+ 7,4 10 mM HEPES Oberflachen-
150 mM NacCl plasmonresonanz
3mM EDTA
0.05 % (v/v) Tween 20
Lammli-Probenpuffer 6,8 50 mM Tris-HCI, pH 6,8 SDS-Page
(3x) 10 % (v/v) Glycerol
2 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
Evtl. 0,1 M DTT
PBS 7,2 137 mM NacCl Standardpuffer
8,1 mM Na,HPO,
2,7 mM KCI
1,5 mM KH,PO,
PBS/BSA 6,0 PBS mit 0,1 % (w/v) BSA pTD Messungen
7,2 PBS mit 0,1 % (w/v) BSA ELISA
PBS-TBN 7,4 PBS mit 0,1 % (w/v) BSA Suspensionsarray
0.02 % (v/v) Tween 20 basierend auf der
0.05 % (w/v) NaN; Luminex-Technologie
PBS-T 7,2 PBS mit 0,1 % (v/v) Tween 20 Waschpuffer
Saponinpuffer 7,2 0,5 % (w/v) Saponin in PBS Durchflusszytometrie
Transferpuffer 9,2 48 mM Tris, 39 mM Glycin, Western Blot

20 % (v/v) Methanol
0,037 % (w/v) SDS
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2.1.8 Zelllinie und Medien

Neben aus Mausen gewonnenen Primérzellen wurden in dieser Arbeit die Myelomzellen
P3x63A08.653 (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) verwendet. Fir die
Kultivierung dieser Zelllinie sowie der generierten Hybridomazelllinien wurden die
Medienzusdtze und die Medien wie in Tab. 16 und Tab. 17 beschrieben angesetzt. FKS wurde
zuvor 60 min im Wasserbad bei 56 °C inaktiviert. FKS zur Antikdrperproduktion (GPG-FKS)

wurde zuvor von bovinen Antikérpern mittels AKTA Chromatographie und einer Protein G

Séule gereinigt.

Tab. 16: Medienzuséatze

Bezeichnung

Erlauterung

Hersteller

AH

FKS
IL-6

-Mercaptoethanol
100 x Pen/Strep

RPMI1640

50 x Azaserin/Hypoxanthin
(Endkonzentration 5.7 uM Azaserin,
100 uM Hypoxanthin)

Fotales Kélberserum

Rekombinant, Novitec, 200000 U/ml

50 mM in PBS

10000 U/ml Penicillin, 10000 pg/ml
Streptomycin

Roswell Park Memorial Institute
Medium

Sigma-Aldrich, Seelze

Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA

Hiss Diagnostics, Freiburg
i. Br.

Serva, Heidelberg
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Tab. 17: Medien fur die Zellkultur

Bezeichnung

Erlauterung

Verwendung

R10F

R10F"

R10F" GPG

R20F AH

R20F"

Einfriermedium

RPMI1640, 10 % (v/v) FKS, 50 uM B-
Mercaptoethanol

Wie R10F mit 1 % (v/v) Pen/Strep

RPMI1640, 10 % (v/v) GPG-FKS,

50 uM B-Mercaptoethanol, 1 % (v/v)
Pen/Strep

RPMI1640, 20 % (v/v) FKS, 50 uM -
Mercaptoethanol, 50 U/ml IL-6, 1 x AH
RPMI1640, 20 % (v/v) FKS, 50 U/ml
IL-6, 1 % (v/v) Pen/Strep, 50 uM B-
Mercaptoethanol

80 % FKS, 20 % DMSO

Anzucht von Myelom-
Zelllinie, Isolation
Thymozyten
Kultivierung
Hybridomazellen
Herstellung Antikdrper

Selektionsmedium fur
Hybridomazellen
Anféngliche Kultivierung
Hybridomazellen

Einfrieren von Zellen
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219 Tiere

Fur die Generierung monoklonaler Antikérper (mAk) im Rahmen dieser Arbeit wurden sechs
bis zwolf Wochen alte BALB/c- oder NMRI-Méuse (Charles River, Sulzfeld) verwendet. Die
Tiere wurden pathogenfrei nach dem deutschen Tierschutzgesetz von 2006 gehalten und ad
libitum erndhrt. Die Immunisierungsversuche wurden unter dem Aktenzeichen H0109/03 beim
Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin registriert. Fir die Untersuchung des
Titerverlaufs wurden den Tieren aus der Schwanzvene mit Hilfe einer Kaniile wenige pl Blut
entnommen. Nach vollendeter Gerinnung (60 min, Raumtemperatur (RT)) wurde der
Blutkuchen abzentrifugiert (zweimal 2000 x g, 5 min, RT) und der Uberstand fiir den Titertest
mittels indirektem ELISA (siehe 2.2.5.2) verwendet.

Immunisierungen wurden mit einem Mindestabstand von drei Wochen intraperitoneal
durchgefihrt (siehe 9.1).

Der Maus Bioassay (2.2.2.3) wurde unter dem Aktenzeichen A0073/08 beim Landesamt fiir

Gesundheit und Soziales Berlin registriert.

2.1.10 Peptide

Die Peptide (HPLC-gereinigt, Reinheit > 95 %) aus Tab. 18 wurden fur die Endopep-MS-
Untersuchungen eingesetzt [267, 268] und von peptides & elephants (Potsdam) oder Dr. Petra
Henklein (Institut fir Biochemie, Charité Universitatsmedizin, Berlin) hergestellt. Angegeben

ist das Masse-zu-Ladung-Verhéltnis m/z.

Tab. 18: Peptide

Name Sequenz m/z

BoNT/C-Substrat  Biotin-KGSNRTRIDEANQRATRMLGGK-biotin 2911
C-NT Biotin-KGSNRTRIDEANQR 1871
C-CT ATRMLGGK-biotin 1059
BoONT/D-Substrat LQQTQAQVDEVVDIMRVNVDKVLERDQKLSELDDRADAL 4496
D-NT LQQTQAQVDEVVDIMRVNVDKVLERDQK 3297
D-CT LSELDDRADAL 1217
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Die Kits aus Tab. 19 wurden nach Angabe des Herstellers verwendet.

Tab. 19: Kits
Kit Verwendungszweck Hersteller
DNeasy Blood and Tissue Kit DNA-Extraktion Qiagen, Hilden

Isotyping Kit
Mouse-Capture Kit
VenorGenM Kit

Isotypisierung mAKk
Oberflachenplasmonresonanz
Mykoplasmentest

Roche, Mannheim
GE Healthcare, Miinchen
Minerva Biolabs, Berlin

2.1.12 Software

Die in Tab. 20 erwdhnte Software wurde fir die Erstellung dieser Arbeit verwendet.

Tab. 20: Software

Programm

Verwendungszweck

Hersteller

Adobe Creative Suite 4.0

Biacore X100 Control
Software 1.0

Biacore X100 Evaluation
Software 1.1

Bio-Plex Manager 6.1
CellQuest Pro 5.1
Endnote 7.3

ePaTOX 1.31
flexAnalysis 3.4

FlowJo 8.7
Mikrowin 2010
Office 2010
Prism 5.04

pTD Control 1.30
UNICORN Control

Illustration/Bildbearbeitung
Steuerung Biacore X100
Datenanalyse Bindungskinetik
Steuerung Bio-Plex 200
Kontrollsoftware FACS

Literaturverwaltung

Steuerung pTD/ePaTOX 1l
Auswertung MS-Spektren

Analyse FACS-Daten
ELISA-Daten Erfassung
Textverarbeitung/Datenanalyse
Datenanalyse/Darstellung

Steuerung pTD/ePaTOX 11
AKTAexplorer Steuerung

Adobe Inc., San José, CA,
USA
GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

BD, Heidelberg

Thomson Reuter, New York,
NY, USA

Analytik Jena, Jena

Bruker Daltonics, Bremen

Tree Star Inc., Ashland, OR,
USA

Mikrotek Laborsysteme
GmbH, Overath

Microsoft Inc., Redmond,
WA, USA

GraphPad Inc., La Jolla, CA,
USA

Bruker Daltonik, Leipzig
GE Healthcare, Miinchen
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2.2  Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Zellkultur-Techniken

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank (HeraSafe, Heraeus, Hanau) durchgefihrt.
Es wurden ausschlielflich sterile Materialien und Ldsungen verwendet. Die Inkubation der
Zellen erfolgte in einem Brutschrank (HeraCell 240, Heraeus, Hanau) bei 37 °C, 5 % CO, und
98 % Humiditat. Die benutzten FKS-Chargen wurden zuvor auf Unterstiitzung des Hybridoma-

Wachstums getestet.
Trypanblau-Test

Zur Bestimmung der Lebendzellkonzentration wurde ein Trypanblau-Test durchgefuhrt [269].
Dabei wurden die Zellen gut resuspendiert und ca. 50 pl steril entnommen. Ein VVolumenanteil
der Zellsuspension wurde mit ein bis neunzehn Volumenanteilen Trypanblau-Lésung (1 %
(w/v) in PBS) verdiinnt und in eine Neubauer-Zahlkammer eingebracht. Unter dem Mikroskop
(DMIL 090-135.001, Leica, Wetzlar) wurden lebende Zellen mit guter Vitalitat (ungeféarbt und

rund) gezahlt. Trypanblau zeigt die Integritat der Zellmembran an, tote Zellen féarben sich blau.
Tlrks-Test

Zur Bestimmung der Konzentration der Splenozyten wurde Turks-Losung verwendet.
Erythrozyten wurden durch die in der Tirks-Ldsung enthaltene Essigsdure hdmolysiert. Die
verbliebenen Splenozyten wurden wie bei der Trypanblau-Farbung in einer 1:10 Verdiinnung

gezahlt.

2.2.1.2 Kryokonservierung der Hybridomazellen

Vitale Hybridomazellen wurden fiir eine Langzeitlagerung eingefroren. Dazu wurden 10 ml
Zellsuspension aus einer konfluent bewachsenen Zellkulturflasche durch Zentrifugation geerntet
(350 x g, 6 min, RT). Das Zellpellet wurde in 900 pl kaltem Kulturmedium aufgenommen, in
ein Cryoréhrchen (Nunc, Roskilde, DK) tberfiihrt und fir 30 min bei 4 °C aufbewahrt. Zur
Konservierung wurde 900 pl Einfriermedium zugegeben, kurz resuspendiert und sofort
bei -80 °C in einer Styroporkiste eingefroren. Nach zwei bis vier Wochen wurden die Klone in
den N,-Tank transferiert.

Um die Vitalitdt beim Auftauen zu gewdhrleisten, wurden die eingefrorenen Zellen ziigig bei
37 °C im Wasserbad erwérmt und in 9 ml Kulturmedium (berfuhrt. Nach dem Waschen der
Zellen mit 10 ml Kulturmedium (Zentrifugation wie oben) wurden die Zellen wie gewohnt

kultiviert.
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2.2.1.3 Mykoplasmentestung der Hybridomazellen

Um die Zellen auf eine Kontamination mit Mykoplasmen zu untersuchen, wurde das Pellet
(350 x g, 6 min, RT) einer 1 ml Suspensionskultur der Hybridomazellen verwendet. Dieses
wurde in 200 pl PBS resuspendiert und mit Hilfe des DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen,
Hilden) aufgearbeitet. Die PCR wurde nach Anleitung des VenorGeM Mycoplasma Detection
Kit (Minerva Biolabs, Berlin) durchgeftihrt.

2.2.2  Umgang mit Toxinen

2.2.2.1 Sicherheitsaspekte im Umgang mit Toxinen

Alle Toxinarbeiten wurden unter einer Sicherheitswerkbank (HeraSafe mit HEPA-2 Filter,
Heraeus, Hanau) nach entsprechender Einweisung in einem Toxin-Sicherheitslabor
durchgefuhrt. Zusatzlich wurden zwei Paar Handschuhe (Neopren und Latex) und ein
gummierter Rickenschlusskittel getragen. Zudem fand ein Laborschuh-Wechsel statt.
Feststoffabfélle wurden bei 134 °C fur 60 min autoklaviert und gesondert entsorgt. Toxinhaltige

Flussigkeiten wurden durch Zugabe von NaOH (Endkonzentration 5 %) (iber Nacht inaktiviert.

2.2.2.2 Herstellung toxinhaltiger Kulturiiberstande

Zur Herstellung von Kulturiiberstdnden wurden die Bakterien in Trypton-Pepton-Glucose-
Hefeextrakt (TPGY)-Medium fir ein bis sieben Tage bei 30 °C kultiviert. Es wurden folgende
anaerobe Bakterien benutzt: C. botulinum (Gruppe I, I1, 111 und IV), C. baratii, C. berijerinckii,
C. botulinum Gruppe Il atoxisch, C. butyricum, C. bifermentans, C. difficile, C. glycolicum, C.
hiranonis, C. innocuum, C. novyi, C. paraputrificum, C. perfringens, C. sartagoforme, C.
scindens, C. septicum, C. sordellii, C. sporogenes, C. subterminale, C. tertium und C. tetani.
Um anaerobe Bedingungen firr die Kultur zu erhalten, wurde eine Anaerobier-Werkbank
(MACS 500, Don Whitley Scientific, West Yorkshire, United Kingdom, Einsatz von Mischgas:
6 % H,, 10 % CO,, 84 % N,) verwendet. Uberstande wurden durch Zentrifugation (12000 x g,
5 min, 4 °C) und zwei Filtrationen (0,45 um und 0,2 pm Spritzenvorsatzfilter) von vegetativen

Zellen abgetrennt.

2.2.2.3 Maus Bioassay

Kulturlberstande von isolierten C. botulinum-Stdmmen oder priméren Anreicherungskulturen
wurden in PBS mit 0,1 % BSA pH 7,2 verdunnt und intraperitoneal in weibliche BALB/c-
Maduse gespritzt (Tierversuchsaktenzeichen A0073/08 beim Landesamt fir Gesundheit und
Soziales Berlin). Bei den Tieren wurde bis zu vier Tagen Uberwacht, ob typische Botulismus-
Symptome wie Wespentaille, Atemprobleme oder einsetzende Ldhmung auftraten. In diesem

Fall wurden die Mause sofort aus ethischen Griinden euthanisiert.
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2.2.3 Herstellung monoklonaler Antikorper

2.2.3.1 Toxoid-Herstellung

Eine native Applikation der Botulinum Neurotoxine und Abrins in Mengen, die flr eine
Immunisierung nétig sind (1-50 pg Protein), wiirde zum Tod der Tiere fiihren [34]. Aus diesem
Grund wurden zum einen rekombinante Toxine verwendet, die aus einer inaktiven Form bzw.
aus einzelnen Doménen bestanden, zum anderen wurde Abrin durch Formaldehyd-Behandlung
inaktiviert (Endkonzentration 0,3 % (v/v) Formaldehyd, 14 Tage, 37 °C).

2.2.3.2 Immunisierung

Fur die Immunisierung wurden weibliche BALB/c- oder NMRI-Mduse (Charles River,
Sulzfeld) mit einem Mindestalter von 6 Wochen verwendet. Das Antigen (siehe
Immunisierungsschema, Kapitel 9.1) wurde in sterilen PBS verdinnt und mit gleichen Teilen
Freunds Adjuvans (fir die erste Immunisierung komplettes Freunds Adjuvans, fiir
Folgeimmunisierungen inkomplettes, Sigma-Aldrich, Seelze) vermischt. Nach 10 min Schiitteln
auf dem Vortexer wurde die Lésung 2 min bei 4 °C im Ultraschallbad beschallt (Tastgrad 50 %,
Ausgabekontrolle 5; Sonifier 450, Branson, Danbury, CT, USA). Die nun z&hflissige
Suspension wurde intraperitoneal injiziert, pro Tier wurden 100-200 pl appliziert. Die

Immunisierungen erfolgten mit einem Mindestabstand von 3 Wochen.

2.2.3.3 Vorbereitung der Priméarzellen

Sobald bei immunisierten Mausen ein konstanter Titer gemessen wurde, wurden diese fur eine
Fusion vorbereitet. Dazu erfolgte an zwei bis drei Tagen vor der Fusion jeweils taglich eine
intraperitoneale Injektion des Antigens in PBS ohne Zugabe von Freunds Adjuvans. Am Tag
der Fusion wurden die immunisierte Maus (bzw. mehrere) sowie drei bis neun nicht
immunisierte, 6-12 Wochen alte BALB/c-Mduse (Charles River, Sulzfeld) durch zervikale
Dislokation getotet. Unter sterilen Bedingungen wurden die Thymi der nicht immunisierten
Mause sowie die Milz der immunisierten Maus entnommen. Die Gewebe wurden getrennt auf
feinporigen Maschendraht (212 um, VWR, Darmstadt) zerrieben und in PBS mit 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep, Biochrom, Berlin) resuspendiert. Die Zellen wurden einmal
mit 1 % Pen/Strep in PBS gewaschen (380 x g, 6 min, RT). Die Thymuszellen wurden mit dem
Trypanblau-Test (siehe 2.2.1.1) gez&hlt und bis zur Verwendung in R10F" Medium bei 37 °C
aufbewahrt. Die Milzzellen wurden mit Hilfe eines Zellsiebs (70 um, BD, Heidelberg) filtriert
und erneut gewaschen. Zur Lyse der verbliebenen Erythrozyten wurde ACK-Lyse-Puffer
(155 mM NH,CI, 10 mM KCOs;, 0,1 mM Na,EDTA, pH 7,3) fir 4 min zugegeben. Danach
wurde mit 36 ml 1 % Pen/Strep in PBS abgestoppt, filtriert wie oben und zentrifugiert (380 x g,
6 min, RT). Die Splenozyten wurden in RPMI1640-Medium mit 3-Mercaptoethanol bei 37 °C
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aufbewahrt. Die Bestimmung der Zellkonzentration der Milzzellldsung erfolgte mittels Tdirks-
Tests (siehe 2.2.1.1).

2.2.3.4 Vorbereitung der Myelomzellen
Zeitgleich zu 2.2.3.3 wurden P3x63Ag8.653 Myelomzellen dreimal mit RPMI1640-Medium

mit B-Mercaptoethanol gewaschen (380 x g, 8 min, RT), in 30 ml Medium resuspendiert und
mittels Trypanblau-Test (2.2.1.1) gezahlt.

2.2.3.5 Fusion

Die Fusion wurde nach der von Kohler und Milstein entwickelten Hybridoma-Technologie
durchgefuhrt [270]. Splenozyten und Myelomzellen wurden im Verhaltnis 2:1 vermengt und
sedimentiert (380 x g, 6 min, RT). Durch langsame Zugabe von PEG 1500 (1 ml pro 100 x 10°
Milzzellen, Roche, Mannheim) erfolgte die Fusion. Die Zellen wurden in RPMI1640 Medium
mit B-Mercaptoethanol resuspendiert und gewaschen (380 x g, 6 min, RT). Die nun
entstandenen Hybridomazellen wurden im Selektionsmedium aufgenommen und mit den
Thymozyten als Futterungszellen (gleiche Menge wie Milzzellen) vermengt. Das Ausplattieren
erfolgte mit einer eingestellten Konzentration von 1 x 10° Hybridomazellen/ml in sterilen
Mikrotiter-Zellkulturplatten (96 Kavitdten, 200 pl/Kavitat, Nunc, Roskilde, DK).

An Tag 7 und 8 nach Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank wurde das gesamte
Medium durch frisches Selektionsmedium ersetzt. Durch den Austausch des Mediums wurden
vorhandene Antikorper entfernt, die von nicht fusionierten B-Zellen sezerniert wurden. Zu
diesem Zeitpunkt konnten bereits erste Klone erkannt werden. Ab Tag 10 nach der Fusion
wurden die Uberstande der Hybridomazellen mittels indirektem (2.2.5.2) und Sandwich ELISA
(2.2.5.3) sowie mittels Oberflachenplasmonresonanz (2.2.5.6) und, falls nétig, im Multiplex-

Screening (2.2.5.4) auf Reaktivitdt gegeniiber dem gesuchten Antigen getestet.

2.2.3.6 Subklonierung

Hybridomaklone, welche Antikérper mit den gewinschten Eigenschaften produzierten, wurden
durch limitierende Verdiinnung subkloniert, um die Klonalitét sicherzustellen. Dazu wurden die
Zellen resuspendiert und die Zellkonzentration mit Trypanblau-Test (2.2.1.1) bestimmt. Mittels
einer 1:3 Verdlnnungsreihe wurden Mikrotiterplatten mit einer Konzentration von 30 bis 0,3
Zellen/100 pl in R20F" belegt. An Tag 7 wurden die Zellen mikroskopisch begutachtet,
Einzelklone wurden markiert und die Zellen mit 150 pl frischem R20F" gefiittert. An Tag 9 oder
10 nach der Aussaat wurden die Uberstinde der Einzelklone im ELISA kontrolliert. Die jeweils
drei besten Subklone wurden expandiert und eingefroren (siehe 2.2.1.2), der beste Klon wurde
einer weiteren Subklonierung unterzogen. Nach zwei Subklonierungen wurde die Klonalitat und
stabile Antikorperproduktion mittels Fluoreszenz-Farbung intrazelluldrer Antikérper und
Durchflusszytometrie (2.2.3.7) Gberprift.
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2.2.3.7 Durchflusszytometrie

Um Hybridomazellen zu untersuchen, ob sie eine einheitliche klonale Population darstellen,
wurde eine intrazellulare Farbung der Antikorper  durchgefihrt und  mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Dazu wurden je 200 pl resuspendierte, vitale Hybridomazellen
aus einer Zellkulturflasche in eine Rundboden-Mikrotiterplatte tberfiihrt und pelletiert (400 x g,
5 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde zweimal mit 200 pl PBS gewaschen. Die Zellen wurden in
100 pl PBS aufgenommen und mit 100 pl 4 % (v/v) Formaldehyd in PBS fiir 20 min fixiert. Die
Hybridomazellen wurden danach zweimal mit 200 pl PBS und einmal mit Saponinpuffer (0,5 %
(w/v) Saponin in PBS) gewaschen. Durch diese Permeabilisierung der Zellmembranen wurden
die intrazelluldren Antikorper anschlieBende mit anti-Maus-1gG-Cy5 gefarbt (6 pg/ml in
Saponinpuffer verdinnt). Als Negativkontrolle wurde jeweils ein Zellklon ohne Cy5-markierten
Antikorper mitgefiihrt. Im Anschluss an die Férbung wurden die Zellen zweimal mit je
200 pl/Kavitat Saponinpuffer gewaschen und in FACS-PBS resuspendiert.

Die Hybridomazellen wurden mit dem LSRII Gerat und der Cell Quest Pro Software (BD,
Heidelberg) analysiert. Dabei wurden anhand der Vorwaérts- und Seitwértsstreuung fixierte
Zellen ausgewdhlt. Mit Hilfe der Software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, USA) wurden die

Populationen aufgrund ihrer GroRe, Granularitat und ihres Fluoreszenzsignals unterschieden.

2.2.3.8 Antikdrperherstellung

Die zweifach subklonierten Hybridomaklone, die stabil vielversprechende Antikorper in den
ersten Experimenten produzierten, wurden schrittweise vom Mediumzusatz I1L-6 entwdhnt. Der
FKS-Gehalt des Mediums wurde auf 10 % gesenkt. Die Zellen wurden daraufhin in einem
Medium mit G-Protein affinititsgereinigtem FKS (R10F® GPG) expandiert, um eine
Kontamination mit bovinen Antikdrpern auszuschliefen. Nachdem ein VVolumen von 0,5 bis 2 |
erreicht wurde und bis zu 90 % der Zellen starben, wurde der Uberstand durch zweimalige
Zentrifugation geerntet (2000 x g, 10 min, 10 °C gefolgt von 8000 x g, 10 min, 10 °C). Der
Uberstand wurde neutralisiert mit 2 M Tris pH 8,8, steril filtriert (0,22 pm Flaschenaufsatzfilter,
Millipore, Billerica, MA, USA) und bis zur Reinigung (2.2.3.9) bei 4 °C gelagert.

2.2.3.9 Antikdrperreinigung

Die Reinigung der Antikorper erfolgte mit Hilfe einer AKTAexplorer100 Anlage und einer
HiTrap MabSelect SuRe-Sdule (GE Healthcare, Miinchen). Die Séule wurde mit Laufpuffer
(20 mM Natriumphosphat, 0,15 M NaCl; pH 7,2) &quilibriert, mit dem Hybridoma-Uberstand
beladen und bis zur vollstdndigen Entfernung nicht gebundener Proteine mit Laufpuffer gespuilt.
Die Elution erfolgte mit 0,1 M Natriumcitrat pH 3,6. Die Antikorperlésung wurde sofort durch
3,6 M Tris/HCI pH 9,0 neutralisiert, um eine Konformationsédnderung und dazugehérigen

Funktionsverlust zu verhindern. Die Saule wurde mit 0,25 M Natronlauge gespult, um etwaige
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Verunreinigungen zu entfernen, und mit Laufpuffer neutralisiert. Zur langeren Aufbewahrung
wurde die Saule in 20 % Ethanol gelagert.

Die vereinigten antikdrperhaltigen Fraktionen wurden in einen vorbereiteten Dialyseschlauch
(8-10 kDa Ausschlussgrofie, Spectrum Labs, Frankfurt a. M.) gefillt. Die Dialyse erfolgte
dreimal mindestens 3 h gegen jeweils 1 | PBS. Falls die Antikdrperkonzentration nach der
Dialyse kleiner als 1 mg/ml war, wurden die Antikérper durch Zentrifugation (4000 x g,
20 min, RT) mittels eines Amicon Ultra Zentrifugenréhrchen (10 kDa MWCO) in einer
Ausschwingzentrifuge eingeengt. Die Antikorperlosung wurde abschlieBend sterilfiltriert
(0,22 um Spritzenvorsatzfilter mit PVDF-Membran, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA),

aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Verbrauchsmengen wurden bei 4 °C aufbewabhrt.

2.2.3.10 Isotypbestimmung

Die Bestimmung des Isotyps der neu hergestellten monoklonalen Antikorper erfolgte mit Hilfe
des Isotyping Kits (Roche, Mannheim) nach Anleitung des Herstellers.

2.2.3.11 Kopplung von Biotin an Antikorper

Fur die Kopplung wurden 500 pl Antikérperlésung mit einer Konzentration von 1 mg/ml in
PBS prépariert. Diese wurde mit 50 ul frischer 1 M NaHCO; und mit 5 pl Biotin-NHS
(13,4 mM in DMSO, Sigma-Aldrich, Seelze) versetzt, um ein Kopplungsverhéltnis von
20 Biotinmolekilen pro Antikérper zu erhalten. Nach einstiindiger Rotation wurde die Reaktion
durch Zugabe von 10 ul 10 % (w/v) NaN; abgestoppt. Ungebundene Biotin-Haptene wurden
durch Gelfiltration mit PD10-Saulen (GE Healthcare, Miinchen) abgetrennt. Dazu wurden die
Saulen mit Laufpuffer (PBS mit 0,05 % NaN3) aquilibriert, mit dem Reaktionsansatz beladen
und erneut mit Laufpuffer gewaschen. Das Eluat wurde zu 250 pl fraktioniert und am IMPLEN
Photometer (siehe 2.2.4.1) vermessen. Der Proteingehalt wurde durch die Messung der
Absorption bei 280 nm bestimmt, relevante Fraktionen (mehr als 0,1 mg/ml Protein) wurden
vereinigt, erneut vermessen und fir die Lagerung mit BSA (Endkonzentration 0,2 % (w/v))
versetzt. Biotinylierte Antikdrper wurden bei -20 °C bzw. -80 °C gelagert, Verbrauchsmengen

wurden bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.4 Proteinchemische Methoden

2.2.4.1 Antikorperkonzentrationsbestimmung

Die Antikorperkonzentration in Lésung wurde am IMPLEN Photometer (NanoPhotometer
P300, IMPLEN, Minchen) vermessen. Dazu wurde das Gerat 30 min vorgewdrmt und durch
Messung einer Leerprobe (meist PBS) auf Null gesetzt. Als Programm wurde Antikorper-
Konzentrationsbestimmung 1gG10 gewéhlt. Es wurden 4 pl der Antikorperlosung auf den

Probenhalter pipettiert und eine Messung bei 280 nm, referenziert auf 320 nm, durchgefiihrt.
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Anhand des voreingestellten Extinktionskoeffizienten £=210000xM™xcm™ wurde mit Hilfe

des Lambert-Beer’schen Gesetzes A =c xgxd die Konzentration berechnet.

2.2.4.2 SDS-PAGE

Die GroRenauftrennung von Proteinen erfolgte mittels Polyacrylamidgel-Elektrophorese
(PAGE) in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS)[271]. Zu diesem Zweck wurden Gele
mit verschiedenen Konzentrationen von Acrylamid/Bisacrylamid je nach GroRe des zu
untersuchenden Proteins bereitgestellt (Tab. 21). Dazu wurde zuerst eine ca. 5 cm hohe
Trenngelschicht in die praparierten Glasplatten gegossen, mit Wasser vorsichtig Uberschichtet
und 30 min gewartet. Nach der Inkubation wurde das Wasser abgenommen, die
Sammelgelschicht gegossen und der Probenauftragskamm eingebaut. Die auspolymerisierten
Gele wurden in eine PROTEAN 3 Elektrophoresekammer (Bio-Rad, Miinchen) nach Anleitung
des Herstellers eingebaut und mit Elektrophorese-Laufpuffer bis zur Markierung befullt. Zur
GroRenabschatzung der Proteine wurde PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific, Braunschweig) aufgetragen. Die Proben wurden mit entsprechenden Volumen
reduzierendem bzw. nicht-reduzierendem L&mmli-Probenpuffer versetzt (maximales VVolumen
pro Tasche: 15 pl), 5 min bei 95 °C erhitzt und auf Eis abgekihlt. Prazipitate wurden durch
Zentrifugation (12000 x g, 1 min, RT) abgetrennt. Der Uberstand wurde in die Geltaschen
gefiillt und Strom angelegt. Die durch das SDS negativ geladenen Proteine trennten sich anhand
ihrer GroRe auf. Solange sich die Proteine in der Sammelgelphase befanden, wurde eine
Spannung von 40 V gewdhlt. Nach dem Ubergang in die Trenngelschicht wurde die Spannung
auf 120 V erhoht. Sobald die Bromphenolblaubande, welche vor den Proteinen lief, das Gelende
erreichte, wurde die Elektrophorese beendet, das Gel enthommen und fiir Farbeverfahren
(2.2.4.3) oder fiir einen Western Blot (2.2.5.1) weiterverwendet.
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Schicht Konzentration/  Zusammensetzung
Verwendung
Trenngelldsung 7,5 %/ 2,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30 %/0,8 %)
Antikorper 4,9 ml bidestilliertes Wasser
BoNT 2,5ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
(nicht 0,1 ml 10 % (w/v) SDS

reduzierend)

0,060 ml 10 % (w/v) APS
0,007 ml TEMED

10 %/ 3,3 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30 %/0,8 %)

BoNT 4,1 ml bidestilliertes Wasser

Abrin Andere Reagenzien wie oben

12,5 %/ 4 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30 %/0,8 %)

Antikorper 3,4 ml bidestilliertes Wasser

SEA Andere Reagenzien wie oben
Sammelgellosung  alle 0,65 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30 %/0,8 %)

1,25 ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
3,05 ml bidestilliertes Wasser
0,05 ml 10 % (w/v) SDS

0,025 ml 10 % (w/v) APS
0,006 ml TEMED

2.2.4.3 Farbetechniken fir SDS-Gele

Coomassie-Farbung

Fur diese Farbung wurde das Gel im Anschluss an die Elektrophorese dreimal fir 5 min mit
Wasser gewaschen. Danach wurde das Gel zwei Stunden unter vorsichtigem Schutteln in
Coomassie-Farbeldsung eingelegt und durch anschlielendes Waschen mit Wasser bis zur

gewdlnschten Intensitat entfarbt (Nachweisgrenze ca. 15-100 ng pro Bande).
Silberfarbung

Diese sensitivere Farbemethode [272] erfolgte im Anschluss an die Coomassiefarbung.
Alternativ wurde das Gel in 50 % Ethanol und 12 % Eisessig zweimal 30 min fixiert. Nach
zweimaligem Waschen (je 20 min) mit 50 % Ethanol wurde das Gel 1 min mit 0,02 % (w/v)
Na,S,0; x 5 H,O behandelt. Nach drei Waschschritten mit Wasser (je 20 sec) erfolgte die
Inkubation mit der Silberldsung (0,2 % (w/v) AgNO3, 0,075 % (v/v) Formalin) fir 20 min. Das
Gel wurde erneut zweimal mit Wasser gewaschen und mit einer Lésung von 3 % (w/v) K,COs,
0,0004 % (w/v) Na,S,03; x 5 H,0 und 0,05 % (v/v) Formalin entwickelt. Die Farbung wurde
durch 1 % (w/v) Glycin gestoppt und das Gel in Wasser aufbewahrt. Die Dokumentation der
Gele erfolgte am ChemiDoc MP System (Bio-Rad, Miinchen). Die Nachweisgrenze lag bei ca.
1 ng pro Bande [272].
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2.2.5 Immunoassays

2.2.5.1 Western Blot

Der Western Blot erfolgte direkt im Anschluss an die SDS-PAGE. Das Gel wurde aus der
Elektrophorese-Kammer entnommen, das Sammelgel entfernt und das Trenngel 10 min in
Transferpuffer (48 mM Tris, 39 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol, 0,037 % (w/v) SDS)
geschwenkt. Weiterhin wurden sechs Whatmann-Papiere mit einer Groe von 8,5 x 6 cm und
eine PVDF-Membran (PVDF-Membran Immobilon P, 0,45 um, Millipore, Schwalbach) in
Transferpuffer eingelegt. Die Membran wurde zuvor mit 100 % Methanol aktiviert und mit
Wasser gewaschen. Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte im TransBlot Turbo
V.102 (Bio-Rad, Minchen) nach Anleitung des Herstellers. Es wurden 1,0 A und 25 V fir
30 min angelegt. Nach dem Blotten wurde die Membran Uber Nacht bei 4 °C in Blockpulver
(2 % Magermilchpulver in PBS-T) geblockt. Der Priméarantikorper wurde fiir eine Stunde bei
RT in einer Konzentration von 1-10 pg/ml in Blockpuffer zugegeben. Alternativ wurde 1:10
verdiinnter Hybridoma-Uberstand benutzt. Nach dreimaligem Waschen mit Blockpulver (je
10 min) erfolgte die Zugabe eines biotinylierten anti-Spezies Antikorpers (1:5000 in
Blockpuffer verdunnt, 30 min, RT). Es wurde erneut gewaschen und zur Detektion Avidix-
alkalische Phosphatase in einer 1:5000 Verdiinnung fiir 30 min zugegeben. Nun wurde dreimal
mit Blockpuffer und dreimal mit Detektionspuffer gewaschen (je 5 min). Der Nachweis erfolgte
mit Tropix CDP-Star (1:50 in Detektionspuffer, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Die durch die Reaktion des Enzyms entstandene Emission von Licht wurde am ChemiDoc MP
(Bio-Rad, Miinchen) dokumentiert.

2.2.5.2 Indirekter ELISA

Der indirekte ELISA wurde fiir die Analyse der Titerentwicklung in immunisierten Mausen, fur
das Screening der Uberstande der Hybridomazellen und zur Testung der Spezifitit verwendet.
Es wurden 500 ng/ml Toxin in 1 pg/ml (w/v) BSA in PBS verdinnt und je 50 pl/Kavitat Gber
Nacht bei 4 °C auf einer MaxiSorp Mikrotiterplatte (Nunc, Roskilde, DK) immobilisiert. Das
Toxin wurde abgenommen, mit 5 % NaOH inaktiviert und die Platte wurde viermal mit PBS-T
(200 pl/Kavitat) mit dem HydroSpeed Plattenwascher (Tecan, Crailsheim) gewaschen. Nach
dem Blocken unspezifischer Bindungen (Blockpuffer, 2 % Magermilchpulver in PBS-T,
200 pl/Kavitéat, 1 h, RT) wurden die Antikorper in einer Konzentration von 5-10 pg/ml bzw.
unverdiinnte Hybridoma-Uberstdnde bzw. Mausserum (1:1000-1:100000 verdinnt) in
Blockpuffer fur eine Stunde inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS-T erfolgte die
Detektion mit einem anti-Spezies Antikorper, gekoppelt an eine Peroxidase (POD), in
geeigneter Verdinnung in Blockpuffer (50 pl/Kavitat, 30 min, RT). Die Platte wurde achtmal
gewaschen. Als Substrat wurde 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB, SeramunBlue slow,

Seramun, Heidesee, 100 pl/Kavitdt, 5-30 min, RT) verwendet, das Abstoppen der
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enzymatischen Reaktion erfolgte mit 100 pl/Kavitat 0,25 M Schwefelsdaure. Alle ELISA Platten
wurden mit dem Mikroplatten-Lesegerat Anthos LP400 (Diagnostics Pasteur, Chaska, MN,
USA) bei 450 nm und 620 nm vermessen. Die Absorption ergab sich aus der Differenz beider
Werte.

2.2.5.3 Sandwich ELISA

Sandwich ELISA wurden zur Bestimmung der Sensitivitat des Toxinnachweises eingesetzt. Auf
einer MaxiSorp Mikrotiterplatte wurden 5-10 pg/ml Féangerantikdrper (50 pl/Kavitéat) in PBS
Uber Nacht bei 4 °C immobilisiert. Nach viermaligem Waschen mit PBS-T erfolgte die
Blockade unspezifischer Bindungen mit 200 pl/Kavitat Caseinpuffer (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; pH 7,3)
oder 2 % Magermilchpulver in PBS-T fur 1 h bei RT. Die Mikrotiterplatte wurde erneut
gewaschen und mit Antigen in geeigneter Verdinnung in 0,1 % (w/v) BSA in PBS pH 7,2
(50 pl/Kavitét, 2 h, RT) inkubiert. Toxine wurden abgenommen, mit 5 % NaOH inaktiviert und
die Platte wurde viermal mit PBS-T gewaschen. Nun wurde der biotinylierte
Detektionsantikérper in passender Verdinnung (meist 0,5-5 pg/ml in Caseinpuffer oder
Blockpuffer, 50 pl/Kavitdt, 1 h, RT) zugegeben und viermal gewaschen. Mit Hilfe einer an
Streptavidin gekoppelten Peroxidase und TMB wurde eine Farbreaktion (siehe 2.2.5.2) erzeugt,

die nach dem Abstoppen mit dem ELISA Plattenleser ausgewertet wurde.

2.25.4 ELLA

Der ELLA (enzyme-linked lectin assay) wurde zur Charakterisierung der anti-Abrin Antikdrper
eingesetzt. Dazu wurde 4 pg/ml Asialofetuin (Sigma-Aldrich, Seelze) in Carbonat-
Bicarbonatpuffer (0,056 M NaHCO; 0,05 M Na,COs; pH 9,9) (lber Nacht auf einer
Mikrotiterplatte immobilisiert. Die zu untersuchenden Antikorper wurden in einer
Konzentration von 5 pg/ml mit 500 ng/ml Abrin in 0,1 % BSA in PBS oder nur 0,1 % BSA in
PBS auf einer Rundbodenplatte fir 90 min vorinkubiert. In der Zwischenzeit wurde die
Mikrotiterplatte viermal mit PBS-T gewaschen und unspezifische Bindungsstellen wurden
durch PBS-T mit 3 % (w/v) BSA fir eine Stunde blockiert. Die Mikrotiterplatte wurde erneut
gewaschen und die Antikorper-Toxin bzw. -BSA-Mischung wurde Uberfuhrt. Nach
90-mindtiger Inkubation wurde die Mischung abgewaschen und ein Ziege-anti-Maus (bzw.
anti-Kaninchen) Antikorper, gekoppelt an POD, fiir eine Stunde zugegeben. Der Nachweis
erfolgt wie beim ELISA mit TMB und Schwefelsdure. Die Farbreaktion wurde bei 450 und

620 nm vermessen.

2.2.5.5 Screeningverfahren mittels Suspensionsarray

Fir die Analyse von Hybridoma-Uberstanden, die aus einer Fusion mit einer Immunisierung mit

mehr als einem Antigen stammen, wurde ein Multiplex-Screening durchgefiihrt. Dieses beruht
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auf dem Suspensionsarray basierend auf der Luminex-Technologie (1.2.1). Die
paramagnetischen Partikel (MagPlex Microspheres, Luminex, Austin, TX, USA) beinhalteten
zwei Fluoreszenz-Farbstoffe, welche mit Hilfe eines Lasers bei 635 nm ausgelesen wurden
(siehe 1.2.1). Das Screeningverfahren &hnelte einem indirekten ELISA. Toxine wurden an die
carboxylierte Oberflache der Partikel gekoppelt. Nach Zugabe der Hybridoma-Uberstande
banden die vorhandenen Antikorper an die entsprechenden Partikelsorten. Diese Interaktion
wurde mit einem Farbstoff, der an einen anti-Spezies Antikdrper gebunden war, nachgewiesen.

Die Signale des Farbstoffs wurden mit Hilfe des zweiten Lasers ausgelesen.

Kopplung von Toxinen an Luminex-Partikel

Die Kopplung von Toxinen an die farbkodierten Partikel erfolgte mittels EDC-NHS-Chemie
nach Anweisung des Herstellers (Pierce, Rockford, IL, USA). Alle Arbeiten wurden
lichtgeschutzt durchgefuhrt. Die Menge des Toxins sowie die verwendeten Partikel werden Tab.
22 entnommen. Die Konzentration der Partikel wurde auf 1000 Partikel/ul PBS-TBN (PBS,
0,1 % BSA, 0,02 % Tween 20, 0,05 % NaNgs, pH 7,4) eingestellt.

Tab. 22: Partikel fur den Suspensionsarray

Toxine Menge pro 1,5 Mio Partikel Region
BoNT/Al 30 pg 042
BoNT/B1 30 pg 007
BoNT/E3 30 pg 015
BoNT/F1 120 ug 054
Rizin 30 pg 048

Suspensionsarray

Der Suspensionsarray wurde lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur in einer Mikrotiterplatte
(Greiner Bio-One, Frickenhausen) durchgefiihrt. Pro Kavitdt wurden 0,5 pl Partikel jeder
Region, bis zu einem Endvolumen von 50 pl mit PBS mit 1 % (w/v) BSA (pH 7,2) verdlnnt,
eingesetzt. Diese wurden zweimal mit Hilfe eines magnetischen Plattenwaschers (HydroSpeed,
Tecan, Crailsheim) gewaschen. Es wurde unverdiinnter Hybridoma-Uberstand zugegeben und
die Platte 30 sec bei 1100 rpm geschittelt. Es folgte eine einstiindige Inkubation bei 600 rpm.
Nach erneutem Waschen wurde 60 pl/Kavitdt anti-Maus Antikorper gekoppelt an
R-Phycoerythrin (Dianova, Hamburg, 1:400 in PBS mit 1 % BSA verdinnt) fur 1 h zugegeben.
Nach einem letzten Waschschritt wurden die Partikel in 50 pl PBS mit 1 % BSA gut
resuspendiert und mit dem Bio-Plex 200 System (Bio-Rad, Miinchen) vermessen. Es wurde die

Software Bio-Plex Manager 6.1 (Bio-Rad, Munchen) mit folgenden Einstellungen benutzt:
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calibration high, 100er Region, 50 pl Probenvolumen, 10 Partikel/Region, Timeout 45 sec,
Dubletten-Diskriminationseinstellung 8 000-22000.

2.2.5.6 Oberflachenplasmonresonanz (SPR)

Kinetische Bindungseigenschaften der Antikorper wurden mit Hilfe des Biacore X100
Oberflachenplasmonresonanz-Systems (GE Healthcare, Minchen) bei 25 °C untersucht. Hierzu
wurde ein CM5-Sensorchip mit anti-Maus Antikorpern nach Anleitung des Herstellers (Mouse-
Capture-Kit, GE Healthcare, Miinchen) beschichtet. Als Puffer wurde fir alle Versuche
HBS-EP+ (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0,05% Tween 20, pH 7,4)
verwendet. Monoklonale Antikorper (2-5 pg/ml) wurden auf der Flusszelle 2 (Fc2) bei einer
Flussrate von 5 pl/min fur 60 s immobilisiert, was zu 100 bis 300 Resonanzeinheiten (resonance
units, RU) immobilisierten Antikorpern fuhrte. Flusszelle 1 (Fcl) wurde als Negativkontrolle
verwendet und von den Signalen von Fc2 abgezogen (ARU(Fc2-Fcl)). Inaktive Toxine oder
Toxinfragmente wurden in einer 1:3 Verdunnungsreihe im nM-Bereich fir 60 sec mit einer
Flussrate von 30 pl/min injiziert. Die Dissoziation der Antikorper-Antigen-Komplexe wurde
durch die Injektion von HBS-EP+ gestartet und 600 oder 1 200 sec beobachtet. Die
Regeneration beider Flusszellen erfolgte mit 10 mM Glycin-HCI Puffer pH 1,7 (GE Healthcare,
180 sec, Flussrate 10 pl/min). Zur Kontrolle der Reproduzierbarkeit wurde der Messzyklus fiir
jeden Antikorper mit der hdchsten Konzentration begonnen und nach Analyse aller
Konzentrationen mit erneuter Messung der hdchsten Konzentration abgeschlossen. Zur
Auswertung der Daten wurde im ersten Schritt die resonance units (RU) der Flusszelle 1 als
Negativkontrolle von Flusszelle 2 subtrahiert. In einem zweiten Schritt wurde eine
Referenzierung auf eine dreifache Injektion einer Pufferlésung durchgefihrt [273]. Zur
Bestimmung der Bindungsparameter wurden die doppelt referenzierten Bindungskurven unter
Verwendung eines 1:1 Langmuir-Bindungsmodells (A + B = AB) mit lokalem Maximalwert
Rmax mathematisch modelliert (Biacore X100 Evaluation Software).

Zur schnellen Abschéatzung der kinetischen Parameter im Screening wurden Antikorper direkt
aus Hybridoma-Uberstanden immobilisiert und zwei Antigen-Konzentrationen (1 und 10 pg/ml)
in einer sogenannten single cycle Kinetik eingesetzt und die Dissoziationsphase auf 120 sec
verkuirzt.

Um die Antikorper in Epitopfamilien einzuteilen, wurden verénderte Einstellungen benutzt
[274]. Wie oben wurde zunichst der erste Antikorper auf einem CM5-Chip mit Hilfe des
Mouse-Capture-Kits immobilisiert. Danach wurden die freien Bindungsplatze mit
unspezifischen Maus-Immunglobulin  (Dianova, Hamburg) gesattigt (beide Flusszellen,
100 pg/ml fur 60 s bei 5 pl/min). Inaktive Toxine oder Toxinfragmente (10 pg/ml) wurden fiir
60 sec in beide Flusszellen injiziert. Die Dissoziation wurde 60 sec bei 5 pl/min gemessen. In

einem Verstarkungsschritt wurde nun der zweite Antikorper injiziert (beide Flusszellen,
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100 pg/ml fur 60 s bei 5 pl/min). Bindet dieser mAk an einem anderen Epitop als der erste, wird
ein Signalzuwachs gemessen. Kann der zweite Antikorper nicht binden, da der erste Antikorper
das Epitop abdeckt, kommt es zu keiner Steigerung der RU.

2.2.6  Endopep-Massenspektrometrie

Fur die Untersuchung von Toxinen mittels Endopep-Massenspektrometrie (MS) wurden im
ersten Schritt die Toxine mit Antikdrpern angereichert. Im zweiten Schritt wurde der eigentliche
Test durchgefiihrt (vergleiche 1.1.2). Hierbei wurde die intrinsische Endopeptidase-Aktivitat der
BoNTs benutzt, welche ein Peptidsubstrat in zwei Teile schnitt. Diese Spaltprodukte wurden

zuletzt mittels MS nachgewiesen.

2.2.6.1 Immunoanreicherung

Fur die Immunoanreicherungen wurden Antikorper nach Anleitung des Herstellers an
paramagnetische, tosylaktivierte M-280 Dynabeads (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)
gekoppelt. Es wurden folgende mAKks verwendet: C394, D63, HcC2378 oder D967. C394 und
D63 wurden zur Unterscheidung der Aktivitat der leichten Kette von BoNT/C und /D
eingesetzt, die beiden anderen dienten zur Differenzierung von BoNT/C, /CD, /D und /DC
mittels Endopep-MS Assay.

200 pl Bakterienkultur wurden mit 300 pl PBS-T und 20 ul der Beadlésung gemischt und fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Rotator inkubiert. Als Negativkontrolle wurde
TPGY Medium verwendet. C394- und D63-Beads konnten kombiniert eingesetzt werden,
HcC2378 und D967 mussten in getrennten Ansétzen verwendet werden. Im Anschluss wurden
die Beads zweimal mit 1 ml PBS-T, zweimal mit 1 ml PBS und einmal mit 0,1 ml Wasser
gewaschen. Uberstande von primdrem Anzuchtmaterial wurden zusétzlich nach dem PBS-T
Waschschritt zweimal mit 1 ml PBS-T mit 2 M NaCl gewaschen, um unspezifische Bindungen
zu entfernen. Danach wurden die Beads in 20 pl Endopep-Puffer (20 mM HEPES, 0,2 M ZnCl,,
10 mM Dithiothreitol, 1 mg/ml BSA, je 50 pmol/ul BoNT/C und BoNT/D Peptidsubstrat)

aufgenommen.

2.2.6.2 Endopep-Assay
Der eigentliche Test wurde analog zu Moura et al. und Hedeland et al. durchgefihrt [175, 267].

Die Beads, an welche das Toxin lber die Antikérper gebunden wurde, wurden in den Puffer mit
den beiden Peptid-Substraten (Tab. 18) Gberfiihrt. Die Reaktionslésung wurde fur 10 min auf
47 °C erhitzt und schliellich fur 17 h bei 42 °C in einem Thermocycler inkubiert. BoNT/C und
/CD schnitten durch die in den leichten Ketten vorliegende enzymatische Aktivitat das
BONT/C-Substrat. Dieses beruhte auf einer modifizierten Sequenz von SNAP25, dem
naturlichen Substrat. BONT/D und /DC spalteten das BoNT/D-Substrat (basierend auf der

Sequenz von VAMP-2) in zwei Teile.
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2.2.6.3 MS-Detektion

Die Detektion der Spaltung wurde mit Hilfe eines Autoflex Speed matrix-assisted laser
desorption/ionisation time-of-flight Massenspektrometer (MALDI-TOF, Bruker Daltonics,
Bremen) mit smartbeam Laser untersucht. 2 pl der Reaktionsldsung wurden mit 18 pul MALDI-
Matrix (5 mg/ml o-Cyano-4-hydroxy-Zimtsaure (Bruker Daltonics) in 0,1 % Trifluor-
Essigsdure (Sigma-Aldrich, Seelze) und 50 % Acetonitril (Carl Roth, Karlsruhe) in HPLC
Wasser, 1 mM Ammoniumphosphat (Merck, Darmstadt)) vermengt. Davon wurde 1 pl auf ein
MTP 384 Stahl Target Gibertragen. Zur Messung wurde der MS-positive lonenmodus verwendet,
die Spektren wurden von m/z 600 bis 4 800 bei einer Matrixunterdrickung bis m/z 500
aufgenommen. Der Peptide Calibration Standard Il (Bruker Daltonics) wurde zur externen
Kalibrierung verwendet. Jedes Spektrum setzte sich aus durchschnittlich 4 000 Laserschiissen
zusammen. Die Auswertung erfolgte mit flexAnalysis 3.4 Software (Bruker Daltonics).

Die Spaltprodukte von BoNT/C-Substrat (m/z 2911) wurden bei m/z 1871 (N-terminal, C-NT)
und m/z 1059 (C-terminal, C-CT) gefunden. BoNT/D-Substrat (m/z 4496) wurde in m/z 3297
(N-terminal, D-NT) und m/z 1217 (C-terminal, D-CT) geschnitten.

2.2.7 pTD System

2.2.7.1 Vorbereitung

Das pTD System basiert auf den gleichen Prinzipien wie ein klassischer Sandwich ELISA,
allerdings werden die Reaktionen vollautomatisch auf einem Biochip durchgefiihrt und die
Signale werden elektrochemisch erzeugt (Abb. 11). Dafur wurden die ausgewéhlten Antikorper
in Duplikaten mit einer Konzentration von 0,5 mg/ml auf einen Silizium-Chip gespottet
(Durchfiihrung Analytik Jena, Itzehoe). Als Negativkontrolle wurde Maus Immunglobulin
(Dianova, Hamburg), als Positivkontrolle biotinylierter Kaninchenantikérper (Analytik Jena,
Itzehoe) verwendet.

Untersucht wurden mit dem pTD zum einen toxinhaltige Pufferldsungen (0,1 % (w/v) BSA in
PBS, pH 6), zum anderen toxinhaltige Matrixlésungen. Die flissigen Matrizes wurden zu
gleichen Teilen mit 0,1 % BSA in PBS (pH 6) verdinnt. Partikelhaltige Losungen wie Boden-
oder Staubproben wurden mit neun Teilen 0,1 % BSA in PBS, pH 6 versetzt und 30 min unter
Rotieren inkubiert. Feste Bestandteile wurden mit einem 0,8 um Spritzenvorsatzfilter (Fisher
Scientific, Pittsburgh, USA) entfernt. Der Durchfluss wurde fiir die Messungen verwendet.

Zur Vorbereitung einer Messung wurde das lyophilisierte Substrat (4-Aminophenyl-p-D-
galactopyranosid) und das Enzym (Streptavidin-p-Galaktosidase) in jeweils 1,5 ml Assaypuffer
(alle Reagenzien Analytik Jena, Itzehoe) durch Schitteln geldst. Der biotinylierte Antikdrper
wurde in einer Konzentration von 1-10 pg/ml in Assaypuffer eingesetzt. Alle Lésungen sowie
die Chips wurden vor Verwendung auf Raumtemperatur gebracht. Nach der Initialisierung

wurde das pTD mit Hilfe des Programm ,,System Wash® mit destilliertem Wasser gespiilt.
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2.2.7.2 Messung

Vor der eigentlichen Messung wurden die Schlduche des Gerites durch die Funktion ,,prime*
mit Enzym, Substrat, biotinyliertem Antikorper(n) und Assaypuffer beflllt. Ein Satz
Reagenzien reichte fir funf aufeinanderfolgende Messungen. Die Probe (Minimum 0,8 ml)
wurde in den Probenhalter eingebracht und auf die passende Position im Gerét gesteckt. Der
passende Chip wurde in den Chiphalter eingefiihrt. Die Eingabe der Lotnummer in der Software
fihrte zur automatischen Bestimmung der Schwellenwerte fiir die Positiv- und
Negativkontrolle. Nach Driicken des ,,Start“-Knopfes begann die vollautomatische Messung,
welche 20 min dauerte. Nach der Messung wurden die Schlduche und Pumpen mit
Dekontaminationslésung (0,1 % SDS, 0,1 M NaOH, Analytik Jena, ltzehoe) gespuilt.

2.2.8 Auswertungen von Immunoassays

2.2.8.1 ELISA

Fur Verdinnungsreihen wurde ein 4-Parameter-Fit durch die Software GraphPad Prism 5.04
angelegt.

Das Detektionslimit (LOD) wurde aus der Absorption des Leerwertes zuziglich 3,29-facher
Standardabweichung (SD) des Leerwertes berechnet, unter der Annahme SDjeeer gleich
SDpetextionstimit [275, 276]. Die halbmaximale Effektorkonzentration (ECsy) lag am Wendepunkt
des 4-Parameter-Fits vor. Die untere und obere Quantifizierungsgrenze LLOQ und ULOQ
(lower und upper limit of quantification) wurden durch den linearen Teil der sigmoidalen Kurve
begrenzt. Sie errechneten sich aus den Wendepunkten der ersten Ableitung des 4-Parameter-
Fits, also dem Minimum und Maximum der zweiten Ableitung.

Der Variationskoeffizient CV% ergibt sich nach folgender Formel:

Standardabweichung
CV% = - x 100 %
Mittelwert

Bei den ELISAs in Tab. 30 wurde der CV% jeweils bei der ECsy bestimmt. Dazu wurden zehn

Doppelbestimmungen der Konzentration der ECs, auf einer Platte (CV% intra ECs,) an einem
Tag oder jeweils eine Doppelbestimmung an zehn aufeinanderfolgenden Tagen auf zehn Platten
(CV% inter ECsp) benutzt. AusreiRer unter der Voraussetzung der Normalverteilung wurden mit
Hilfe des Grubbs-Testes auf einem Signifikanzlevel von 5 % identifiziert und von weiteren
Berechnungen ausgeschlossen. Dafiir wurde die Abweichung des Maximums oder Minimums
vom Mittelwert berechnet und durch die Standardabweichung geteilt. War dieser Wert groRer
als die tabellierte kritische Grenze, lag ein einseitiger Ausrei3er vor. Fur zwei Ausreiller (zwei
grofiten bzw. zwei kleinsten Werte bzw. grofiter und kleinster Wert) wurde die Formel

entsprechend angepasst [277, 278].

57



2 Material und Methoden

Wurden weniger als zehn Replikate eines ELISA durchgefihrt, so wurde die Anzahl der
durchgefuhrten Experimente angegeben und das Detektionslimit anhand des Kurvenverlaufs
geschatzt.

2.2.8.2 pTD System

Fur die Auswertung wurden die normalisierten Werte der pTD Software (Analytik Jena)
verwendet. Diese berechnen sich nach folgender Formel:

Messwert — Negativkontrolle
Anorm = — - X 100 %
Positivkontrolle — Negativkontrolle

Dabei wurden die Werte mit der Einheit nA/min eingesetzt. Der Schwellenwert, ab der ein
normalisierter Wert zu einem positivem Resultat fiihrte, wurde je nach Toxin und mdglichem
Hintergrund festgelegt. Die Schwelle zur Bestimmung des Detektionslimits beim
Einzeltoxinnachweis wurde berechnet aus dem Mittelwert der Signale der toxinpezifischen
Positionen bei Verwendung einer Leerprobe zuziglich dreifacher Standardabweichung. Beim
Multiplex-Nachweis wurde der Schwellenwert (3 % A..m) aus den Mittelwerten aller zehn
Probenpositionen auf dem Chip zuziglich der dreifachen Standardabweichung bei zehn
Messungen von Pufferproben bestimmt.

Ausreiller wurden wie oben mit Hilfe des Grubbs-Testes auf einem Signifikanzlevel von 5 %

identifiziert und ausgeschlossen.
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3 Ergebnisse

Der Nachweis von Toxinen beruht im optimalen Fall auf der Proteinebene, da die Toxine in
Abwesenheit eines Produzenten und seiner genetischen Information toxisch sein kénnen. Diese
Detektion basiert auf zwei Sdulen: Immunologische Nachweissysteme oder zweifelsfreie
Identifikation mittels Massenspektrometrie. Flr den letztgenannten Nachweis ist ein hoher
apparativer Aufwand nétig, zudem durfen keine Stérsubstanzen in der Probe vorhanden sein.
Immunologische Nachweissysteme Uberzeugen durch ein breites Anwendungsgebiet und
basieren per definitionem auf Antikorpern. Diese Antikdrper werden entweder monoklonal oder
polyklonal hergestelit.

Zur Generierung der Antikorper sind mehrere Schritte nétig (Abb. 13): Zunéchst werden die
Tiere mit den Zielantigenen immunisiert. Toxine werden meist nicht direkt eingesetzt, da sie
zum Tod der Tiere flhren. Aus diesem Grund wird auf inaktivierte Toxine bzw.
Toxinfragmente zurtickgegriffen. Diese werden zusammen mit Adjuvanzien verabreicht, welche

die Immunantwort stimulieren [279].

Haben die Tiere eine ausreichende Immunantwort gezeigt, wird im Fall von polyklonalen
Antikorpern (pAk) Blut entnommen, aus dem die Antikorper gereinigt werden. pAk sind
Mischungen aus Ak und detektieren aufgrund ihrer Variabilitat in der Antigen-Bindedoméne
verschiedene Epitope auf dem gewiinschten Antigen.

Monoklonale Antikorper richten sich gegen ein definiertes Epitop und werden von Klonen einer
Antikorper-produzierenden B-Zelle hergestellt. Um die Zahl der B-Zellen zu erhéhen, deren
Antikorper das gewinschte Protein erkennen, werden vor der Fusion repetitive
Immunisierungen (3, 2 und 1 Tag vorher) ohne Adjuvans durchgefiihrt. Memory-B-Zellen
werden auf diese Weise reaktiviert und zu terminalen Plasma-B-Zellen differenziert [280].

Zur Generierung monoklonaler Antikdrper wird dann eine Fusion durchgefiihrt. Bei der Fusion
werden B-Zellen aus der Milz gewonnen und mit einer immortalen Myelomzellline fusioniert
[270]. Nicht-fusionierte Splenozyten sterben nach wenigen Tagen in der Zellkultur ab. Nicht-
fusionierte  Myelomzellen  haben einen Defekt in der Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase und uberleben nicht im Selektionsmedium, welches Hypoxanthin
(Vorstufe von Purinen) und Azaserin (Blockade anderer Purin-Biosynthesewege) enthélt. Nur
Hybridomazellen, welche den Defekt der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
kompensieren kdnnen, sind in der Zellkultur fur unbegrenzte Zeit kultivierbar [270, 281]. Diese
so entstandenen Hybridomazellen produzieren weiterhin Antikdrper mit gleichbleibender
Qualitéat.

Als Na&chstes missen geeignete Antikorper identifiziert werden (Abb. 13). In einer
durchschnittlichen Fusion entstehen ca. 4 000 Hybridomazelllinien, von denen ca. 1 %o der
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Zelllinien Antikorper mit vielversprechender Reaktivitdt gegen das gewinschte Toxin
produziert (personliche Erfahrungen). Die Qualitét eines zu entwickelnden Nachweissystems
hangt wesentlich von der Qualitdt der verwendeten Antikorper ab, aus diesem Grund ist ein
qualifiziertes Screeningverfahren entscheidend. In dieser Arbeit wurden zur Auswahl qualitativ
hochwertiger mAk ELISA-Formate oder Suspensionsarrays auf Basis der Luminex-Technologie
sowie Oberflachenplasmonresonanz (SPR) eingesetzt [282]. Ausgewahlte Zelllinien werden
durch limitierte Verdunnung subkloniert und expandiert. Um sicherzustellen, dass die
entstandenen Hybridomazelllinien klonal sind, wird eine Durchflusszytometrie durchgefiihrt.
Intrazelluldare 1gGs werden mit fluoreszierenden anti-Maus Antikdrpern markiert und mittels
Durchflusszytometrie analysiert, ob sie eine einheitliche, klonale Population darstellen

(exemplarisch gezeigt in 9.4).

Die Antikorper werden aus den Hybridoma-Uberstinden (ber eine Protein A-
Affinitatschromatographie gereinigt. Im néchsten Schritt werden die gewonnenen Antikorper
umfassend mittels ELISA, SPR und Western Blot charakterisiert, um einen Uberblick ber
bevorzugte Einsatzgebiete zu erhalten. Manche Antikorper eignen sich fiir Western Blot-
Analysen, andere sind fur den Einsatz im Sandwich ELISA besser geeignet. Die ausgewahlten
hoch-affinen und spezifischen Antikdrper werden fur stationére und mobile Detektionsverfahren
eingesetzt.

Der erste Teil der Ergebnisse stellt die in dieser Arbeit generierten Antikérper vor. Im zweiten
Teil werden Anwendungsbeispiele fiir diese Antikorper gezeigt. Die Ak wurden zum stationdren
Nachweis der Toxine mittels ELISA und Endopeptidase-Massenspektrometrie verwendet. Die
veterindrpathogenen BoNT/C, /CD, /D und /DC wurden erstmals auf immunologischer Ebene
differenziert. Weiterhin wurden die Ak in die mobile Detektionsplattform pTD implementiert,

um einen sensitiven Vor-Ort-Nachweis fur Toxine zu ermdglichen.
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Abb. 13: Schematische Darstellung der Generierung und Charakterisierung von mAk
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Mause werden mehrmals mit atoxischen Antigenen immunisiert. Nachdem ein stabiler Titer erreicht ist,
wird die Milz entnommen. Die Splenozyten werden mit Myelomzellen zu Hybridomazellen fusioniert.
Fusionierte Zellen werden selektiert und ihr Uberstand fir das folgende Screening mittels ELISA und
SPR verwendet. Zellen, welche spezifische Ak produzieren, werden ausgewahlt, subkloniert und
expandiert. Die gereinigten Antikdrper werden umfassend mittels ELISA, Western Blot und SPR
charakterisiert. Zur Detektion des entsprechenden Toxins werden im Rahmen der Arbeit ein stationdrer

Nachweis im ELISA-Format bzw. Endopep-MS Assay und ein mobiler Nachweis auf der pTD Plattform
entwickelt. Foto der Mausimmunisierung: AFP.
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3.1  Generierung und Charakterisierung von Antikdrpern gegen
SEA

3.1.1 Immunisierungsstrategie und Screening

Zur Herstellung hoch-affiner Antikorper gegen SEA wurden zwei NMRI-Mause mit
rekombinantem SEA immunisiert (siehe Immunisierungsschema 9.1.1). SEA ist bei einer
Menge von bis zu 2,5 mg/kg Korpergewicht nicht todlich fir M&use [34], daher war eine
vorherige Inaktivierung des Toxins nicht nétig. Bereits nach drei Immunisierungen wurde
mittels indirektem ELISA (2.2.5.2) bei einer NMRI-Maus ein ausreichender, SEA-spezifischer
Titer bestimmt (9.1.1). Um die Anzahl der Antigen-erkennenden B-Zellen zu erhéhen, wurden
an den drei Tagen vor der Fusion erneut Injektionen mit SEA durchgefuihrt. Die Milz wurde der
NMRI-Maus entnommen und mit P3x63Ag8.653 Myelomzellen zu Hybridomazellen fusioniert.
Es wurden ca. 2 500 Hybridoma-Uberstande mittels indirektem ELISA auf Antigenspezifitat
getestet, ein Viertel zeigte ein positives Signal. Nach zwei Subklonierungen und einer
Affinitatsbestimmung mittels Oberflachenplasmonresonanz wurden die besten zwei Klone
(SEA165/6/6 und SEA388/26/5) ausgewahlt und die entsprechenden Antikdrper gereinigt.
SEA2353/1/5, ein weiterer anti-SEA spezifischer Klon, wurde in einer unabhéngigen Fusion
identifiziert, welche auch Antikorper gegen SED lieferte (Immunisierungsschema und Titertest
in 9.1.1). Diese mAks wurden im Folgenden auf Spezifitat mittels indirektem ELISA und im
Western Blot getestet.
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3.1.2 Charakterisierung der anti-SEA Antikorper

Zur Charakterisierung der neu generierten mAK wurden verschiedene Experimente
durchgefuhrt. Die mAk wurden mittels indirektem ELISA auf ihre Reaktivitdt gegenuber
verschiedenen Toxinen analysiert (Abb. 14). Dazu wurden die Toxine auf einer Mikrotiterplatte
immobilisiert und mit den mAks inkubiert. Alle mAk wiesen keine Kreuzreaktivitaten
gegeniber anderen getesteten Toxinen oder BSA auf (Abb. 14 A). Betrachtete man die Gruppe
der Staphylokokken Enterotoxine genauer (Abb. 14 B), zeigte sich bei den Antikérpern SEA165
und SEA2353 eine Erkennung von SEE und schwach von SEB. SEA und SEE haben eine
Sequenzhomologie von 81 % auf Aminosdure-Ebene [31]. Der mAk SEA388 hingegen war
spezifisch fiir SEA. Eine Analyse von SEA165 und SEA388 mittels Western Blot stiitzte die
Ergebnisse aus dem indirekten ELISA (Abb. 15). SEA165 erkannte unter den aufgetragenen
SEs SEA und SEE, mAk SEA388 detektierte ausschliel}lich SEA.
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Abb. 14: Reaktivitat der anti-SEA Antikorper
Die angegebenen Toxine wurden in einer Konzentration von 500 ng/ml auf einer Mikrotiterplatte in PBS

mit 1 pg/ml BSA immobilisiert. Nach Blockierung unspezifischer Bindungen wurden die mAk SEA165,
SEA388 und SEA2353 in einer Konzentration von 10 pg/ml inkubiert. Der Nachweis erfolgte durch
einen POD-gekoppelten Ziege-anti-Maus Antikdrper und TMB.
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A: SEAI165 B: SEA388
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Abb. 15: Western Blot: Spezifitat der mAk SEA165 und SEA388
Je 500 ng der angegeben SEs wurden unter reduzierenden Bedingungen in einem 12 % SDS-Gel

aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Nach dem Blocken wurde jeweils 1 pg/ml SEA165
(A) oder SEA388 (B) zugegeben. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe eines biotinylierten Ziege-anti-Maus
Antikorpers, Avidix-Alkalische Phosphatase und CDP-Star. Als Marker wurde PageRuler prestained
benutzt. Entwicklungsdauer: 1 bis 2 min.

Zusétzlich wurde die Affinitat der generierten Antikérper mittels Oberflachenplasmonresonanz
untersucht (Abb. 16). Der jeweilige Antikdrper wurde mittels eines immobilisierten anti-Maus
Antikdrpers (Mouse-Capture-Kit) auf der Goldoberflache gefangen und die Bindungskinetik
gegen SEA gemessen. Es wurden Verdiinnungsreihen von 333 nM bis 0,046 nM SEA injiziert.
Anhand der gemessenen Assoziations- und Dissoziationsraten wurde mit Hilfe eines 1:1
Langmuir Bindungsmodells die Affinitat der Antikorper bestimmt. SEA165 wies die hdchste
Affinitat (0,3 nM) gegenutiber SEA auf, gefolgt von SEA388 (0,5 nM). Die geringste Affinitat
mit 7,0 nM zeigte SEA2353.
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Abb. 16: Kinetische Charakterisierung von SEA165, SEA388 und SEA2353

Die Antikorper SEA165 (A), SEA388 (B) und SEA2353 (C) wurden mittels Mouse-Capture-Kit auf der
Flusszelle 2 (Fc2) mit 100 bis 300 Resonanzeinheiten (resonance units, RU) immobilisiert.
Flusszelle 1 (Fcl) wurde als Negativkontrolle verwendet. SEA wurde in einer 1:3 Verdlnnungsreihe von
333 nM bis 1,37 nM fiir 60 sec (A) bzw. 111 nM bis 0,046 nM fiir 120 sec (B und C) injiziert (grauer
Pfeil). Die Dissoziation der Antikdrper-Antigen-Komplexe wurde durch die Injektion von HBS-EP+
gestartet (schwarzer Pfeil) und 600 sec beobachtet. In Schwarz sind die gemessenen Kurven dargestellt,
in Rot der Fit der Kurven (1:1 Langmuir-Bindungsmodells mit lokalen Ry, siehe 2.2.5.6).
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3.1.3 Sandwich ELISA

Die neu generierten monoklonalen Antikorper SEA165, SEA388 und SEA2353 wurden fiir
einen Einzelnachweis von SEA mittels Sandwich ELISA verwendet. Es wurden vier mégliche

Kombinationen untersucht, um die sensitivste Variante zu identifizieren.
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Abb. 17: Sandwich ELISA zum Nachweis von SEA, SEB und SEE

Die Féangerantikorper (je 10 pg/ml) mAk SEA388 (A), SEA2353 (B), eine &quimolare Mischung aus
SEA165/SEA2353 (C) oder SEA388/SEA2353 Antikorpern (D) wurden auf einer Mikrotiterplatte
immobilisiert. Nach Blockade der unspezifischen Bindungen wurden die Platten mit SEA, SEB und SEE
in Konzentrationsreihen von 0,15 — 9 000 pg/ml in 0,1 % BSA/PBS inkubiert. Nach Zugabe der
biotinylierten Detektionsantikdrper SEA165-biotin (A, D) oder SEA388-biotin (B, C) wurde der ELISA
mit Hilfe von Poly-HRP und TMB entwickelt. Gestrichelt wurde die ECsg eingezeichnet. Dargestellt sind
die Duplikate eines reprasentativen Experiments von zwei durchgefiihrten.

Mit diesen drei Antikorpern lielen sich sehr sensitive Sandwich ELISA zum Nachweis von
SEA etablieren (Abb. 17). Die ELISA Kombinationen A, B und C wiesen ausschliel}lich SEA
nach. Durch die Verwendung von SEA388 und SEA2353 als Fangerantikdrper und von
SEA165-Bio zeigte sich eine Kreuzreaktivitidt auf SEB und SEE, wenn hohe Konzentrationen
getestet wurden (Abb. 17 D). Zur Detektion von SEB bzw. SEE waren andere, in der
Arbeitsgruppe generierte Sandwich ELISA besser geeignet (Daten nicht dargestellt). Durch den
Vergleich der halbmaximalen Effektorkonzentration ECs, lasst sich feststellen, dass eine

Kombination aus allen drei mAk sensitiver war als ein Sandwich ELISA aus zwei mAKk. Die
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halbmaximale Effektorkonzentration ECs, lag bei beiden Varianten bei 33 pg/ml. Das
Detektionslimit wurde auf etwa 2 pg/ml geschatzt. Fir die Ubertragung der Nachweisreaktion in
das portable Multiplex-Detektionssystem pTD wurden alle drei Antikdrper ausgewahilt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch zwei Fusionen drei monoklonale Antikorper

gegen SEA mit hoher Affinitat und Spezifitat gewonnen wurden (Tab. 23).

Tab. 23: Zusammenfassung der anti-SEA Antikdrper
Name Speczifitdt Isotyp Indirekter  Sandwich  Western  Affinitdt
ELISA ELISA Blot Kp [nM]

SEA165 SEA>SEE>>SEB IgGl1 +++ +++ +++ 0,3
SEA388 SEA lgG1 ++ +++ ++ 0,5
SEA2353 SEA>SEE>>SEB 1gG1 +++ +++ n. d. 7,0

Die drei neu generierten anti-SEA Antikérper wurden mittels indirektem und Sandwich ELISA sowie
mittels Western Blot untersucht. Die Signalintensitdten werden auf einer relativen Skala angegeben,
bezogen auf den jeweiligen mAk mit der hochsten Signalstirke. +++ bedeutet mehr als 75 % relative
Signalintensitéat, ++ 75-50 % relative Signalintensitat. Der Isotyp wurde mittels Isotyping Kits und die
Affinitat mittels SPR analysiert; n. d. nicht durchgefiihrt.
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3.2 Generierung und Charakterisierung von Antikérpern gegen

humanpathogene BoNT

Zu den humanpathogenen Botulinum Neurotoxinen gehéren die Serotypen A, B, E, und F. Jeder
Serotyp wird anhand von Sequenzunterschieden in verschiedene Subtypen unterteilt (> 2,6 %
Unterschied auf Aminoséure-Ebene, [114]). Die Subtypen von BONT/A unterscheiden sich
untereinander um 16 %, BoNT/B um 7 %, BoNT/E um 11 %. BoNT/F Subtypen variieren mit
36 % am stérksten (siehe 1.1.2 und Abb. 4).

Die Sequenzvariationen beeinflussen das Bindungsvermdgen von Antikérpern, insbesondere
von mAKks. Fur BoNT/A waren in der Arbeitsgruppe zu Beginn dieser Arbeit diverse Antikdrper
vorhanden, die eine Reaktivitdt gegen ausgewahlte, aber nicht gegen alle BoNT/A Subtypen
aufwiesen. Die mAk mit der breitesten Reaktivitat waren A1688 und A120, welche die in der
Arbeitsgruppe vorhandenen Subtypen A1-A5 und A8 erkannten. Da diese Antikdrper
Uiberlappende Epitope hatten, konnte mit diesen Reagenzien kein Sandwich ELISA etabliert
werden. Zur Detektion der Subtypen A1l-A8 musste daher auf ein polyklonales Serum aus
Pferden zurlickgriffen werden (Behring-Serum, [166]). Vergiftungen mit BoONT/A und /B treten
in Deutschland, Europa und den USA am héufigsten auf, daher ist die Detektion dieser
Serotypen und der zugehorigen Subtypen essentiell (vergleiche 1.1.2 und [87]). Um hier
moglichst alle Subtypen abzudecken, wurde im Rahmen der Doktorarbeit versucht, Antikorper
mit breiter Reaktivitit gegenliber BONT/A Subtypen herzustellen.

Fur BoNT/E ergibt sich ein &hnliches Bild: Die drei in der Arbeitsgruppe vorhandenen
monoklonalen Antikorper E136, E163 und E173 waren nicht in der Lage, alle am RKI
verfigbaren Subtypen von BoNT/E zu detektieren. E136 und E173 detektierten BoNT/E1 und
/E3, wahrend E163 ausschlieBlich /E3 erkannte. Ein neu in der Gruppe entdeckter Subtyp mit
der vorlédufigen Bezeichnung BONT/Ex wurde von keinem der vorhandenen mAK
nachgewiesen. Aus diesem Grund sollten Antikérper mit breiter Reaktivitat gegen BoNT/E
Subtypen hergestellt werden.

Fur BoNT/B und /F lagen in der Arbeitsgruppe verschiedene mono- und polyklonale Antikérper
vor. Da es nur eine sehr begrenzte Zahl an verfiigbaren Subtypen in der Arbeitsgruppe gibt, war
eine umfassende Untersuchung neu generierter mAk nicht moglich. Daher wird auf eine

ausfihrliche Darstellung von anti-BoNT/B und anti-BoNT/F Antikdrpern verzichtet.
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3.2.1 Immunisierungsstrategie und Screening

Um ein sensitives und gleichzeitig spezifisches Nachweissystem fiir BoNT/A und /E zu
entwickeln, wurden BALB/c- und NMRI-Mause mit dem C-terminalen Teil der schweren Kette
von BoNTs (H¢) immunisiert. Es wurden die nichttoxischen Fragmente Hc/Al, Hc/B1, Hc/EL
und Hc/F1 verwendet. Da durch Vorarbeiten monoklonale Antikorper gegen die leichte Kette
und den N-terminalen Teil der schweren Kette existierten (z. B. A1688, E136 und E173), sollte
so ein unabhangiges Epitop auf den BoNT-Molekiilen adressiert werden.

3.2.1.1 Umfassende Immunisierung gegen alle humanpathogenen BoNT

In der ersten Immunisierungsstrategie wurde neben Hc/E1 und Hc/A1 mit weiteren Hc-
Fragmenten der anderen humanpathogenen BoNT-Molekiile immunisiert. Durch die
Immunisierung mit Ho/Al, Ho/B1, Ho/EL und Hc/F1 sollte eine breit gefacherte Immunantwort
gegen mdglichst konservierte Epitope in allen Hc-Doméanen induziert werden. Wie aus 9.1.2
ersichtlich, wurden bei einer BALB/c-Maus jeweils zwei Toxinfragmente gleichzeitig
verabreicht. Die NMRI-Maus erhielt anfangs ein Fragment. Um die Titerentwickung mdglichst
effektiv aus wenigen Mikrolitern Blut zu untersuchen, wurde ein Suspensionsarray basierend
auf der Luminex-Technologie etabliert (siehe 1.2.1 und 2.2.5.5). Bei diesem System wird ein
Array auf 6 um grofen magnetischen Mikropartikeln verwendet, die aufgrund der internen
Mischung zweier Fluoreszenzfarbstoffe eindeutig differenzierbar sind. An diese Partikel wurden
mittels EDC-NHS-Chemie die Volllangen-Toxine gekoppelt. Die im Serum vorhandenen
Antikorper banden an die zugehodrigen Toxine. Durch Waschen wurden unspezifische
Antikorper entfernt, bevor die gebundenen Antikdrper mit dem Farbstoff Phycoerythrin (PE),
gekoppelt an einen anti-Maus Antikorper, nachgewiesen wurden. Im Luminex-Messgerdt,
einem Durchflusszytometer mit zwei Lasern, wurde einerseits die Identitat der Partikelsorte —
und damit des entsprechenden Toxins — und andererseits die Bindung des gesuchten
Antikorpers durch den Farbstoff PE nachgewiesen (siehe Abb. 9). Diese Technik wurde vor der
Fusion fiir den Titertest und nach der Fusion fiir das Screening der Hybridoma-Uberstinde
verwendet.

Der Titer der beiden zur Fusion vorgesehenen Mause vor den final durchgefiihrten
Immunisierungen ist in Abb. 18 dargestellt. Es wurde die Reaktivitat der im Serum vorhandenen
Antikorper gegen die humanpathogenen Serotypen BoNT/A, /B, /E und /F untersucht. Als
Negativkontrolle wurde das nicht-verwandte Pflanzentoxin Rizin verwendet, um gegebenenfalls
unspezifisch bindende Antikorper zu detektieren. Die Ergebnisse wurden logarithmisch als
mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) aufgetragen. Die NMRI-Maus (links) entwickelte
Antikorper hauptsachlich gegen BoNT/A. Das Immunsystem der BALB/c-Maus (rechts)
hingegen produzierte Antikorper gegen alle humanpathogenen BoNT. Beide M&use wurden fiir

je eine Fusion verwendet.
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Abb. 18: Untersuchung des Titers immunisierter Mause mittels Suspensionsarray

Mause wurden sechs- bzw. siebenmal mit rekombinant hergestellten Hc-Fragmenten der BoNTs
immunisiert. BONT/A, /B, /E, /F und Rizin wurden kovalent an Luminex-Partikel gebunden.

Das Serum der NMRI- und der BALB/c-Maus in den angegebenen Verdinnungen (von 10 bis 10°)
wurde mit den Partikeln inkubiert. Die Antikdrperbindung wurde mit einem anti-Maus Antikorper,
gekoppelt an PE, nachgewiesen. Im Luminex-Messgerdat wurden einerseits die ldentitat (Partikelsorte)
und andererseits die Intensitdt der Interaktion (Bindung von PE) gemessen. Das Ergebnis wird in
mittleren Fluoreszenzeinheiten (MFI) dargestellt.

Aus der BALB/c-Maus wurden 205 Millionen Splenozyten isoliert, aus der NMRI-Maus
163 Millionen Splenozyten. Insgesamt wurden mit dem oben beschriebenem Screening
4150 Hybridoma-Uberstande untersucht. Es wurden fiinf Antikorper gegen BoNT/A
identifiziert: A185/18/2, A778/10/1, A1103/11/1, A1121/7/5, A2807/7/3, welche in Kapitel
3.2.2 naher charakterisiert werden. Ein Klon, E1346/10/5, wurde mit Reaktivitat gegen BoNT/E
gefunden. Aus diesen beiden Fusionen wurden zudem Hybridomazellen identifiziert, die zu den
Antikdrpern B488/14/2 (gegen BoNT/B), F757/14/16 und F1726/19/2 (gegen BoNT/F) fuhrten
(Uberblick siehe 9.3).
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3.2.1.2 Einzelimmunisierung mit Hc/E1

Um weitere Antikorper mit Spezifitdt gegen BONT/E zu generieren, wurde in einem zweiten
Ansatz ausschlieBlich Hc/EL zur Immunisierung genutzt. Zwei NMRI-Méause wurden mit je
20-35 pg H/EL immunisiert. Die Immunisierung mit einmalig 1 pg single chain BoNT/E1
(scBoNT/E1) sollte Antikorper induzieren, welche andere Doménen erkennen. Der Titer der
Maduse wurde mittels indirektem ELISA auf Reaktivitdt gegen kommerziell erhaltliches
BoNT/E3 untersucht (9.1.2).

Nach drei Immunisierungen zeigte sich ein zufriedenstellender Titer. Die Milzen der beiden
NMRI-Mause wurden entnommen, die Splenozyten isoliert und mit Hybridomazellen fusioniert.
Es wurden 120 Millionen Splenozyten isoliert. Da aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe bereits ein
polyklonaler Fangerantikorper (KE97) aus Kaninchen zur Verfligung stand, wurde die Analyse
der Hybridoma-Uberstande in einem Sandwich-ELISA-Format durchgefiihrt (siehe 2.2.5.3).
Das Screening der Hybridoma-Uberstande wurde analog zum Titertest gegen BoNT/E3
durchgefuhrt. Mit dieser Strategie war es moglich, Antikdrper zu finden, die sowohl BoNT/E1
als auch /E3 erkannten. Zur Detektion wurde ein nicht auf Kaninchen kreuzreagierender anti-
Maus Antikorper, gekoppelt mit einer POD, verwendet.

Im Screening wurden 3600 Klone untersucht. Die vier vielversprechendsten Klone, E1447/1/9,
E3128/20/1, E3194/1/12 und E3226/1/7 wurden in der Fusion von Tier 1 gefunden. Die aus Tier
2 isolierten Splenozyten zeigten eine hohe Fusionsrate, so wurden 2800 Hybridoma-Uberstande
aus dieser Fusion getestet. Diese Antikdrper fiihrten im ELISA zu schwachen Signalen. Nach
zwei Subklonierungen wurden die entsprechenden Antikdrper aus den Zellkulturiiberstdnden
gereinigt. Ihre Charakterisierung folgt in Kapitel 3.2.4.

Eine weitere Fusion von einer mit Ho/E immunisierten Maus fiihrte zu keinen verwertbaren

Antikorpern (Immunisierungsschema siehe 9.1.5).
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3.2.2 Charakterisierung der anti-BoNT/A Antikorper

Aus den in Abschnitt 3.2.1.1 beschriebenen Immunisierungen und Fusionen entstanden
insgesamt funf Antikdrper mit Reaktivitdt gegen BoNT/A: A185/18/2, A778/10/1, A1103/11/1,
A1121/7/5 und A2807/7/3. Zur Uberpriifung der Reaktivitat und Spezifitat gegeniiber diversen
Toxinen wurden die generierten Antikorper mittels indirektem ELISA untersucht (Abb. 19). Die
Analyse der Kreuzreaktivitat auf BoNT/A bis /F mitsamt zugehoriger Komplexe, SEB, Rizin
und Abrin zeigte, dass alle mAk ausschlieBlich BoNT/A und deutlich schwéacher BoNT/A
Komplex (nur A778, A1103 und A2807) erkannten.

Zusétzlich wurden die neu generierten Antikdrper auf Kreuzreaktivitdt gegen das neuartige,
hybride BoNT-Molekiil BoNT/H getestet [104]. BoNT/H stellt ein Mosaik aus BoNT/F und /A
dar [111]. Alle finf Antikorper erkannten rekombinant hergestelltes single chain BoNT/H
aufgrund der Sequenzédhnlichkeit von BONT/A und BoNT/H im Bereich der

Rezeptorbindungsdoméne Hc (Abb. 19). Weitere Signale waren nicht festzustellen.

3..
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A185 AT778 A1103 Al121 A2807
B BoNT/A Em BoNT/C @ BoNT/E Bl scBoNT/H
Bl BoNT/A-Komplex BoNT/C-Komplex BoNT/E-Komplex B8 SEB
Bl BoNT/B (] BoNT/DC Bl BoNT/F Bl Ricin
#Z2 BoNT/B-Komplex BoNT/DC-Komplex #Z2 BoNT/F-Komplex 3 Abrin
[ BSA

Abb. 19: Reaktivitat der anti-Hc/A Antikorper
Die angegebenen Toxine wurden in einer Konzentration von 500 ng/ml auf einer Mikrotiterplatte in PBS

mit 1 pg/ml BSA immobilisiert. Nach der Blockierung unspezifischer Bindungen wurde die mAk A185,
AT778, A1103, A1121 und A2807 in einer Konzentration von 10 pg/ml inkubiert. Der Nachweis erfolgte
durch einen POD-gekoppelten Ziege-anti-Maus Antikérper und TMB.

In einem weiteren indirekten ELISA wurde die Erkennung der Subtypen von BoNT/A
analysiert (Abb. 20). BoNT/A8 ist am néchsten mit BoNT/A1, /A2, /A5 und /A6 verwandt
(>93% Sequenzidentitdt auf Aminosaure-Ebene), die groRte Abweichung mit 87,7 %
Sequenzidentitat auf Aminosdure-Ebene wurde zu BoNT/A3 gefunden [115].

Zu diesem Zweck wurden kommerziell erhéltliches BoNT/AL, /A2, /A3 (miprolab, Gottingen)
sowie rekombinante Varianten von BoNT/A4, /A5 und /A8 (Dr. A. Rummel, MHH)
immobilisiert und mit den Antikdrpern inkubiert. Es stellte sich heraus, dass die isolierten mAk

alle untersuchten Subtypen erkannten. Gute Reaktivitdten zeigten sich bei A778 und A1103
71



3 Ergebnisse

gegen BoNT/A1-/A8. A185 und Al121 zeigten eine deutliche Praferenz fur BoNT/Al und
detektierten die anderen Subtypen schwécher. Der mAk 2807 detektierte BoONT/A2 und /A3
schlechter als andere Subtypen.

£
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£ @@ BoNT/A2
s 1 @l BoNT/A3
=

<

[ scBoNT/A4
[ scBoNT/A5
@l scBoNT/A8

Al185 AT78 Al1103 Al121 A2807

Abb. 20: Reaktivitat der anti-Hc/A Antikdrper gegen Subtypen von BoNT/A

Die Subtypen wurden mit je 500 ng/ml in PBS mit 1 ug/ml BSA immobilisiert. Nach Blockierung
unspezifischer Bindungen wurde die mAk A185, A778, A1103, A1121 und A2807 in einer Konzentration
von 10 pg/ml inkubiert. Der Nachweis erfolgte durch einen an POD gekoppelten Ziege-anti-Maus
Antikdérper und TMB.

Auf Basis der Ergebnisse von ELISAs und Oberflachenplasmonresonanz-Messungen wurden
die Antikdrper A185, A778 und A2807 genauer analysiert. Zunéchst wurden die Affinitaten der
Antikorper gegenuiber den rekombinant hergestellten He-Fragmenten der Subtypen A1-A8 (Dr.
A. Rummel, MHH) genauer untersucht. Die rekombinanten Fragmente wiesen eine gute
Qualitat auf (Reinheit > 90 % in der SDS-PAGE), einzig Hc/A6 zeigte im Gelbild eine
Doppelbande (Daten nicht dargestellt).

mAk A185 zeigte eine schnelle und stabile Bindung an die Hc/A Fragmente der Subtypen Al-
A5 sowie A8 (Abb. 21). Bei Hc/A6 und /A7 erfolgte ebenfalls eine schnelle Bindung, nach
Pufferinjektion (schwarzer Pfeil in Abb. 21) hingegen folgte eine schnelle Dissoziation (zur
Bewertung der Kurvenverlaufe vergleiche Abb. 10 rechts).

AT778 zeigte ein dhnliches Bild, hier findet eine schnelle Dissoziation der Fragmente Hc/A6 und
/A7 nach Pufferinjektion statt. Die anderen Subtypen flhrten zu langsameren
Dissoziationsraten. Der mAk A2807 band H:/Al und /A4-A8 schnell und stabil, eine
schwachere Affinitat aufgrund einer erhdhten Dissoziationsrate ergab sich bei /A2 und /A3. Die
Kp-Werte fir die Bindung von Hc/Al sind in Tab. 24 angegeben.

Mittels SPR wurde in weiteren Versuchen festgestellt, dass diese drei Antikorper
unterschiedliche Epitope erkannten (Daten siehe 9.5).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die mAk A185, A778 und A2807 alle bisher

bekannten Subtypen Uber die Hc-Doméne binden.
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Abb. 21: Bindungsstudien der Antikérper A185, A778 und A2807 gegeniiber He-Fragmenten von BoNT/A Subtypen

Die Antikdrper A185, A778 oder A2807 wurden mittels Mouse-Capture-Kit auf der Flusszelle 2 mit 100 bis 300 RU immobilisiert. Flusszelle 1 wurde als Negativkontrolle
verwendet. Hc/A Fragmente der angegebenen Subtypen (Hc/Al bis Hc/A8) wurden in einer 1:3 Verdlinnungsreihe von 200 nM bis 0,82 nM fiir 60 sec injiziert (grauer Pfeil). Die
Dissoziation der Antikorper-Antigen-Komplexe wurde durch die Injektion von HBS-EP+ gestartet (schwarzer Pfeil) und 600 sec beobachtet. In Schwarz sind die gemessenen
Kurven dargestellt, in Rot der Fit der Kurven (1:1 Langmuir-Bindungsmodell mit lokalen R, siehe 2.2.5.6). Diese Abbildung wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Daniel Stern
(RKI) erstellt.



3 Ergebnisse

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob die Antikérper neutralisierende Wirkung haben,
d. h. die funktionelle Wirkung des Toxins inhibieren. Zu diesem Zweck wurden die Antikorper
A185, A778 und A2807 im sogenannten mouse phrenic nerve (MPN) Hemidiaphragma
(Zwerchfell)-Assay in Zusammenarbeit mit der Gruppe von Dr. A. Rummel (MHH) untersucht.
Es handelte sich um ein ex vivo Modell zur Bestimmung der Aktivitat von Neurotoxinen.

In einem Organbad wurde ein Nerv-Muskel-Praparat (Nervus phrenicus und halber
Zwerchfellmuskel) kontinuierlich indirekt elektrisch stimuliert und die Kontraktionsamplitude
des Muskels gemessen. Durch die Zugabe von BoNT wurde konzentrationsabhangig die
Kontraktion vermindert. Gemessen wurde die Zeit nach der Zugabe von BONT bis zur
Halbierung der Kontraktionsamplitude, welche die halbmaximale Paralysezeit ergab. Haben
Antikdrper eine neutralisierende Wirkung, wird die Abnahme der Kontraktion verzdgert oder
ganz verhindert [147, 148, 283, 284].

Unter Einsatz von 6 pM BoNT/A wurde ohne Antikdrper eine halbmaximale Paralysezeit von
etwa 60 min erreicht (Abb. 22, schwarze Balken). 100 nM A185 bzw. A778 verldngerten die
Paralysezeit auf 120 bzw. 140 min. Beim Einsatz der gleichen Konzentration von mAk A2807
wurde innerhalb der Versuchsdauer (180 min) keine Abnahme auf die halbmaximale
Kontraktionsamplitude gemessen. Aus diesem Grund wurden Versuche mit 10 nM A2807
durchgefuhrt. Diese Konzentration steigerte die halomaximale Paralysezeit auf etwa 170 min.
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Abb. 22: Neutralisation der anti-BoNT/A Antikorper
In ein Organbad mit dem Nerv-Hemidiaphragma-Préaparat wurden 6 pM BoNT/A oder 10 nM scBoNT/H

eingebracht. AnschlieBend wurden 100 nM A778, 100 nM A185 oder 100 nM bzw. 10 nM A2807
hinzugefligt. Gemessen wurde die Zeit der Abnahme bis zur halbmaximalen Kontraktion
(= halbmaximale Paralysezeit). Diese Abbildung wurde freundlicherweise von Dr. A. Rummel (MHH)
zur Verfiigung gestellt; n. d. nicht durchgefihrt.
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Der mAk A2807 war in der Lage, BoNT/A im Hemidiaphragma-Assay sehr effektiv zu
neutralisieren. Die Aktivitdt von BoNT/A wurde durch die Bindung des Antikérpers an das
Toxin deutlich reduziert.

Bei Einsatz des neu entdeckten Mosaiks BoNT/H (10 nM rekombinantes scBoNT/H) statt
BoNT/A zeigte sich ein &hnliches Bild (Abb. 22, graue Balken). 100 nM der mAk A185 und
AT78 hatten leicht neutralisierende Wirkung (Verlangerung auf ca. 110 min). 100 nM A2807
erhéht die halomaximale Paralysezeit auf etwa 170 min, was einer effektiven Neutralisierung

entspricht.

3.2.3 ELISA fur BoNT/A

Die drei Antikorper A185, A778 und A2807 wurden im Folgenden zur Etablierung eines
Sandwich ELISAs benutzt. Dieser Test sollte alle bekannten Subtypen von BoNT/A detektieren.
Zum Zeitpunkt der Doktorarbeit waren in der Arbeitsgruppe die Subtypen A1-A5 und A8 als
Volllangen-Toxine rekombinant bzw. aus C. botulinum gereinigt vorhanden. Diese sollten nun
durch geeigneten Antikorpereinsatz detektiert werden.

Der mAk A2807 hatte die hochste Affinitdt gegenliber den meisten Hc-Fragmenten (z. B.
0,2 nM fir Hc/AL, Tab. 24), daher wurde dieser als Fangerantikdrper ausgewahlt. A2807 zeigte
eine erhohte Dissoziationsrate bei Bindung von BoNT/A2 und /A3. Um dies auszugleichen,
wurden die mAk A778 und A185 ebenfalls als Fangerantikorper einsetzt. Eine Mischung von
gleichen Teilen A185, A778 und A2807 als Fangerantikorper verbesserte die Detektion
verschiedener Subtypen deutlich (Daten nicht dargestellt). Als Detektionsantiképer mit einer
breiten Erkennung wurde A120, ein weiterer RKI-interner Antikorper, benutzt. Das Epitop von
A120 lag in der Hy-Doméne und war in Kombination mit den Hc-spezifischen mAks fir die

Detektion zuganglich.
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Abb. 23: Sandwich ELISA zum Nachweis unterschiedlicher BONT/A Subtypen

Die Féngerantikorper (je 3 pg/ml) A185, A778 und A2807 wurden &quimolar gemischt und auf einer
Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach Blockade der unspezifischen Bindungen wurden die Platten mit
BoNT/Al und A2 (Metabiologics) sowie rekombinanten scBoNT/A3, /A4, /A5 und /A8 (Dr. A. Rummel,
MHH) in Konzentrationen von 500 ng/ml bis 32 pg/ml in 0,1 % BSA/PBS inkubiert. Nach Zugabe des
biotinylierten Detektionsantikérper A120-bio (2,5 pg/ml) wurde der ELISA mit Hilfe eines polymeren
Streptavidin-Peroxidase-Konjugats und TMB entwickelt. Dargestellt sind die Duplikate eines
reprasentativen Experiments von zwei durchgefiihrten.

Bei dieser ELISA Variante (Abb. 23) war die Detektion von BoNT/AL und /A3 am sensitivsten
mit einer geschatzten LOD kleiner als 10 pg/ml. Die halbmaximale Effektorkonzentration ECsg
lag bei ca. 200 pg/ml. BoNT/A2, A5 und A8 wurden mit dieser Kombination etwa gleich gut
nachgewiesen. Die ECsq lag bei 1,0 bis 2,4 ng/ml Toxin. Am schwéchsten wurden BoNT/A4
detektiert (ECsq 4,3 ng/ml). Die Féngerantikérper A185, A778 und A2807 waren in der Lage,
alle Hc-Fragmente der Subtypen zu binden (vergleiche Abb. 21), daher war eine Bindung des
Volllangen-Toxins moglich. Puffer (0,1 % BSA in PBS, pH 7,2) fuhrte zu keinem Hintergrund.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die neu generierten anti-BoNT/A Antikorper eine hohe
Affinitat zu verschiedenen BoNT/A Subtypen aufweisen (Abb. 21). Mit Hilfe dieser Antikorper
ist es gelungen, ein sensitives Nachweissystem fiir BONT/AL, /A2, /A3, /A4, |IA5 und /A8
aufzubauen. Durch die Mischung dreier monoklonaler Féngerantikorper A185, A778 und
A2807 wurden alle Antigene mit niedriger Nachweisgrenze detektiert. Die Nachweisgrenze mit
A120-bio als Detektorantikorper lag fir BoNT/Al, /A2, /A3, /A5 und /A8 bei maximal
30 pg/ml Toxin, fir /A4 etwa doppelt so hoch.
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3 Ergebnisse

Name Spezifitdt Subtypen Isotyp Indirekter ~ Sandwich Western Blot ~ MPN Assay  Affinitdt zu
ELISA ELISA Hd/Al [nM]
A185 Hc/A, He/H BoNT/A1-8, IgG1 + +++ + + 1,0
schwécher A6, A7
ATT78 Hc/A, He/H BoNT/A1-8, 19G2a +++ +++ + + 1,1
schwécher A6, A7
A1103 Hc/A, He/H BoNT/A1-8 1gG1 ++ ++ +++ n. d. n. d.
schwacher A7, A8
Al121 Hc/A, He/H BoNT/AL, A2, 1gG1 ++ ++ ++ n. d. n. d.
A4, A5 und A8
A2807 Hc/A, He/H BoNT/A1-8, IgG1 +++ +++ ++ +++ 0,2

schwécher A2, A3

Die flinf neu generierten anti-Hc/A Antikdrper wurden mittels indirektem und Sandwich ELISA sowie im Western Blot untersucht. Zudem wurde die mAk auf ihre
Neutralisationswirkung im MPN Assay untersucht. Die Signalintensitaten werden auf einer relativen Skala angegeben, bezogen auf den jeweiligen mAk mit der
hochsten Signalstarke. +++ bedeutet mehr als 75 % relative Signalintensitéit, ++ 75-50 % relative Signalintensitat; + entspricht 10-50 % relative Signalintensitat.
Zudem wurden der Isotyp mittels Isotyping Kits und die Affinitat mittels SPR bestimmt; n. d. nicht durchgefiihrt.
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3.2.4 Charakterisierung der anti-BoNT/E Antikorper

Die in 3.2.1.1 und 3.2.1.2 beschriebenen Fusionen der mit Ho/E immunisierten Méausen fiihrten
zu folgenden Antikorpern: E1346/10/5, E1447/1/9, E3128/20/1, E3194/1/12 und E3226/1/7.
Mittels indirektem ELISA wurden die generierten Antikorper auf Reaktivitdt und Spezifitét
gegeniber diversen Toxinen untersucht (Abb. 24). Alle Antikorper erkannten ausschlie3lich
BONT/E und BoNT/E Komplex (jeweils BoNT/E3 von Metabiologics). Andere getesteste

Toxine wurden nicht erkannt.
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Abb. 24: Reaktivitat der anti-Hc/E Antikdrper
Die angegebenen Toxine wurden in einer Konzentration von 500 ng/ml auf einer Mikrotiterplatte in PBS

mit 1 pg/ml BSA immobilisiert. Nach Blockierung unspezifischer Bindungen wurden die mAk E1346,
E1447, E3128, E3194 und E3226 in einer Konzentration von 10 pg/ml inkubiert. Der Nachweis erfolgte
durch einen POD-gekoppelten Ziege-anti-Maus Antikérper und TMB.

In einem weiteren indirekten ELISA wurde die Reaktivitat gegentiber den Subtypen von
BoNT/E untersucht (Abb. 25). Es wurde rekombinantes sScBoNT/E1, gereinigtes BONT/E3 und
der Bakterientberstand des im RKI identifizierten Subtyps mit der vorlaufigen Bezeichnung
BoNT/Ex immobilisiert. Wéahrend BoNT/E1 und /E3 weniger als 2 % Sequenzunterschiede
aufweisen, zeigt BoONT/Ex eine Abweichung von ca. 8 % auf Aminosdure-Ebene (interne
Information).

E1346, E1447, E3128 und E3194 waren in der Lage, im indirekten ELISA scBoNT/E1 und
BoNT/E3 sowie den noch nicht publizierten Subtyp /Ex nachzuweisen. Alle zeigten dabei eine
klare Praferenz flir BONT/EL und /E3. E3226 erkannte BONT/Ex nur sehr schwach. Wie bereits
bekannt, detektierten die mAk E136 und E173 BoNT/E1 und /E3. E163 war spezifisch flr
BoNT/E3. Der pAk KE97 erkannte, wie die im Rahmen dieser Arbeit generierten mAKks, alle
Subtypen.
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Abb. 25: Reaktivitat der anti-BoNT/E Antikorper gegen Subtypen von BoNT/E

scBoNT/E1 und /E3 wurden mit je 500 ng/ml in PBS/1 pg/ml BSA immobilisiert. Bakterieller Uberstand
des Subtyps BoNT/Ex wurde in einer 1:30 Verdinnung verwendet. Nach Blockierung unspezifischer
Bindungen wurde die mAKk in einer Konzentration von 10 pg/ml inkubiert. Der Nachweis erfolgte durch
einen POD gekoppelten Ziege-anti-Spezies Antikdrper und TMB.

Die Affinitat der Antikérper wurde mittels Oberflachenplasmonresonanz untersucht (Abb. 26).
Der jeweilige Antikorper wurde mittels Mouse-Capture-Kit auf der Goldoberflache
immobilisiert und die Bindungskinetik gegen das Teilfragment H./E1 gemessen. Es wurden
Verdlnnungsreihen von 1000 nM bis 4,2 nM injiziert, anhand der gemessenen Assoziations-
und Dissoziationsraten wurde mit Hilfe eines 1:1 Langmuir Bindungsmodells die Affinitat der
Antikorper bestimmt. Die Affinitaten aller Antikorper lagen im zweistelligen nM-Bereich
(Tab. 25). Der Antikdrper mit der hdchsten Affinitat war E1447 (13 nM), der mit der geringsten
Affinitat E1346 (57 nM).

79



0

C:E3194

1401
120
100+

A O ®
T2

A RU [Fc2-Fcl]

N
<

o
1

E: E1346

1401
120
100+

A RU [Fc2-Fcl]
N D OO @©
2229

o
1

200 400

600

Zeit [sec]
| —
200 400 600
t Zeit [sec]
|
200 400 600
t Zeit [sec]

3 Ergebnisse

B: E3128

1401
120
3 100
801
60
401
20 ).

1

ARU [Fc2-F

0 200 400 600
t Zeit [sec]

D: E3226

1404
120+
100+

o ®
2

401

A RU [Fc2-Fcl]

0 200 400 600
t Zeit [sec]

Abb. 26: Kinetische Charakterisierung der anti-Hc/E Antikorper

Die Antikorper E1447 (A), E3128 (B), E3194 (C), E3226 (D) oder E1346 (E) wurden mittels Mouse-
Capture-Kit auf der Flusszelle 2 mit 100 bis 300 RU immobilisiert. Flusszelle 1 wurde als
Negativkontrolle verwendet. Ho/E1 wurde in einer 1:3 Verdiinnungsreihe von 1 000 nM bis 4,2 nM fiir
120 sec injiziert (grauer Pfeil). Die Dissoziation der Antikdrper-Antigen-Komplexe wurde durch die
Injektion von HBS-EP+ gestartet (schwarzer Pfeil) und 600 sec beobachtet. In Schwarz sind die
gemessenen Kurven dargestellt, in Rot der Fit der Kurven (1:1 Langmuir-Bindungsmodells mit lokalen
Rmax: Siehe 2.2.5.6).
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3.2.5 Sandwich ELISA

Die funf im Rahmen der Arbeit generierten Antikdrper wurden zur Etablierung eines Sandwich
ELISA verwendet, welcher die in der Arbeitsgruppe vorhandenen BoNT/E Subtypen /E1, /E3
und den nicht publizierten Subtyp /Ex erkennen sollte. Wie sich in VVorversuchen zeigte, waren
die Ak E1447, E3128, E3194 und E3226 nicht als Fangerantikorper geeignet (Daten nicht
dargestellt). E1346, der aus der Fusion der immunisierten Maus mit unterschiedlichen Hc-
Fragmenten gewonnen wurde, ist wie der pAk KE97 als FangerantikOrper einsetzbar. Als bester
Detektionsantikorper erwies sich E1447-bio. Mit diesen Antikorpern lieRen sich sensitive
Nachweissysteme fur BoNT/E entwickeln, wobei scBoNT/E1 und /E3 etwa gleich gut detektiert
wurden (Abb. 27 links). Die Kombination aus den beiden monoklonalen Antikdrpern E1346 und
E1447-bio zeigte ein LOD von etwa 1 ng/ml BoNT/E1 bzw. /E3 (Abb. 27 links). Der Einsatz
von KE97 als Féangerantikorper verbesserte das Detektionslimit auf ca. 20 pg/ml BoNT/E, die
ECs lag bei ca. 0,6 ng/ml.

Der Uberstand des neu entdeckten Subtyps BoNT/Ex wurde mit KE97 und E1447-bio bis zu
einer Verdiinnung von 10 detektiert (Abb. 27 rechts). Die Kombination aus E1346 und E1447-

bio war flinfzigfach weniger sensitiv.

Fanger-Ak: E1346

- ScBoNT/E1
BoNT/E3
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Abb. 27: Sandwich ELISA zum Nachweis von BoNT/E1, /E3 und /Ex
Die Fangerantikorper E1346 (orange) bzw. KE97 (schwarz/grau, je 5 pg/ml) wurden auf einer

Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach Blockade der unspezifischen Bindungen wurden die Platten mit
scBoNT/E1, BoNT/E3 (links) in Konzentrationen von 2 000 ng/ml bis 0,3 pg/ml in 0,1 % BSA/PBS
inkubiert. Der Uberstand des Subtyps BoNT/Ex (rechts) wurde von 1:10 bis 1:6 x 10® in 0,1 % BSA/PBS
verdiinnt. Nach Zugabe des biotinylierten Detektionsantikdrper E1447-biotin (2,5 pg/ml) wurde der
ELISA mit Hilfe eines polymeren Streptavidin-Peroxidase-Konjugats und TMB entwickelt. Dargestellt
sind die Duplikate eines représentativen Experiments von drei durchgefiihrten, gestrichelt wurde die ECsg
eingezeichnet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden finf neue Antikdrper gegen BoONT/E generiert (Tab. 25).
E1346, E1447, E3128, E3194 und E3226 waren in der Lage, alle vorhandenen BoNT/E

Subtypen sowohl mittels indirektem als auch mittels Sandwich ELISA zu detektieren.
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Zusammen mit dem pAk KE97 wurden sensitive Sandwich ELISA fir BoNT/E1, /E3 und /Ex
entwickelt.

Tab. 25: Zusammenfassung der anti-Hc/E Antikorper

Name Spezifitdt Isotyp  Indirekter  Sandwich  Western  Affinitdt
ELISA ELISA Blot Kp [nM]
E1346  H/ELl,/E3>/Ex  IgGl ++ ++ +++ 57
E1447 Hc/EL, /E3 > /EX IgG2b +++ +++ ++ 13
E3128 Hc/EL, /E3 > /EX IgG2b +++ ++ ++ 28
E3194  Hc/EL1l,/E3>/Ex  1gG2b +++ ++ + 19
E3226 Hc/EL, [E3 >>[EX  1gG2b +++ ++ + 44

Die neu generierten anti-BoNT/E Antikdrper wurden mittels indirektem und Sandwich ELISA sowie im
Western Blot untersucht. Die Signalintensitaten werden auf einer relativen Skala angegeben, bezogen auf
den jeweiligen mAk mit der hochsten Signalstarke. +++ bedeutet mehr als 75 % relative Signalintensitat,
++ 75-50 % relative Signalintensitét; + entspricht 10-50 % relative Signalintensitat. Zudem wurden der
Isotyp mittels Isotyping Kits und die Affinitat gegentiber Hc/E1 mittels SPR bestimmt.
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3.3  Generierung und Charakterisierung von Antikorpern gegen

veterinarpathogene BoNT

3.3.1 Immunisierungsstrategie und Screening

Neben den humanpathogenen Serotypen BoNT/A, /B, /E und /F werden von bestimmten
Clostridien Neurotoxine gebildet, welche natirlicherweise Botulismus in Tieren ausldsen. Im
Rahmen des GEFREASE-Projektes sollte ein immunologischer Test fir die
veterindrmedizinisch relevanten Botulinum Neurotoxine BoNT/C und /D aufgebaut werden.
Neben diesen beiden Formen existieren Mosaiktoxine mit der Bezeichnung BoNT/CD und /DC
(Abb. 5). Durch friihere Arbeiten in der Arbeitsgruppe standen bereits mAKk zur Verfiigung, die
eine Antikdrper-basierte monospezifische Detektion von BoNT/C, /CD und /D erlaubten. Dazu
wurde jeweils ein mAK gegen die leichte Kette von BoNT/C bzw. /CD (C394) oder von
BoNT/D (D63) verwendet. Mit Hilfe des biotinylierten Detektionsantikérper C9 (gegen Hc/C)
gelang der Nachweis von BoNT/C, mit dem biotinylierten Detektionsantikdrper D967 der
Nachweis von BoNT/CD und /D [265, 266]. Auf Basis dieser mAk konnten drei der vier
veterindrpathogenen BoNT-Molekiile detektiert werden, der exklusive Nachweis von BoNT/DC
war mit den vorhandenen Antikorpern nicht maglich.

Durch geeignete Immunisierungs- und Screeningsstrategien wurde im Rahmen dieser Arbeit
versucht, diese Detektionsliicke zu schliefen. Dazu sollten monoklonale Antikdrper generiert
werden, die den C-terminalen Teil der schweren Kette von BoNT/C und /DC binden (siehe Abb.
5). Die Sequenzhomologie liegt hier bei ca. 74 %, so dass ein gemeinsames Epitop erwartet

wurde.

Eine BALB/c-Maus wurde mit dem rekombinant hergestellten Hc/C Fragment immunisiert
(Immunisierungsschema in 9.1.3, die Hc/DC-Doméne stand nicht rekombinant zur Verfligung).
Nach drei Immunisierungen war ein stabiler Titer gegen Hc/C messbar (9.1.3), nach sechs
Immunisierungen mit je 50 pg Toxinfragment in Adjuvans und drei kurz vor der Fusion
durchgefuhrten Injektionen des Antigens in PBS wurde die Milz entnommen und mit
Myelomzellen zu Hybridomazellen fusioniert. Es wurden mittels indirektem ELISA ca. 4400
Hybridoma-Uberstinde auf Reaktivitit gegen natives, gereinigtes BoNT/C und /DC getestet. Es
wurden zehn Hybridomaklone mit herausragender Affinitdt und Spezifitdt gegen BoNT/C
identifiziert. Mit Hilfe der Oberflachenplasmonresonanz-Technik wurden die besten drei
(HcC141/18/13, HcC515/24/11 und HcC1304/1/3), die gegen zwei verschiedene Epitope
gerichtet waren (siehe 9.6), ausgewdahlt und expandiert. Alle Hybridoma-Uberstinde wurden
zusatzlich gegen BoNT/DC eingesetzt, dabei wurde unter 4400 genau ein Antikorper mit
Reaktivitat gegen BoNT/DC gefunden (HcC2378/20/12).
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3.3.2 Charakterisierung der anti-BoNT/C und /DC Antikorper

Zur Uberprifung der Reaktivitit und Spezifitit gegeniiber diversen Toxinen wurden die
generierten Antikdrper mittels indirektem ELISA untersucht. Die mAk HcC141, HcC515 und
HcC1304 erkannten BoNT/C, BoNT/C Komplex und rekombinantes scBoNT/C (Abb. 28). Der
Antikorper HcC2378 zeigte Reaktivitdt gegen die genannten Toxine, zusétzlich etwas
schwacher gegen BoNT/DC und den zugehdrigen Komplex und keine gegen rekombinantes

BoNT/D, wie zu erwarten war.
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Abb. 28: Reaktivitat der anti-Hc/C Antikorper

Die angegebenen Toxine wurden in einer Konzentration von 500 ng/ml auf einer Mikrotiterplatte in PBS
mit 1 pg/ml BSA immobilisiert. Nach der Blockierung unspezifischer Bindungen wurde die mAk
HcC141, HcC515, HcC1304 und HecC2378 in einer Konzentration von 10 pg/ml inkubiert. Der Nachweis
erfolgte durch einen POD-gekoppelten Ziege-anti-Maus Antikérper und TMB.

Die gereinigten mAk wurden im Western Blot (Abb. 29) auf Subkettenspezifitat untersucht,
wobei eine spezifische Bande fiir Hc/C bei etwa 50 kDa zu erkennen war. Die weiteren

Toxinfragmente erzeugten keine Reaktion.
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1- 55 kDa
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C: HeC1304
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Abb. 29: Western Blot: Spezifitat der anti-Hc/C Antikorper

Je 67 ng der rekombinanten Toxinfragmente LC/C, Hc/C, LC/D und Hc/D wurden unter reduzierenden
Bedingungen in einem 12 % SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Nach dem
Blocken wurde jeweils 1 pg/ml HcC141, HcC515, HcC1304 und HcC2378 zugegeben. Der Nachweis
erfolgte mit Hilfe eines biotinylierten Ziege-anti-Maus Antikorpers, Avidix-Alkalische Phosphatase und
CDP-Star. Als Marker M wurde PageRuler prestained benutzt. Entwicklungsdauer: 3 bis 20 min.
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Zur Charakterisierung der in dieser Fusion identifizierten AntikOrper wurden detaillierte
Messungen der Affinitdt mittels SPR durchgefiihrt. Dazu wurde der Antikorper wie bei den
anderen Messungen mittels Mouse-Capture-Kit auf der Goldoberflache des Sensorchips
immobilisiert und die Bindungskinetik gegen inaktives single chain BoNT/C (scBoNT/Cj)
getestet. Es wurden Verdlnnungsreihen von 200 nM bis 0,82 nM injiziert. Anhand der
gemessenen Assoziations- und Dissoziationsraten wurde mit Hilfe eines 1:1 Langmuir
Bindungsmodells die Affinitat der Antikdrper bestimmt (Abb. 30). Es wurde fir HcC141 eine
Affinitat von 0,04 nM gegeniiber scBoNT/C; berechnet. Die Affinitat der anderen Antikorper
HcC515, HcC1304 und HcC2378 lag bei 0,5 nM, 1 nM und 0,02 nM (Tab. 26). Alle Antikdrper
wiesen somit eine hoch-affine Bindung gegen BoNT/C auf. Die Affinitatsbestimmung von
HcC2378 gegeniiber BoNT/DC konnte nicht durchgefiihrt werden, da dieses nicht in einer

atoxischen Variante vorlag.
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Abb. 30: Kinetische Charakterisierung von HcC141, HcC515, HcC1304 und HcC2378

Die Antikoérper HcC141 (A), HcC515 (B), HcC1304 (C) oder HcC2378 (D) wurden mittels Mouse-
Capture-Kit auf der Flusszelle 2 mit 100 bis 300 RU immobilisiert. Flusszelle 1 wurde als
Negativkontrolle verwendet. SCBONT/C; wurde in einer 1:3 Verdiinnungsreihe von 200 nM bis 0,82 nM
fiir 60 sec injiziert (grauer Pfeil). Die Dissoziation der Antikdrper-Antigen-Komplexe wurde durch die
Injektion von HBS-EP+ gestartet (schwarzer Pfeil) und 1 200 sec beobachtet. In Schwarz sind die
gemessenen Kurven dargestellt, in Rot der Fit der Kurven (1:1 Langmuir-Bindungsmodells mit lokalen
Rimax, Siehe 2.2.5.6)

Zusétzlich wurden die Epitopfamilien der Antikérper mittels SPR bestimmt. Die mAk HcC141,
HcC1304 und HcC2378 erkannten unterschiedliche Epitope und konnten daher miteinander fiir

einen spezifischen und sensitiven Nachweis des C-terminalen Teils der schweren Ketten von
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BoNT/C kombiniert werden. Die mAk HcC141 und HcC515 detektierten &hnliche Epitope
(Daten siehe 9.6).

3.3.3 Sandwich ELISA

Basierend auf diesen Antikorpern wurde ein ELISA etabliert, der spezifisch das Hc/C-Fragment
nachweist. Alle vier Antikorper konnten untereinander sowie teilweise (HcC1304, HcC2378)
mit dem bereits vorhandenen Antikérper C9 kombiniert werden. Aufgrund von Vorversuchen
(Daten nicht dargestellt) wurde die Kombination HcC141 und HcC1304 ausgewahlt. Wie in
Abb. 31 zu sehen, entstanden ELISA mit hoher Sensitivitdt. Die Detektion von BoNT/C
(150 kDa) und dem Teilfragment Hc/C (50 kDa) gelang mit gleicher Sensitivitat. Welcher Ak
als Fanger oder Detektor eingesetzt wurde, spielte eine untergeordnete Rolle. Die halomaximale
Effektorkonzentration ECs, lag bei allen Kurven bei 6 pM. Die LOD wurde auf 0,1 pM
geschatzt, was etwa 15 pg/ml BoNT/C entspricht.

A: HcC141 - HeC1304-bio B: HcC1304 - HcC141-bio
3 : 31 :
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Abb. 31: Sandwich ELISA zum Nachweis von BONT/C und Hc/C
Die Fangerantikorper HcC141 (A) bzw. HcC1304 (B, je 5 pg/ml) wurden auf einer Mikrotiterplatte

immobilisiert. Nach Blockade der unspezifischen Bindungen wurden die Platten mit BoNT/C bzw. Hc/C
in Konzentrationen von 0,01 bis 10000 pM in 0,1 % BSA/PBS inkubiert. Nach Zugabe der biotinylierten
Detektionsantikérper HcC141-biotin (B) oder HcC1304-biotin (A) wurde der ELISA mit Hilfe von Poly-
HRP und TMB entwickelt. Dargestellt sind die Duplikate eines représentativen Experiments von zwei
durchgefihrten, gestrichelt ist die ECs, markiert.

Mit Hilfe dieser Antikdrper wurde untersucht, ob eine Differentialdiagnostik der tierpathogenen
Botulinum Neurotoxine BoNT/C, /CD, /D und /DC mdglich ist. Durch die aus friiheren
Arbeiten bereits vorhandenen Antikdrper-Kombinationen wurden BoNT/C, /CD und /D
nachgewiesen. Der mAk HcC2378 detektierte BONT/DC (Abb. 28). Die Antikdrper HcC141,
HcC515 und HcC1304 waren spezifisch fiir He/C, erkannten allerdings nicht Hc/DC (Abb. 28).

Um einen spezifischen Sandwich ELISA fiir BONT/DC zu etablieren, wurde der in dieser Arbeit
generierte mAk HcC2378 mit dem bereits vorhandenen mAk D63 (gegen LC/D) kombiniert.
Der ELISA zum Nachweis von BoNT/DC erwies sich als sehr sensitiv (Abb. 32). Das
Detektionslimit lag bei 26 pg/ml in Puffer, die ECsy bei 1,6 ng/ml (entspricht 1,07 nM).

Genauere Details zu diesem ELISA finden sich in Tab. 30.
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Abb. 32: Sandwich ELISA zum Nachweis von BoNT/DC

Der Fangerantikdrper HcC2378 (5 pg/ml) wurde auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach Blockade
der unspezifischen Bindungen wurde die Platte mit einer seriellen Verdiinnung von 1 pg/ml bis 1 pg/ml
BoNT/DC in 0,1 % BSA/PBS inkubiert. Nach Zugabe des biotinylierten Detektionsantikdrper D63-biotin
(2,5 pg/ml) wurde der ELISA mit Hilfe von Poly-HRP und TMB entwickelt. Im Bild wurden drei ELISA
jeweils in Triplikaten mit SD (Fehlerbalken) Ubereinandergelegt, gestrichelt wurde die ECsg
eingezeichnet.

Tab. 26 fasst die neu generierten anti-Hc/C Antikdrper zusammen. Durch die Immunisierung
mit Hc/C ist es gelungen, hoch-affine und spezifische Antikérper gegen diese Toxindomane zu
erhalten. Einer der Antikdrper war in der Lage, an Hc/C und Hc/DC zu binden und wurde daher
fur die Detektion von BoNT/DC in Kombination mit einem anti-BoNT/D Antikorper
verwendet. Die neu etablierten Sandwich ELISA dienten zum Nachweis von BoNT/C, /DC und
Hc/C.

Tab. 26: Zusammenfassung der anti-Hc/C Antikorper

Name Spezifitit  Isotyp  Indirekter Sandwich ~ Western  Affinitdt
ELISA ELISA Blot Kp [nM]
HcC141 Hc/C IgG1 +++ +++ +++ 0,04
HcC515 Hc/C IgG2b +++ ++ ++ 0,5
HcC1304 Hc/C IgG1 ++ +++ + 1
HcC2378 Hc/C, He/DC 1gG1 + +++ + 0,02

Die vier neu generierten anti-Hc/C Antikdrper wurden mittels indirektem und Sandwich ELISA sowie
mittels Western Blot untersucht. Die Signalintensitdten werden auf einer relativen Skala angegeben,
bezogen auf den jeweiligen mAk mit der hdchsten Signalstarke. +++ bedeutet mehr als 75 % relative
Signalintensitat, ++ 75-50 % relative Signalintensitat, + entspricht 10-50 % relative Signalintensitét.
Zudem wurden der Isotyp mittels Isotyping Kits und die Affinitat mittels SPR analysiert.

87



3 Ergebnisse

3.4  Generierung und Charakterisierung von Antikodrpern

gegen Abrin

Im Rahmen des GEFREASE-Projektes sollten monoklonale Antikérper gegen Abrin aus Abrus
precatorius hergestellt werden. Abrin liegt in verschiedenen Isoformen (Abrin-a,-b,-c,-d;
vergleiche 1.1.3) vor. Davon ist das nahverwandte, weniger toxische Abrus Agglutinin zu
unterscheiden. Die biochemische Trennung der einzelnen Proteine ist aufgrund der Ahnlichkeit
nicht trivial. Abrus Agglutinin und Abrin-a haben eine 67%ige Sequenzidentitdt auf
Proteinebene in der A-Kette und 80 % in der B-Kette [210, 211]. Tab. 27 zeigt die in der
Arbeitsgruppe vorhandenen Extrakte, welche mittels Massenspektrometrie und SDS-PAGE

charakterisiert wurden.

Tab. 27: Abrin Extrakte

Bezeichnung Inhalt Bemerkung
Abrin Rohextrakt Abrin-a, Abrin-b, Abrus Agglutinin nach Lektin-Affinitats-
und weitere Proteine chromatographie

nach GréRRenausschluss-Chromatographie
Abrin-a Abrin-a Reinheit > 90 %
Abrus Agglutinin Abrus Agglutinin Reinheit > 90 %

Abrin Mischung Abrin-a, Abrin-b, Abrus Agglutinin ~ mittlere Fraktion der

Chromatographie

Diese Extrakte wurden freundlicherweise von Dr. Sylvia Worbs (RKI) zur Verfigung gestellt.

In Vorarbeiten (Dr. Sylvia Worbs, unpublizierte Daten) wurden bereits die mAk AP406 und
AP430 gegen Abrin-a isoliert und charakterisiert. Zwei weitere Antikorper, AP267 und AP476,
detektierten Abrus Agglutinin. Mit diesem Set an Antikdrpern war es nicht moglich, Sandwich
ELISA aus zwei monoklonalen Antikorpern aufzubauen. Zur Detektion musste bisher auf einen
polyklonalen Antikdrper aus Kaninchen (KAP142), welcher durch Immunisierung mit

toxoidiertem Abrin Rohextrakt erhalten worden war, zuriickgegriffen werden.

3.4.1 Immunisierungsstrategie und Screening

Um weitere Abrin-spezifische monoklonale Antikdrper zu erzeugen, wurde je eine BALB/c-
und eine NMRI-Maus mit toxoidiertem Abrin Rohextrakt (siehe 2.2.3.1) und mit in einem Fall
nativen Rohextrakt immunisiert. Die NMRI-Maus wurde viermal ausschlieBlich mit Toxoid
immunisiert, die BALB/c-Maus wurde wahrend des langen Zeitraums der Immunisierung
insgesamt dreizehnmal mit Toxoid bzw. variablen Mengen des aktiven Toxins immunisiert

(siehe Immunisierungsschema 9.1.4).
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Nachdem ein zufriedenstellender Titer erreicht worden war (9.1.4), wurden Hybridoma-
Fusionen durchgefihrt. Aus der NMRI-Maus wurden 255 Millionen Splenozyten isoliert, aus
der BALB/c 95 Millionen Splenozyten. Die Zellen wurden mit Myelomzellen zu
Hybridomazellen fusioniert. Nach zehn Tagen wurde mit einem mehrstufigen Screening
begonnen.

Als Erstes wurden die Uberstande mittels indirektem ELISA auf Bindung eines immobilisierten
Abrin Rohextrakts untersucht. Zeigte sich hier eine Bindung, wurden die Uberstande als
Zweites mittels SPR (single cycle Kinetik) und Sandwich ELISA analysiert.

Die aus der NMRI-Maus gewonnenen Hybridoma-Uberstande wurden tiber Nacht auf einer
MaxiSorp-Platte inkubiert. Nach dem Blocken unspezifischer Bindungen wurde Abrin
Rohextrakt zugegeben. Der Nachweis erfolgte mit den biotinylierten Antikdrpern AP430-bio
und KAP142-bio. Bei keinem der iiber 700 getesteten Hybridoma-Uberstinde ergab sich im
Sandwich ELISA ein positives Signal, obwohl diese Uberstinde im ersten Screening (indirekter
ELISA auf immobilisierten Abrin Rohextrakt) positiv waren. Eine Bindung von nativem Abrin
Rohextrakt schien nicht moglich. Technisch unabhéngig wurde diese Aussage durch die SPR
bestétigt. Hier war kein Antikorper in der Lage, Bestandteile des Abrin Rohextraktes in Ldsung
zu fangen. Aus dieser Fusion wurden dennoch vier Klone isoliert und die zugehdrigen
Antikorper gereinigt und charakterisiert (AP10/1/11, AP54/11/2, AP60/3/9 und AP69/3/3).

Die AntikOrper aus der zweiten Fusion der BALB/c-Maus erwiesen sich als deutlich
vielversprechender. Es wurden 3 800 Hybridoma-Uberstande wie oben mittels indirektem
ELISA untersucht. Bei einer Absorption Assonm-s20nm groRer als 0,1 wurden die entsprechenden
Uberstande mit SPR analysiert. Dabei wurden unter 200 getesteten Antikorpern vier mit
Bindung an den nativen Abrin Rohextrakt entdeckt. Die zugehérigen Zellen wurden subkloniert
und expandiert. Es wurden vier mAk gegen Abrin oder Abrus Agglutinin identifiziert
(AP2573/16/7, AP3202/4/6, AP3659/6/8, AP3808/8/7), welche im folgenden Kapitel genauer

charakterisiert werden.
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3.4.2 Charakterisierung der anti-Abrin Antikorper

Die in beiden Fusionen identifizierten Antikdrper wurden auf Spezifitat gegenlber diversen
Toxinen untersucht. Dazu wurden BoNT/A bis /F, die zugehorigen Komplexe, SEB, Rizin
Rohextrakt und Abrin Rohextrakt auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert und die mAk
zugegeben. Es ergab sich bei den Antikdrpern AP54, AP60 und AP69 jeweils ein Signal fiir
Abrin (Abb. 33). Der mAk AP10 erkannte Rizin genauso gut wie Abrin. Diese interessante
Kreuzreaktivitat konnte zukunftig als Basis fur eine nicht-differenzierende Anreicherungs-
strategie von Rizin und Abrin (z. B. fir MS-basierte Identifizierung) genutzt werden.

BoNT/A
BoNT/A-Komplex
BoNT/B
BoNT/B-Komplex
BoNT/C
BoNT/C-Komplex
BoNT/DC
BoNT/DC-Komplex
BoNT/E
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Abb. 33: Reaktivitat der anti-Abrin Antikorper (1. Fusion, NMRI)

Die angegebenen Toxine wurden in einer Konzentration von 500 ng/ml auf einer Mikrotiterplatte in PBS
mit 1 pg/ml BSA immobilisiert. Nach der Blockierung unspezifischer Bindungen wurde die mAk AP10,
AP54, AP60 und AP69 in einer Konzentration von 10 pg/ml inkubiert. Der Nachweis erfolgte durch
einen POD-gekoppelten Ziege-anti-Maus Antikorper und TMB.

Die mAk AP2573, AP3202, AP3659 und AP3808 wurden auf gleiche Weise in einem
indirekten ELISA untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass diese vier Antikorper spezifisch fur
Abrin waren (Daten nicht dargestellt).

Alle acht Antikorper wurden auf die Erkennung der gereinigten Fraktionen von Abrin
Rohextrakt (vergleiche Tab. 27) getestet. Dazu wurden Abrin Rohextrakt, Abrin-a, Abrus
Agglutinin sowie eine Mischung von Abrus Agglutinin, Abrin-a und -b (Mischfraktion aus der
GroRenauschluss-Chromatographie) mittels indirektem ELISA untersucht (Abb. 34).

AP10 erkannte alle untersuchten Extrakte gleich gut. Die beiden mAk AP54 und AP69
erkannten ebenso wie die Klone aus der zweiten Fusion AP3659 und AP3808 schwach Abrin-a
und Abrus Agglutinin. Bei Auftrag einer Mischung aus Abrin-a, Abrus Agglutinin und Abrin-b
zeigte sich ein hohes Signal. Es wurde daher vermutet, dass diese vier Klone Abrin-b erkannten.
Dies konnte experimentell nicht verifiziert werden, da das Toxin nicht in gereinigtem Zustand
vorlag. AP2573 erwies sich als spezifisch fir Abrus Agglutinin, AP60 und AP3202 fiir Abrin-a.
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Abb. 34: Spezifitat der anti-Abrin Antikorper
Die angegebenen Proteine wurden in einer Konzentration von 500 ng/ml auf einer Mikrotiterplatte in PBS

mit 1 pug/ml BSA immobilisiert. Nach der Blockierung unspezifischer Bindungen wurde je 10 pg/ml der
acht anti-Abrin Antikorper inkubiert. Der Nachweis erfolgte durch einen POD-gekoppelten Ziege-anti-
Maus Antikdrper und TMB.

Die mAk AP3202 und AP2573 wurden zusétzlich mittels SPR untersucht (Abb. 35). Dabei
wurde fir AP3202 eine Verdunnungsreihe von Abrin-a injiziert, bei AP2573 wurde Abrus
Agglutinin verwendet. Die Affinitat lag bei 0,5 nM fiir AP3202 und bei 0,05 nM flr AP2573.
AP3808 und AP3659 konnten nicht getestet werden, da der potenzielle Interaktionspartner

Abrin-b nicht in gereinigter Form vorlag.
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Abb. 35: Kinetische Charakterisierung von AP3202 und AP2573

Der Antikdrper AP3202 (A) oder AP2573 (B) wurde mittels Mouse-Capture-Kit auf der Flusszelle 2 mit
100 bis 300 RU immobilisiert. Flusszelle 1 wurde als Negativkontrolle verwendet. Abrin-a (A) bzw.
Abrus Agglutinin (B) wurde in einer 1:3 Verdlnnungsreihe von 55,3 nM bis 0,23 nM fiir 60 sec injiziert
(grauer Pfeil). Die Dissoziation der Antikdrper-Antigen-Komplexe wurde durch die Injektion von
HBS-EP+ gestartet (schwarzer Pfeil) und 600 sec beobachtet. In Schwarz sind die gemessenen Kurven
dargestellt, in Rot der Fit der Kurven (1:1 Langmuir-Bindungsmodells mit lokalen R, Siehe 2.2.5.6).

Die mAk AP10, AP54, AP60 und AP69 erwiesen sich als ungeeignet fur eine Verwendung im
Sandwich ELISA Format. Sie eigneten sich fur Western Blot Analysen (beispielhaft gezeigt fiir
AP54 und AP69 in Abb. 36). AP54 erkannte zwei Epitope des reduzierten Abrin Rohextraktes,
es entstanden zwei Banden bei ca. 30 und bei ca. 25 kDa. AP69 detektierte hingegen nur ein
Epitop bei 35 kDa. Bei beiden mAk vermutete man eine Spezifitat fur Abrin-b, der Western

Blot zeigte, dass diese Ak nicht das gleiche Epitop erkannten.
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Abb. 36: Western Blot zweier anti-Abrin Antikorper

Auf einem 12 % SDS-Gel wurden unter reduzierenden Bedingungen folgende Mengen Abrin Rohextrakt
aufgetrennt: 500 ng, 100 ng, 20 ng und 4 ng. Nach dem Blocken erfolgte die Entwicklung mit 1:10
verdiinnten Hybridoma-Uberstand von AP54 (A) und AP69 (B), biotinylierten Ziege-anti-Maus
Antikorpers, Avidix-Alkalische Phosphatase und CDP-Star. Als Marker M wurde PageRuler prestained
benutzt. Entwicklungsdauer: 3 min.

3.4.3 Sandwich ELISA

Die erzeugten Antikorper wurden fir die Verwendung im Sandwich ELISA untersucht. In
Vorversuchen (ELISA und SPR) zeigte sich, dass die mAk AP10, AP54, AP60 und AP69
bedingt zum Aufbau eines Sandwich ELISA geeignet waren, da sie mit Abrin Rohextrakt in
Losung schlecht interagieren konnten. Durch die Kombination dieser mAk mit den vorhandenen
Antikdrpern AP406 sowie dem polyklonalen KAP142 ergaben sich Sandwich ELISA mit sehr
geringer Sensitivitat (halomaximale Effektorkonzentration ECs, zwischen 12 und 360 ng/ml
Abrin Rohextrakt bei oft hohem Hintergrund, Daten nicht dargestellt).

Aus diesem Grund lag der Schwerpunkt auf den Antikorpern der 2. Fusion, AP2573, AP3202,
AP3659 und AP3808. Die mAk AP3659 und 3808 erkannten vermutlich Abrin-b, welches nicht
gereinigt zur Verfligung stand. Bei der Verwendung von Rohextrakt konnte kein sensitiver
Sandwich ELISA aufgebaut werden. Daher wurde vorerst auf die Entwicklung eines Sandwich
ELISAs gegen Abrin-b verzichtet.

Primares Ziel war es, Sandwich ELISAs zur Detektion von Abrin-a und Abrus Agglutinin zu
entwickeln. Zur Detektion von Abrin-a waren insgesamt drei mAks verfligbar, AP430 und
AP406 aus einer vorhergehenden Fusion sowie AP3202. AP430 und AP406 lieRen sich nicht
miteinander zu einem sensitiven Nachweissystem kombinieren, da sich vermutlich die Epitope
Uberdeckten. Der mAk AP3202 bildete mit beiden zuvor genannten ein Sandwich ELISA
Parchen. Das Detektionslimit fir Abrin-a war am niedrigsten, wenn die Kombination AP430 als
Fénger- und AP3202 als Detektionsantikorper eingesetzt wurden (Abb. 37 A). Die
Nachweisgrenze lag bei etwa 10 pg/ml Abrin-a (schwarz), die ECsq bei ca. 150 pg/ml. Es zeigte
sich bei hohen Konzentrationen (> 1 ng/ml) eine Reaktivitat auf Abrus Agglutinin (grau, ECs,
25 ng/ml).

92



3 Ergebnisse

Fur die Detektion von Abrus Agglutinin standen zwei monoklonale Antikérper zur Verfiigung,
AP476 und AP2573. Es wurde eine Klare Verbesserung der Sensitivitét erreicht, wenn AP476
als Fangerantikorper eingesetzt wurde (Abb. 37 B). Zusétzlich wurde die Kreuzreaktivitat auf
das nahverwandte Abrin-a bestimmt. Das Detektionslimit fur Abrus Agglutinin wurde auf ca.
30 pg/ml geschatzt (grau), die ECsq lag bei 900 pg/ml. Die Nachweisgrenze fiir Abrin-a lag ca. 2

GroRenordnungen hoher (schwarz).
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Abb. 37: Sandwich ELISA zur Detektion von Abrin-a und Abrus Agglutinin

Der Féangerantikdrper AP430 (A) oder AP476 (B, je 5 ug/ml) wurde auf einer Mikrotiterplatte
immobilisiert. Nach Blockade der unspezifischen Bindungen wurde die Platte mit einer seriellen
Verdiinnungsreihe von 0,06 pg/ml bis 1 ug/ml Abrin-a (schwarz) bzw. Abrus Agglutinin (grau) in
0,1 % BSA/PBS inkubiert. Nach Zugabe des biotinylierten Detektionsantikdrper AP3202-bio (A) oder
AP2573-bio (B, je 2,5 pg/ml) wurde der ELISA mit Hilfe von Poly-HRP und TMB entwickelt.
Dargestellt sind die Duplikate eines reprasentativen Experiments von zwei durchgefiihrten, gestrichelt
wurde die ECs, eingezeichnet.

344 ELLA

Der enzyme-linked lectin assay (ELLA) ist eine Variante des klassischen Sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). An die Stelle des Féngerantikorpers tritt ein Molekl,
welches an seiner Oberflache glykosyliert ist [285]. Asialofetuin (ASF), welches hier benutzt
wurde, tragt drei Asparagin-verknlpfte komplexe Kohlenhydratketten mit terminalen N-
Acetylgalactosamin-Einheiten [286]. Lektine wie Abrin oder das nahverwandte Rizin binden
mit ihren Bindungstaschen an die N-Acetylgalactosamin-Einheiten. Die Anwesenheit der
Toxine wird mit einem spezifischen Antikoérper, an POD gekoppelten anti-Spezies Antikorper
und TMB nachgewiesen.

Die vorhandenen Antikorper wurden durch diesen Test in zwei Gruppen eingeteilt (Abb. 38):
Die erste Gruppe war in der Lage, den Uber Kohlenhydratgruppen gebundenen Abrin
Rohextrakt zu detektieren. Bei diesen Antikorpern lag das Epitop also nicht an der gleichen
Stelle wie die Zucker-Bindungstasche. Hierunter fielen die mAk AP476, AP2573, AP3202,
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AP3659 und AP3808. Der polyklonale Antikdrper aus Kaninchen KAP142 konnte ebenfalls zur
Detektion eingesetzt werden.

Bei der zweiten Gruppe von mAks war eine Bindung nicht oder nur im geringen Ausmaf
moglich. Hier fand keine bzw. geringe Interaktion der Antikdrper mit ihrem Epitop statt und es
kam zu keinen bzw. geringen Signalen. Dieses Bindungsverhalten ist erklarbar mit einer
sterischen Hinderung, d.h. das vom mAk erkannte Epitop und die Kohlenhydrat-
Bindungstasche Uberlappten vermutlich. Dazu gehorten die mAks AP406 und AP430.
Antikérper, welche natives Abrin sehr schlecht banden, wie AP10, AP54, AP60 und AP69,

gaben hier genauso ein negatives Signal.
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Abb. 38: Reaktivitat der anti-Abrin Antikorper in einem ELLA
Asialofetuin wurde in einer Konzentration von 4 pg/ml Uber Nacht auf einer Mikrotiterplatte

immobilisiert. 500 ng/ml Abrin Rohextrakt oder BSA wurden mit 5 pug/ml der angegebenen Antikdrper
fur 90 min vorinkubiert. Nach der Blockade unspezifischer Bindungen wurde die Mischung auf die
Asialofetuin-Platte Uberfiihrt. Der ELLA wurde mit einem POD-gekoppelten anti-Spezies Antikdrper und
TMB entwickelt.

Tab. 28 fasst die neu generierten Ak gegen Abrin-a, -b und Abrus Agglutinin zusammen.
AP3202 erkannte wie die bereits in der Arbeitsgruppe vorliegenden mAks AP406 und AP430
Abrin-a. Die Antikorper AP2573 und AP476 eigneten sich zur Detektion von Abrus Agglutinin.
Der polyklonale Antikérper aus Kaninchen erfasste sowohl Abrin-a als auch Abrus Agglutinin.
Zudem wurden mehrere Western Blot-taugliche Antikorper, AP10, AP54, AP60 und APG69,
identifiziert. Die Antikdrper mit vermuteter Reaktivitat gegentiber Abrin-b konnten im Rahmen

der Doktorarbeit nicht genauer charakterisiert werden.
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Tab. 28: Zusammenfassung der anti-Abrin Antikérper

3 Ergebnisse

Name  Spezifitat Isotyp Indirekter Sandwich Western ELLA Affinitat
ELISA ELISA Blot Kp [nM]
AP10 Abrin-a+Aggl., 1gG2a +++ + ++ - n. d.
Rizin
AP54  Abrin-b! IgG1 ++ - ++ - n. d.
AP60 Abrin-a IgG1 ++ - +++ - n.d.
AP69  Abrin-b IgG1 ++ - +++ - n. d.
AP2573  Abrus Aggl. lgG1 ++ ++ ++ ++ 0,05
AP3202 Abrin-a lgG1 T ++ ++ ++ 0,5°
AP3659 Abrin-b* IgG2a ++F ++ + ++ n. d.
AP3808 Abrin-b* IgG2a ++F ++ + ++ n. d.

Die neu generierten anti-Abrin Antikdrper wurden mittels indirektem und Sandwich ELISA, im ELLA
sowie mittels Western Blot untersucht. Die Signalintensitaten werden auf einer relativen Skala
angegeben, bezogen auf den jeweiligen mAk mit der héchsten Signalstarke. +++ bedeutet mehr als 75 %
relative Signalintensitdt, ++ 75-50 % relative Signalintensitdt. + entspricht 10-50 % relative
Signalintensitat, - entspricht weniger als 10 % Reaktivitdt. Zudem wurden der Isotyp mittels Isotyping
Kits und die Affinitat mittels SPR analysiert. ! vermutet, aber nicht eindeutig experimentell bestatigt;
2 gegentiber Abrus Agglutinin; *gegeniiber Abrin-a; n. d. nicht durchgefuhrt.
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3.5 Applikationsbeispiel. Differenzierung zwischen BoNT/C,
/D und den Mosaik-Typen /CD und /DC

Botulismus in Tieren wird mit den Serotypen BoNT/C und /D assoziiert [128, 131]. Zusétzlich
gibt es die Mosaikvarianten BoNT/CD und /DC, welche in Europa am hdufigsten nachgewiesen
wurden [120]. Eine sichere Detektion und Differenzierung der vier Mosaiktoxine war bisher nur
auf genetischer Ebene moglich [120, 287]. Da Toxine in Abwesenheit eines Produzenten und
seiner genetischen Information aktiv sein koénnen, ist ein Nachweis auf Proteinebene zu
bevorzugen.

Zu diesem Zweck wurden zwei Nachweissysteme auf immunologischer bzw. funktioneller
Basis entwickelt: ein Sandwich ELISA und ein Endopep-MS Assay. Durch den Einsatz
spezifischer Antikorper gelang erstmals mit beiden Systemen eine Differenzierung der vier
Mosaiktypen. Der Sandwich ELISA (3.5.1) ist einfach durchzufiihren und sehr sensitiv. Bei
Endopep-MS Assay (3.5.2) wird zusétzlich die Aktivitat der Toxine nachgewiesen, allerdings

ist diese Methode technisch anspruchsvoller und dauert zwei Tage.

3.5.1 Aufbau eines Sandwich ELISA Systems zur Differenzierung

veterindrpathogener BoNTs

Um die veterindrpathogenen Toxine BoNT/C, /CD, /D und /DC zu unterscheiden, wurden
monoklonale Antikoérper gegen verschiedene Domanen der Toxine generiert (siehe Abb. 5).
Dazu wurden Mause mit nicht-toxischen Varianten immunisiert, nach Bildung einer
Immunantwort wurden die Milzen entnommen und die Splenozyten zu Hybridomazellen
fusioniert. Nach Analyse der Spezifitdt und Affinitdt wurden die besten Hybridomazellen
ausgewahlt und die entsprechenden Antikorper charakterisiert.

Tab. 29 zeigt die relevanten Antikorper zur Differenzierung. Es handelte sich um vier
Antikorper gegen BONT/C und zwei gegen BoNT/D. Der mAk HcC10S wurde von
L. Bellanger, CEA Frankreich, zur Verfiigung gestellt. Die Spezifitdt wurde mittels Western
Blot bestimmt (Daten siehe 9.7). C394 erkannte die leichte Kette von BoNT/C, die mAks C9,
HcC10S und HcC2378 erkannten jeweils den C-terminalen Teil der schweren Kette von
BoNT/C. Bei den beiden mAks fir BoNT/D D63 und D967 lagen die Epitope auf zwei
verschiedenen Fragmenten von BoNT/D (Tab. 29). Mittels SPR wurde die Affinitdt gegen
scBoNT/C oder scBoNT/D; analysiert, sie lag zwischen 0,1 und 0,4 nM. Eine Ausnahme davon
war der mAk C394, dieser war deutlich affiner (< 10 M).
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Tab. 29: Uberblick iiber die zur Differenzierung verwendeten Antikorper

AntikOrper  Spezies Isotyp Affinitat K~ Ursprung Spezifitat
[nM]
BONT/C BONT/D
LC | Hc | LC | Hc
C394 Maus IgG2b, A <10° @ RKI +
C9 Maus IgG2b, 04 @ RKI +
HcC10S Maus IgGl, k 01@  CEA +
HcC2378 Maus IgG1, k 02 @ RKI +
D63 Maus IgG2b, 04 ® RKI +
D967 Maus IgGl, A 01 ® RKI +

Die Affinitat wurde mittels SPR gegen (a) scBoNT/C oder (b) scBoNT/D; bestimmt.

Aufgrund der Charakterisierung der Antikérper ([265, 266], unpublizierte Daten und diese
Arbeit) wurden verschiedene mAk-Kombinationen gegen BoNT/C, /CD, /D und /DC
untersucht. Dabei wurde immer ein mAk gegen die leichte Kette eines Toxins mit einem
Antikorper gegen die Hc-Doméne kombiniert. Das Prinzip ist schematisch in Abb. 39 A
dargestellt. Gleiche Antikorper werden in gleicher Farbe abgebildet.

Durch die mAk C394 und C9-bio war ein sensitiver Nachweis von BoNT/C mdglich. Die
Kombination C394 und D967-bio detektierte BONT/CD, die Kombination D63 und D967-bio
BoNT/D. Der Einsatz von HcC10S und D63-bio erlaubte den Nachweis von BoNT/DC, ebenso
wie die Kombination HcC2378 und D63-bio (vergleiche Abb. 32). Der Antikérper HcC10S
erkannte, wie der in dieser Arbeit beschriebene HcC2378, ein Epitop in der Hc-Doméne von
BoNT/C und /DC. Da die Kombination HcC10S und D63-bio sensitiver war (ca. Faktor 2, siehe
Tab. 30), wurde entschieden, die differenzierenden ELISAs mit diesen Antikdrpern
durchzufuhren. Die vier ELISAs erkannten spezifisch das jeweilige Toxin (Abb. 39 B-E, linke
Seite). Es zeigte sich selbst bei hohen Konzentrationen der anderen drei Toxine keine
Kreuzreaktivitat auf die nahverwandten Toxine. BSA fiihrte ebenfalls zu keinen Signalen.

Auf der rechten Seite von Abb. 39 ist eine Verdinnungsreihe der Toxine dargestellt. Aus
insgesamt zehn Wiederholungen der Verdunnungsreihen lieRen sich die KenngroRen der ELISA
bestimmen (siehe Tab. 30). Das Detektionslimit wurde berechnet aus dem Mittelwert der
Negativkontrollen zuziglich der 3,29fachen Standardabweichung. Die ELISA erreichten
Nachweisgrenzen von 2 bis 27 pg/ml Toxin. Alle ELISA sind damit sensitiver als der
»Goldstandard“ fiir die Detektion, der Maus Bioassay (LOD 167 pg/ml fiir BoNT/C bzw.
33 pg/ml fir BoNT/DC [288]). Zudem wurden die oberen und unteren Quantifizierungsgrenzen
LLOQ und ULOQ bestimmt (siehe 2.2.8.1). Diese lagen zwischen 0,21 und 0,51 ng/ml fur die
untere, zwischen 2,4 und 5,9 fiir die obere Grenze. Die ECs ist definiert als der Wendepunkt
des sigmoidalen Vier-Parameter-Fits und bewegte sich zwischen 0,74 und 1,6 ng/ml. Bei eben
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diesem Wert wurden die Variationskoeffizienten bestimmt, sowohl innerhalb eines ELISA
(zehn Doppelbestimmungen auf einer ELISA Platte an einem Tag, CV% intra ECs) als auch
zwischen zehn gleichartigen ELISA, die an zehn Tagen durchgefihrt wurden (CV% inter ECsy).
Innerhalb eines Experiments lagen die Werte maximal 10 % auseinander, an verschiedenen
Tagen schwankte die Préazision um hichstens 25 % (Tab. 30).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es mit der Etablierung dieser vier Sandwich ELISA
erstmals gelungen ist, die BONT Mosaiktypen C, /CD, /D und /DC eindeutig auf

immunologischer Basis zu unterscheiden bei gleichzeitig sehr niedriger Nachweisgrenze.

Tab. 30: Validierung der Sandwich ELISA zur Differenzierung veterinarpathogener BoNTs

ELISA Antigen LOD LLOQ ULOQ ECso CV% CV%

[pg/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] intra inter
Fanger  Bio-Ak ECsy ECs
C394 C9-bio BoNT/C 11,5 0,37 4,4 1,3 58 244
C39% D967-bio  scBoNT/CD 23,8 0,22 2,4 0,75 33 171
D63 D967-bio  scBoNT/D 2,1 0,21 2,5 0,74 3,6 8,2
HcC10 D63-bio  BONT/DC 16,1 0,32 43 1,1 6,4 240
HcC2378 D63-bio  BoNT/DC 26,4 0,51 59 16 101 8,6

Aus 10 Wiederholungen der Sandwich ELISA an 10 aufeinanderfolgenden Tagen wurden die
KenngroRen bestimmt. LOD: Detektionslimit; LLOQ: lower limit of quantification; ULOQ: upper limit of
quantification; ECsq: halbmaximale Effektorkonzentration; CV%: Variationskoeffizient in % bestimmt
als intra-assay und inter-assay Prézision bei der ECs,.
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Abb. 39: Sandwich ELISA zur Differenzierung veterindrpathogener BoNTs

A: Schematische Darstellung der Mosaikstruktur der veterindrpathogenen BoNTs und Angabe der zur
Detektion gewdhlten mAk mit Bindungsspezifitat gegentiber der LC- oder Hc-Doméne der Mosaiktoxine;
B: BONT/C ELISA: mAk C394 und C9-bio; C: BONT/CD ELISA: mAk C394 und D967-bio; D: BONT/D
ELISA: mAk D63 und D967-bio; E: BONT/DC ELISA: mAk HcC10S und D63-bio. Fir die ELISA B-E
wurde der erstgenannte Antikdrper auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach der Blockierung
unspezifischer Bindungen wurden 200 ng/ml jedes Toxins oder BSA (links) bzw. serielle Verdiinnungen
der zugehdrigen Toxine von 1 pg/ml bis 1 pg/ml (rechts) inkubiert. Der Nachweis erfolgte mit einem
biotinylierten Detektionsantikdrper, wie angegeben, Strepatividin-Peroxidase-Konjugat und TMB. Die
Graphen auf beiden Seiten beruhen auf je drei Messungen in Duplikaten mit SD als Fehlerbalken.
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3.5.2 Differenzierung mittels Endopep-MS Assay

Die Sandwich ELISA aus Abb. 39 ermdglichen die schnelle und sensitive Detektion von
BoNT/C, /CD, /D und /DC, erlauben aber keine Einschétzung ihrer funktionalen Aktivitat. Aus
diesem Grund wurde mit den generierten Antikorpern ein Test entwickelt, der die biologische
Aktivitdt von BoNT/C, /CD, /D und /DC nachweist. Alle Botulinum Neurotoxine sind
Endopeptidasen. Die Zielproteine der BoNTs liegen im sog. SNARE-Komplex. Die LC von
BoNT/C und /CD schneidet SNAP25, die LC von BoNT/D und /DC hingegen VAMP-2 (siehe
1.1.2). Die Endopeptidase-Aktivitat der BoNTs wird in zwei verschiedenen Endopep-MS
Assays ausgenutzt, welche sich in der Immunoanreicherung unterscheiden (Abb. 40).

Der erste Schritt zur Untersuchung der funktionalen Integritdit der BoNTs war die
Immunoanreicherung mittels verschiedener Antikorper. Im ersten Endopep-MS Assay wurden
die Antikorper D967 (anti-Hc/D) und HcC2378 (anti-Hc/C) an magnetische Beads gekoppelt
und in zwei getrennten Ansatzen mit den toxinhaltigen Lésungen inkubiert (Schritt 1 A in Abb.
40). Die Toxine BoNT/C und BoNT/DC haben eine &hnliche Hc-Domane (73,8-74,0 %, siehe
Abb. 5), welche vom Antikorper HcC2378 erkannt wurde. Die Toxine wurden mit diesem mAKk
angereichert, mit D967 fand keine Interaktion von BoNT/C und /DC statt. Bei den Toxinen
BoNT/D und BoNT/CD (Ahnlichkeit von 91,5-95,6 % in der Hc-Domane, Abb. 5) war es genau
umgekehrt, diese wurden ausschlielich von D967 angereichert. Nach dem Waschen wurde das
angereicherte Toxin in die Endopep-Losung Uberfiihrt. Diese beinhaltete ein verkirztes und
modifiziertes VAMP-2- und SNAP25-Oligopeptid, eins von beiden wurde von den Toxinen
durch ihre intrinsische Endopeptidase-Aktivitat geschnitten (Schritt 2, Abb. 40). Die
Zweiergruppen von Toxinen (BoNT/C und /DC sowie BoNT/CD und /D) unterschieden sich in
ihrer leichten Kette, die die Endopep-Aktivitat beinhaltet. Toxine mit einer BoONT/C-Aktivitat
(also BoNT/C und /CD) schnitten ausschlie3lich das SNAP25-Peptidsubstrat, Toxine mit einer
BoNT/D-Aktivitdt (BoNT/D und /DC) das VAMP-2-Peptidsubstrat. Die Spaltprodukte des
VAMP-2- und SNAP25-Oligopeptid wurden mittels Massenspektrometrie nachgewiesen
(Schritt 3, Abb. 40). Die Spaltung des BONT/C-Substrat fuhrte zur Detektion zweier
Spaltprodukte C-CT (BoNT/C-Substrat, C-terminal) und C-NT (BoNT/C-Substrat, N-terminal)
bei m/z 1060 bzw. 1871. Aus dem BoNT/D-Substrat (m/z 4496) entstanden die C- und N-
terminalen Spaltprodukte D-CT und D-NT bei m/z 1218 und 3297.

Aus der Kombination von Antikdrper-Interaktion und Endopeptidase-Muster 1&sst sich mit Hilfe

des ersten Endopep-MS Assay der Mosaiktyp differenzieren (Aussage 3 A, Abb. 40).
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Abb. 40: Schematische Darstellung des Endopep-MS Assays

Die veterinarpathogenen Toxine BoNT/C, /CD, /D und /DC wurden mittels an Beads gekoppelten anti-H¢
(1 A) oder anti-LC Antikdrpern (1 B) angereichert und in den Endopep-MS Assay uberfiihrt. Die Toxine
schnitten das SNAP25- oder VAMP-2-Peptidsubstrat (2). Die Spaltprodukte wurden mittels MS
nachgewiesen (3). Ansatz A diente zur Differenzierung der vier Mosaiktypen, in Ansatz B wurde die
Aktivitat der leichten Ketten bestimmt.

Ist man an der Aktivitat der leichten Ketten ohne Differenzierung der Mosaiktypen interessiert,
kann alternativ eine Immunoanreicherung mit einer Mischung der beiden mAks fir die LC,
C394 und D63, durchgefuhrt werden (Schritt 1 B, Abb. 40). Alle weiteren Schritte wurden
analog zur ersten Methode durchgeftihrt (Schritt 2 und 3, Abb. 40). Die Mosaiktoxine BoNT/C
und /CD, welche eine Sequenzéhnlichkeit von 96,6-97,7 % der LC besitzen, spalten SNAP25 an
exakt derselben Stelle, daher konnte die Endopeptidase-Aktivitat nicht zur Differenzierung der
Mosaikvarianten benutzt werden. Analoges gilt fiir BONT/D und /DC. Dieser zweite Endopep-
MS Assay war bei gereinigtem Toxin von vergleichbarer Sensitivitidt wie die erste Methode.
Wourden Uberstande von Bakterienkulturen benutzt, bei denen das Toxin im Komplex vorlag,
war die Anreicherung Uber die LC-Antikorper sensitiver (M. Skiba (RKI), Daten nicht
dargestellt). Da die Immunoanreicherung tiber die LC der vier BoNTSs nicht differenzierend ist,
ist nur eine Aussage Uber die Aktivitat der leichten Ketten moglich (Aussage 3 B, Abb. 40). Die
Differenzierung mittels Endopep-MS Assay ist exemplarisch an vier verschiedenen
Uberstanden von BoNT-Stammen in Abb. 41 dargestellt. Die vier Stdamme NCTC8548, C6814,
D4947 und Eppendorf produzierten BoNT/C, /CD, /D bzw. /DC. Dies wurde mittels der in
dieser Arbeit etablierten Sets von vier differenzierenden ELISA eindeutig dargestellt (Abb. 41).
Die Analyse der Stdimme nach dem ersten, differenzierenden Endopep-MS-Verfahren (Abb.

41 B) zeigte, dass jeder Stamm funktionell differenziert wurde. NCTC8548 wurde mit dem
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Antikorper HcC2378 gegen Hc/C angereichert und flihrte zur Spaltung des SNAP25-
Peptidsubstrates fur BoNT/C. Es wurden beide Spaltprodukte bei m/z 1060 und 1871 mittels
MS nachgewiesen. Eine Immunoanreicherung mit mAk D967 (gegen Hc/D) war nicht
erfolgreich, es wurde keine Spaltung detektiert. So wurde bestimmt, dass BoNT/C in der
Ldsung vorliegen musste.

Bei dem Stamm C6814, der BoNT/CD produziert, gelang keine Anreicherung mit HcC2378
(gegen HC/C), daher wurde keine Spaltung detektiert. Bei Verwendung des anderen mAk D967
wurde das Toxin in den Endopep-Ansatz Uberfuhrt und das BoONT/C-Substrat gespalten. Aus der
Kombination beider Informationen (Aktivitit C-Typ und Interaktion mit Hc/D Antikdrper)
ergab sich nun der Rickschluss, dass das Toxin vom Typ CD sein musste. Analog wurden
BoNT/D und /DC detektiert (Abb. 41).
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Abb. 41: Differenzierung von clostridialen Kulturliberstanden mittels ELISA und Endopep-MS
Assay

A) Sandwich ELISA zur Differenzierung von vier clostridialen Kulturiiberstdnden: Fir den BoNT/C
ELISA wurden die Antikdrper C394 mit C9-bio, fir BONT/CD C394 mit D967-bio verwendet. BONT/D
wurde mit D63 und D967-bio, BONT/DC mit HcC10S und D63-bio nachgewiesen (analog zu Abb. 39).
Die Kulturiberstinde wurden 1:10 verdunnt eingesetzt. Dargestellt sind die Duplikate eines
représentativen Experiments von drei durchgefiihrten.

B) Endopep-MS Assay: Die Toxine wurden aus Kulturiiberstand jeweils mit einem Antikdrper gegen die
Hc/C- (HcC2378) oder gegen die Hc/D-Doméne (D967) angereichert und in den Endopep-Assay
iberfuhrt. Die Toxine schnitten entweder das BoNT/C-Substrat (C-Sub®, SNAP25-Peptidsubstrat) oder
das BoNT/D-Substrat (D-Sub*, VAMP-2-Peptidsubstrat). Die Spaltprodukte (C-CT, C-NT, D-CT, D-NT)
wurden mittels MALDI nachgewiesen (Durchfiihrung M. Skiba).

Intensit:
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3.5.3 Validierung der Testsysteme zur Differenzierung von
veterinarpathogenen BoNTs
3.5.3.1 BoNT/C, /CD, /D und /DC-haltige Kulturiiberstande

Im ersten Schritt der Validierung wurden Uberstande (US) von isolierten veterinarpathogenen
C. botulinum-Stdmmen mit verschiedenen Techniken analysiert. 39 Bakterienkulturen wurden
mit isolierten Stdmmen oder mit Material aus verschiedenen tiermedizinischen Botulismusfallen
angeimpft. Die neu entwickelten ELISAs (3.5.1) wurden zur Differenzierung der Toxine
verwendet. Dabei wurden eindeutig sechs BoNT/C und zwei BoNT/D Toxintypen detektiert.
Der Grofiteil der Toxine gehorte in die Gruppe der Mosaiktoxine, so wurden 4 BoNT/DC und
27 BoNT/CD Mosaiktypen gefunden. Zeitgleich wurde von Cédric Woudstra (Labor Patrick
Fach, Agence nationale de sécurité sanitaire de [’alimentation, de I’environnement et du travail
ANSES, Maisons-Alfort, Frankreich) eine gPCR zur Bestimmung des Toxintyps auf DNA-
Ebene durchgefiihrt [120, 287]. Diese verblindet durchgefiuhrte Analyse fiihrte zu einer
100%igen Ubereinstimmung der Ergebnisse auf Protein- und DNA-Ebene. Zudem wurde, falls
mdglich, ein Maus Bioassay durchgefiihrt, welcher das Vorhandensein und die Aktivitat von
Toxin anzeigt, aber keine Typisierung erlaubt.

Zur weiteren Bestatigung wurde ein Endopep-MS Assay durchgefiihrt. Hierzu wurde mit den
beiden Antikdrpern gegen die leichten Ketten der Toxine (C394 gegen die LC von BoNT/C und
/CD; D63 gegen die LC von BoNT/D und /DC) angereichert. Die Toxine wurden in den
Endopep-Ansatz mit den beiden artifiziellen Substraten, wie in 2.2.6 und 3.5.2 beschrieben,
uberfiihrt. Der Nachweis der C-und N-terminalen Spaltprodukte erfolgte mittels MS. Bei den
BONT/C- und /CD-haltigen US wurde das BoNT/C-Substrat geschnitten, hier lag also die
leichte Kette mit der enzymatischen Aktivitit vom BoNT/C Typ vor. Analog wurde von
BoNT/D und /DC das BoNT/D-Substrat gespalten.

Tab. 31: Spezifitit der ELISA gegeniiber Uberstanden von Bakterienkulturen

Bezeichnung Ursprung ELISA* gPCR®  MBA® Endopep-MS
(LC Aktivitat)
14-044 Stamm C C + C-Typ
14-045 Stamm C C + C-Typ
14-046 Stamm C C + C-Typ
14-047 Stamm C C + C-Typ
NCTC8548 Stamm C C + C-Typ
12-149-01 Stamm C C n. d. C-Typ
14-048 Geflugel CD CD + C-Typ
14-049 Ente, Abstrich CD CD + C-Typ
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Bezeichnung Ursprung ELISA* gPCR® MBA® Endopep-MS
(LC Aktivitat)®
14-050 Truthahn, Abstrich  CD CD + C-Typ
14-051 Truthahn, Milz CD CD + C-Typ
14-052 Gefllgel CD CD + C-Typ
14-053 unbekannt CD CD + C-Typ
14-054 Huhn CD CD + C-Typ
14-055 Huhn CD CD + C-Typ
14-056 Ente, Fazes CD CD + C-Typ
14-057 Huhn CD CD + C-Typ
14-058 unbekannt CD CD n. d. C-Typ
14-059 Geflugel CD CD n. d. C-Typ
14-060 Geflugel CD CD n. d. C-Typ
14-061 Geflugel CD CD n. d. C-Typ
14-062 Geflugel CD CD + C-Typ
14-063 Geflugel CD CD + C-Typ
14-064 Geflugel CD CD + C-Typ
14-065 Truthahn, Fazes CD CD + C-Typ
14-066 Ente, Fazes CD CD + C-Typ
14-067 Gefllgel CD CD + C-Typ
14-068 Gefligel CD CD + C-Typ
14-069 Ente, Fazes CD CD + C-Typ
14-070 Gefligel CD CD + C-Typ
C6814 Stamm CD CD + C-Typ
14-006-01 Rind CD CD n. d. C-Typ
14-007-01 Rind CD CD n. d. C-Typ
14-008-01 Rind CD CD n. d. C-Typ
14-071 unbekannt D D + D-Typ
D4947 Stamm D D + D-Typ
14-072 Rind, Fazes DC DC + D-Typ
14-073 Rind, Fazes DC DC + D-Typ
14-074 Rind, Fazes DC DC + D-Typ
Eppendorf Stamm DC DC + D-Typ

Die aufgelisteten US wurden mittels ELISA, gPCR, MBA und Endopep-MS Assay untersucht. “BoNT/C,
/CD, /D und /DC ELISA wie in Abb. 39 dargestellt; "qPCR fir Mosaiktypen BoNT/C, /CD, /D und /DC
durchgefiihrt von C. Woudstra (ANSES) nach [120]; © MBA Maus Bioassay durchgefiihrt von M. Dorner
(RKI) oder C. Woudstra (ANSES); ¢ Endopep-MS Assay siehe 3.5.2 und Abb. 40 B; + positiv; n. d. nicht

durchgefiihrt.
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3.5.3.2 Selektivitat gegenuber verwandten Clostridien

Im zweiten Schritt wurde untersucht, ob die neu entwickelten Sandwich ELISA selektiv fir die
veterinarpathogenen Toxine BoNT/C, /CD, /D und /DC sind. Dazu wurden Uberstande
verwandter Clostridien hergestellt und mittels ELISA, gPCR und Maus Bioassay untersucht.
Zunachst wurden US von Clostridium botulinum untersucht, welche die humanpathogenen
Serotypen BONT/A, /B, /E, /F sowie BONT/G exprimierten. Die in der Arbeitsgruppe
durchgefuhrte gPCR nach Kirchner et al. [150] wies das entsprechende bont Gen nach, der
Toxinnachweis gelang tber den Maus Bioassay. Diese US fiihrten alle in den ELISAs fiir
BoNT/C, /CD, /D wund /DC zu negativen Resultaten. Anschlieend wurden die
Bakterienkulturen von verwandten Clostridien analysiert, welche zu den nicht-toxischen
Vertretern und zur Gruppe C. novyi sensu lato gehéren. In diese Gruppe werden C. botulinum
Gruppe 11, C. novyi und C. haemolyticum aufgrund von Ahnlichkeiten auf genetischer und
phanotypischer Ebene zusammengefasst [289]. Hier wurde sowohl im ELISA als auch in der
PCR kein Toxin(gen) nachgewiesen.

Zusammenfassend liel? sich feststellen, dass die ELISA zur Differenzierung von BoNT/C, /CD,
/D und /DC keinerlei Kreuzreaktivitit zu anderen Clostridien-Uberstanden zeigten. Falsch-
positive Proben wurden nicht gefunden.

Tab. 32: Spezifitit der ELISA gegeniiber Uberstanden verwandter Clostridien

Name Spezies ELISA® gPCR’ MBA®
NCTC7272 C. botulinum (Gruppe 1) - A +
NCTC2012 C. botulinum (Gruppe 1) - A +
Chemnitz C. botulinum (Gruppe 1) - A +
Friedrichshain C. botulinum (Gruppe 1) - A +
NCTC7273 C. botulinum (Gruppe 1) - B +
2293 C. botulinum (Gruppe 1) - B +
KL34/08 C. botulinum (Gruppe 1) - B +
Wittenmoor C. botulinum (Gruppe 1) - E +
Beluga C. botulinum (Gruppe 1) - E n. d.
REB1718B C. botulinum (Gruppe 1) - E +
H092.2.01 C. botulinum (Gruppe 1) - E +
NCTC10281 C. botulinum (Gruppe 1) - F +
CECT4615 C. botulinum (Gruppe 1V) - G n. d.
13-119-01 C. baratii - - n. d.
H173852A-01 C. berijerinckii - — n. d.
11-053-20 C. botulinum - - n. d.
Gruppe Il atoxisch
13-028-01 C. butyricum - — n. d.
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Name Spezies ELISA? gPCR® MBA®
13-040-01 C. butyricum - - n. d.
13-118-01 C. bifermentans - - n. d.
14-005-05 C. difficile - - n. d.
12-108-01 C. glycolicum - - n. d.
13-159-02 C. hiranonis - - n. d.
12-109-01 C. innocuum - - n. d.
12-019-01 C. novyi - - n. d.
12-135-05 C. paraputrificum - - n.d.
14-003-01 C. perfringens - - n. d.
13-123-04 C. sartagoforme - — n. d.
12-007 C. scidens - - n. d.
09-038 C. septicum - — n. d.
13-039-01 C. sordellii - - n. d.
DSM1734 C. sporogenes - - n. d.
13-151-02 C. tertium - - n. d.
14-081-01 C. subterminale - - n. d.
3642 C. tetani - - n. d.

Die aufgelisteten US wurden mittels ELISA, gPCR und MBA untersucht.

*BoNT/C, /CD, /D und /DC ELISA wie in Abb. 39 dargestellt; "qPCR fiir Serotypen BoNT/A, /B, /E und
/F durchgefihrt von M. Dorner (RKI) nach [150];° Maus Bioassay durchgefiihrt von M. Dorner (RKI);
+ positiv, — negativ; n. d. nicht durchgefihrt.

3.5.3.3 Untersuchungen von primarem Anzuchtmaterial
Bisher wurden mit den neu generierten Sandwich ELISA und Endopep-MS Assay

Kulturtiberstande von isolierten Stimmen untersucht. In einem letzten Schritt der Validierung
wurden Uberstande von primarem Anzuchtmaterial untersucht. Lag ein Verdacht auf
Botulismus im Tierreich vor, wurden Gewebematerial oder Abstriche in eine anaerobe Kultur
Uberfuihrt. Hierbei wurden neben Clostridien auch andere Bakterien, die unter anaeroben
Bedingungen wachsen, vermehrt. Im Vergleich zu den vorher analysierten Ubersténden von
isolierten Einzelkulturen lag in den Mischkulturen eine komplexe Zusammensetzung von
Proteinen und Stoffwechselprodukten vor.

23 Uberstinde von Botulismusfillen aus Europa wurde mit den Sandwich ELISAs aus Abb. 39
analysiert. Dabei wurden in 21 Fallen BONT/CD detektiert, alle diese Kulturen stammten von
betroffenen VVogeln. In den beiden Kulturen, die aus Fézes von Rindern gewonnen wurden,
wurde BoNT/DC gefunden (Tab. 33). Zeitgleich wurde, wie in Tab. 31, von Cédric Woudstra
und Patrick Fach eine qPCR zur Bestimmung des Toxintyps auf DNA-Ebene durchgefiihrt. Hier
zeigte sich ebenfalls eine 100%ige Ubereinstimmung. Der Endopep-MS Assay wurde zur

Bestatigung der Aktivitét der leichten Ketten der Toxine eingesetzt. Nach Anreicherung mit den
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Antikorpern C394 und D63 fur die leichten Ketten wurde 21mal BoNT/C-Typ Aktivitat
gefunden, in zwei Fallen wurde das BoNT/D-Substrat gespalten. Diese Resultate decken sich
mit den zuvor erwahnten aus ELISA und gPCR.

Die neu entwickelten ELISA waren in der Lage, in primdrem Anzuchtmaterial spezifisch die
gesuchten Toxine zu detektieren. Ko-Kontaminationen mit anderen Bakterien und deren
Stoffwechselprodukten fiihrten nicht zu Stérungen des Systems. Bei der Differenzierung dieser
veterindren Botulismusfalle aus Europa wurden BoNT/CD und /DC gefunden, aber nicht
BoNT/C und /D. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Woudstra et al. [120], dass die

dominanten Toxinformen in Europa die Mosaiktoxine sind.

Tab. 33: Spezifitat der ELISA gegenuber priméren Bakterienkulturen

Bezeichnung Quelle der ELISA* gPCR’ Endopep-MS
anaeroben Kultur (LC Aktivitat)°
14-220 Ente, Abstrich CD CD C-Typ
14-221 Truthahn, Milz CD CD C-Typ
14-222 Huhn, Darm CD CD C-Typ
14-223 Truthahn, Leber CD CD C-Typ
14-225 Huhn, Fézes CD CD C-Typ
14-226 Huhn CD CD C-Typ
14-228 Huhn CD CD C-Typ
14-229 Ente, Fazes CD CD C-Typ
14-230 Huhn CD CD C-Typ
14-231 Huhn, Fazes CD CD C-Typ
14-232 Huhn, Fazes CD CD C-Typ
14-233 Huhn CD CD C-Typ
14-234 Huhn CD CD C-Typ
14-235 Huhn CD CD C-Typ
14-236 Perlhuhn, Féazes CD CD C-Typ
14-237 Ente, Fézes CD CD C-Typ
14-238 Truthahn CD CD C-Typ
14-240 Huhn CD CD C-Typ
14-241 Huhn CD CD C-Typ
14-242 Huhn CD CD C-Typ
14-243 Ente, Fézes CD CD C-Typ
14-224 Rind, Fazes DC DC D-Typ
14-239 Rind, Fazes DC DC D-Typ

Die aufgelisteten US wurden mittels ELISA, gPCR und Endopep-MS Assay untersucht. *“BoNT/C, /CD,
/D und /DC ELISA wie in Abb. 39 dargestellt; °qPCR fiir Mosaiktypen BoNT/C, /CD, /D und DC
durchgefiihrt von C. Woudstra (ANSES) nach [120]; ‘Endopep-MS durchgefiihrt von M. Skiba (RKI)
siehe 3.5.2 und Abb. 40 B.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die ELISA zur Differenzierung von BoNT/C, /CD, /D

und /DC sehr sensitiv und héchst selektiv sind. Es wurden sowohl Uberstdnde von isolierten
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Stammen als auch Uberstande von primarem Anzuchtmaterial erfolgreich analysiert. Zudem
gab es keine Kreuzreaktivitdit zu anderen Clostridien. Die ELISA ergaben 100 %
Ubereinstimmung mit anderen Methoden auf genetischer (PCR) und auf funktionaler Ebene
(Endopep-MS Assay).
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3.6  Applikationsbeispiel: Vor-Ort-Detektion mittels pTD

Um ein Multiplex-Detektionssystem zum Vor-Ort-Nachweis von SEA, BoNT/C, /D, /E und
Abrin-a zu entwickeln, wurden die generierten Antikorper aus den Kapiteln 3.1-3.4 in die pTD
Plattform implementiert (siehe 1.2.2). Das pTD Nachweissystem, ein elektrischer Biochip,
basiert auf dem gleichen Prinzip wie ein Sandwich ELISA. Auf einer beschichteten
Goldelektrode mit 16 Positionen werden Féangerantikdrper immobilisiert. Danach wird Uber ein
Fluidiksystem die Probe automatisiert in die Reaktionskammer gepumpt. AnschlieBend wird ein
biotinylierter Detektionsantikdrper (bzw. mehrere als Mischung) injiziert, welcher spezifisch
das Toxin erkennt. Zur Detektion wird Streptavidin-gekoppelte B-Galaktosidase benutzt, welche
vom Substrat 4-Aminophenyl--D-Galactopyranosid die redox-aktive Gruppe 4-Aminophenol
abspaltet (siehe Abb. 11). 4-Aminophenol durchlduft einen Redoxzyklus mit Chinonimin und
tibertragt dabei Elektronen. Der induzierte Elektrodentransfer ist direkt proportional zur Menge
des gebundenen Enzyms und damit der Menge des gebundenen Toxins. Als Messgrofie wird der
Anstieg des Stromflusses pro Zeiteinheit gemessen. Dies wird referenziert auf die Positiv- und
Negativkontrollen, welche zusétzlich auf dem Chip integriert sind (siehe 2.2.8.2.). Dieser
miniaturisierte Biochip erlaubt durch die automatisierte Durchfiihrung einen simultanen und

schnellen Nachweis verschiedener Toxine vor Ort.

3.6.1 Einzelnachweise der Toxine

Im ersten Schritt der Entwicklung des pTD Systems wurden die Toxine separat voneinander
untersucht. Dazu wurden insgesamt drei Chipchargen mit Antikérpern Uber Thiol-Gold
Interaktionen und hydrophobe Adsorption gespottet (je 0,5 mg/ml, durchgefuhrt von Analytik
Jena). Es wurden jeweils geeignete Ak fiir ein bis zwei Toxine pro Charge immobilisiert und
gegen ein Spektrum vorhandener Detektionsantikdrper getestet. Die beste Kombination wurde
daraufhin fir die Multiplex-Detektion zur simultanen Detektion von SEA, BoNT/C, /D, /E und

Abrin-a ausgewabhlt.

3.6.1.1 Detektion von SEA

Fur die Detektion von SEA standen insgesamt drei monoklonale Antikdrper zur Verfiigung:
SEA165, SEA388 und SEA2353. Diese wurden in drei Duplikaten auf einem Chip
immobilisiert, zusatzlich wurden Antikdrper gegen BONT/E auf den freien Positionen
immobilisiert (Biochip 1, siehe 9.2.1). In Tab. 34 werden die in diesen Vorversuchen getesteten
Kombinationen vorgestellt. Im ELISA hatte sich die Kombination SEA165 mit einer Mischung
von SEA2353 und SEA388 als sensitivste Variante herausgestellt. Im pTD System wurde
bestétigt, dass ein Einsatz aller drei Antikorper am sensitivsten zur Detektion von SEA geeignet
war. Die Orientierung dieses Sandwiches im pTD spielte keine Rolle. Da bei der Kombination
SEA388/SEA2353 als Fangerantikorper und SEA165-bio nur ein Antikorper fur den
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Detektionsmischung verwendet werden musste, wurde die in Tab. 34 hervorgehobene
Kombination fir Multiplex-Versuche ausgewahlt. Die mAk SEA388 und SEA2353 wurden fir
das Spotting zu gleichen Teilen gemischt (je 0,25 mg/ml). Je weniger Antikorper in der
Detektionsmischung fiir die Multiplex-Versuche vorhanden sind, desto geringer ist die Gefahr

der Kreuzreaktivitat.

Tab. 34: pTD Vorversuche zur SEA Detektion

Ak auf Chip SEA165-bio SEA388-bio SEA388-bio/
SEA2353-bio

SEA165 - ++ +++

SEA388 ++ - ++

SEA2353 ++ ++ ++

SEA388/SEA2353 +++ n. d. n. d.

Verschiedene Kombinationen von anti-SEA mAk wurden hinsichtlich Sensitivitdt im pTD System
untersucht. Die Signalintensititen werden auf einer relativen Skala angegeben, bezogen auf die jeweilige
Antikodrper-Kombination mit der hdchsten Signalstarke. +++ bedeutet mehr als 75 % relative
Signalintensitat, ++ 75-50 % relative Signalintensitét. - entspricht weniger als 10 % Reaktivitat; n. d.
nicht durchgefiihrt.

Die Sensitivitat der ausgewahlten Kombination wurde in weiteren Versuchen analysiert. Dazu
wurde die Antikorpermischung SEA388/SEA2353 zu gleichen Teilen auf zwei Spots
immobilisiert. Auf den Chips waren neben den anderen Toxin-Spots je drei Positiv- und drei
Negativkontrollen enthalten (Layout Biochip 8, 9.2.7). Als Detektionsantikdrper wurde
ausschlieBlich SEA165-bio in einer Konzentration von 5 pg/ml benutzt.

Abb. 42 zeigt eine Verdlnnungsreihe von SEA zum Einzeltoxinnachweis, gemessen mit dem
pTD System und Biochip 8. Aufgetragen wurden jeweils die normalisierten Werte in % (Anorm)
von zwei Messungen (mit je zwei technischen Replikaten). Die Schwelle zur Bestimmung des
Detektionslimits wurde berechnet aus dem Mittelwert der Signale der toxinpezifischen
Positionen bei Verwendung einer Leerprobe zuzlglich dreifacher Standardabweichung. Damit
wurde das Risiko fiir falsch-positive Messungen minimiert, bei gleichzeitig hoher Sensitivitat.
Bei SEA ergab sich einen Schwellenwert von 2 % A.om (gestrichelte Linie). Das Verfahren

wurde fir die anderen Toxine im Einzelnachweis analog durchgefihrt.
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3 Ong/ml
1504 3 0,25 ng/ml
& 0,5 ng/ml
@ 1ng/ml

=3 2,5ng/ml
&3 5ng/ml

504 @@ 10 ng/ml
@8 25ng/ml

1004

normalisierte Werte [%]

SEA

Abb. 42: Einzelnachweis von SEA

Auf dem Biochip 8 wurde eine Konzentrationsreihe von SEA gemessen. Als Fangerantikorper wurde eine
Mischung von SEA388 und SEA2353 verwendet. SEA165-bio (5 pg/ml) wurde als Detektionsantikdrper
eingesetzt. Alle Werte wurden aus zwei unabhdngigen Messungen bestimmt (insgesamt vier Elektroden)
und mit SD aufgetragen.

Eine Konzentration von 0,25 ng/ml SEA wurde nachgewiesen, alle vier Messpunkte lagen tber
dem Schwellenwert von 2 % normalisierten Werten. Mit steigender Konzentration erhéhte sich
das Signal deutlich.

3.6.1.2 Detektion von BoONT/E

Fur die Detektion von BoNT/E standen sowohl mono- als auch polyklonale Antikorper zur
Verfligung. Als Fangerantikorper wurde KE97 ebenso wie die mAk E136, E163, E173 und
E1346 getestet (Tab. 35). Die vier erstgenannten Antikérper wurden zusammen mit den
Antikorpern gegen SEA auf einem Chip immobilisiert (Layout Biochip 1, siehe 9.2.1). Der
mAk E1346 wurde auf einem spéteren Chip untersucht (Biochip 3, 9.2.3). E173 und E1346
konnten aufgrund ihrer geringen Affinitat schlecht als Fangerantikorper benutzt werden. E163
war aufgrund seiner Monospezifitat flir BoNT/E3 nicht geeignet. Die weiteren monoklonalen
Antikorper waren bedingt auf dem pTD Chip einsetzbar. Wie die Vorversuche zur ELISA
Detektion zeigten, waren E1447, E3128, E3194 und E3226 nicht als Fangerantikorper geeignet.
Der monoklonale Ak E136 zeigte als Fé&ngerantikorper die hochste Signalstarke. KE97 aus
Kaninchen konnte vermutlich nicht mit konstanter Qualitdt auf dem Biochip immobilisiert
werden, hatte aber eine breite Erkennung der Subtypen. Daher wurde dieser als
Detektionsantikorper ausgewahlt. Die weiteren monoklonalen Detektionsantikdrper, die zum
Ende der Doktorarbeit enstanden, zeigten eine sehr hohe Nachweisgrenze mit E136 als
Fangerantikdrper und waren nicht fur einen sensitiven Nachweis geeignet. E1447-bio mit KE97
als Fanger war &hnlich gut wie die ausgewéhlte Kombination, mit dem Nachteil der unsteten

Immobilisierung von KE97.
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Tab. 35: pTD Vorversuche zur BONT/E Detektion

Ak auf E136-bio  E163-bio  E173-bio KE97-bio E3128- E1447-

Chip bio bio
E136 - ++ - +++ + +

E163 ++ - - ++ n.d. n.d.
E173 + + - + n.d. n. d.
E1346 + n.d. n. d. - n. d. n. d.
KE97 ++ ++ + ++ n. d. +++

Verschiedene Kombinationen von anti-BoNT/E mAK wurden hinsichtlich Sensitivitdt im pTD System
untersucht. Die Signalintensitaten werden auf einer relativen Skala angegeben, bezogen auf die jeweilige
Antikoérper-Kombination mit der hochsten Signalstarke. +++ bedeutet mehr als 75 % relative
Signalintensitét, ++ 75-50 % relative Signalintensitit. + entspricht 10-50 % relative Signalintensitat, -
entspricht weniger als 10 % Reaktivitét; n. d. nicht durchgefuhrt.

Die Sensitivitat der ausgewéhlten Kombination (fett markiert in Tab. 35) wurde in weiteren
Versuchen getestet. Dazu wurde eine Konzentrationsreine von BoNT/E (BoNT/E3 von
Metabiologics) mit dem pTD System in Doppelbestimmung vermessen. Der finale Biochip 8
mit dem Fangerantikorper E136 wurde in einer Bestimmung des Einzeltoxinnachweises von
BoNT/E und dem einzelnen Detektionsantikérper KE97-bio verwendet (Abb. 43). Aufgetragen
sind jeweils die normalisierten Mittelwerte von zwei Messungen (je zwei technische Replikate).
Die Schwelle zur Bestimmung des Detektionslimits (Mittelwert des positionsspezifischen
Leerwerts zuzliglich dreifacher Standardabweichung) wurde fiir BONT/E auf 1 % normalisierten
Werte (gestrichelte Linie) festgesetzt. Bei Einsatz von 10 ng/ml wurde dieser Schwellenwert bei

allen Elektroden Uberschritten.

807 3 0 ng/ml
3 10 ng/ml
601 @ 17,5 ng/ml
B 25 ng/ml

404 23 50 ng/ml

2 100 ng/ml
@@ 250 ng/ml

201

normalisierte Werte [%]

BoNT/E

Abb. 43: Einzelnachweis von BoNT/E

Auf dem Biochip 8 wurde eine Konzentrationsreihe von BoNT/E gemessen. Als Fangerantikdrper wurde
E136 verwendet. KE97-bio (10 pg/ml) wurde als Detektionsantikdrper eingesetzt. Alle Werte wurden aus
zwei unabhangigen Messungen bestimmt (insgesamt vier Elektroden) und mit SD aufgetragen.
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3.6.1.3 Detektion von BoONT/C

Durch Vorarbeiten und in dieser Arbeit neu beschriebenen Antikdrpern konnte ein
umfangreiches Spektrum an Antikorpern fiir den optimalen Einsatz im pTD System untersucht
werden. Zum einen wurde ein polyklonaler Hiihnchen-Antikérper (HCD115), zum anderen
wurden monoklonale Antikorper gegen die leichte oder schwere Kette von BoNT/C auf den
Chips immobilisiert. Zudem wurden auf der gleichen Chipcharge Antikdérper gegen BoNT/D
gespottet (Layout Biochip 2, siehe 9.2.2). In Tab. 36 werden alle Kombinationen zur Detektion
des Volllangen-Toxins dargestellt. Es wurde festgestellt, dass der polyklonale HCD115
Antikorper nicht zur Immobilisierung geeignet war, weil sich erst bei hohen Konzentrationen
positive Signale ergaben. Die beiden mAk gegen die leichte Kette (C394 und C1916) zeigten
gute Signale mit dem Detektionsantikdrper C9-bio, einem mAk gegen die Hc/C-Doméne. Der
zweite Detektionsantikérper gegen die schwere Kette, C1352-bio, war weniger sensitiv.
Untersuchte man die Kombinationen in umgekehrter Orientierung, d. h. der anti-LC/C
Antikoérper C394 wurde als Detektionsantikorper verwendet, ergaben sich vergleichbare

Sensitivitaten.

Tab. 36: pTD Vorversuche zur BoNT/C Detektion

Ak auf Chip C9-bio C1352-bio C394-bio
HCD115 - - -

C394 +++ + -

C1352 + - ++

C1916 +++ + ++

C9 - ++ +++

Verschiedene Kombinationen von anti-BoNT/C Ak wurden hinsichtlich Sensitivitdt im pTD System
untersucht. Die Signalintensitaten werden auf einer relativen Skala angegeben, bezogen auf die jeweilige
Antikorper-Kombination mit der hdchsten Signalstarke. +++ bedeutet mehr als 75 % relative
Signalintensitat, ++ 75-50 % relative Signalintensitat. + entspricht 10-50 % relative
Signalintensitét, - entspricht weniger als 10 % Reaktivitét.

Fur die Detektion von BoNT/C im Einzel- und Multiplex-Nachweis wurden die Antikorper
nach strategischen Gesichtspunkten ausgewahlt, weil die experimentell ermittelte Sensitivitat
der Ak-Kombinationen fast identisch war. Da neben BoNT/C die Mosaiktoxine /CD, /DC und
BoNT/D existieren (siehe Einleitung 1.1.2, Abb. 5 und 3.5), war es sinnvoll, Antikérper gegen
die LC von BoNT/C und /D zu immobilisieren. In der LC liegt die enzymatische Aktivitat der
BoNTs, welche die Serotypen unterscheiden. Um eine Entscheidung fiir C-Typ-Aktivitat oder
D-Typ-Aktivitdt treffen zu konnen, wurden daher die Antikérper C394 und D63 auf
verschiedenen Spots immobilisiert. Der Einzeltoxinnachweis wurde mit den biotinylierten
mAks C9-bio (fett markiert in Tab. 36) und HcC2378-bio durchgefuhrt. Diese Mischung
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erlaubte eine sensitive Detektion von BoNT/C und gleichzeitig die Mdglichkeit des Nachweises

von BoNT/DC (durch Kombination mit dem anderen mAk D63, vergleiche Abb. 32 und 3.5).

Der Einzeltoxinnachweis von BoNT/C wurde mit dem gespotteten mAk C394 und einer
Mischung der biotinylierten mAk C9-bio und HcC2378-bio durchgefiihrt (Abb. 44). Dazu
wurde eine Verdinnungsreihe von BoNT/C auf dem finalen Biochip 8 gemessen. Aufgetragen
sind jeweils die normalisierten Mittelwerte von zwei Messungen. Die Schwelle zur Bestimmung
des Detektionslimits (Mittelwert des positionsspezifischen Leerwerts zuzuglich dreifacher
Standardabweichung) lag fur BoNT/C bei 2,5 % Anorm (gestrichelte Linie). 5 ng/ml BoNT/C

wurden sicher nachgewiesen. Im Gegensatz dazu lagen 2,5 ng/ml unterhalb des
Schwellenwertes.

1007 3 0 ng/ml
80- = 2,5ng/ml
B 5ng/ml
604 EH 10 ng/ml
= 25ng/ml
404 @ 50 ng/ml
@@ 100 ng/ml
@ 200 ng/ml

201

normalisierte Werte [%]

BoNT/C

Abb. 44: Einzelnachweis von BoNT/C

Auf dem Biochip 8 wurde eine Konzentrationsreihe von BoONT/C gemessen. Als Fangerantikorper wurde
C394 verwendet. Eine Mischung von C9-bio und HcC2378-bio (je 10 pg/ml) wurde als
Detektionsantikorper eingesetzt. Alle Werte wurden aus zwei unabhé&ngigen Messungen bestimmt
(insgesamt vier Elektroden) und mit SD aufgetragen.
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3.6.1.4 Detektion von BoNT/D

BoNT/D wurde mit zwei in der Arbeitsgruppe vorhandenen monoklonalen Antik6rpern
detektiert. Das Epitop von D63 lag in der leichten Kette, das von D967 in der Hc/D-Doméne.
Auf dem Chiplayout (Biochip 2, 9.2.2) wurden beide mAks immobilisiert und gegeneinander
getestet. Die Orientierung D63 als Fénger- und D967 als Detektionsantikbrper war am
sensitivsten (Tab. 37, fett markiert).

Tab. 37: pTD Vorversuche zur BoNT/D Detektion

Ak auf Chip D63-bio D967-bio
D63 - -+
D967 4 -

Anti-BoNT/D mAk wurden hinsichtlich Sensitivitdt im pTD System untersucht. Die Signalintensitéten
werden auf einer relativen Skala angegeben, bezogen auf die jeweilige Antikdrper-Kombination mit der
hochsten Signalstarke. +++ bedeutet mehr als 75 % relative Signalintensitat, ++ 75-50 % relative
Signalintensitét. - entspricht weniger als 10 % Reaktivitat.

Diese Variante wurde fur den folgenden Einzeltoxinnachweis mit dem finalen Biochip 8
eingesetzt (Abb. 45). Hierzu wurde eine Verdinnungsreihe von BoNT/D mit dem pTD in
Doppelbestimmung (vier Elektroden) vermessen. Als Fangerantikérper wurde D63 und als
Detektionsantikérper D967-bio verwendet. Die Schwelle fiir eine als positiv gewertete Messung
(Mittelwert des positionsspezifischen Leerwerts zuzlglich dreifacher Standardabweichung) lag
bei 1 % normalisierten Werten (gestrichelte Linie). Die Nachweisgrenze lag bei 2,5 ng/mi
BoNT/D. 1 ng/ml wurde nicht sicher bestimmt.

607 3 0ng/ml
= 1ng/ml
B3 2,5ng/ml
1 @8 5ng/ml

3 10 ng/ml
= 25 ng/ml
1 88 50 ng/ml

oy
o

N
o

normalisierte Werte [%]

o
M

BoNT/D

Abb. 45: Einzelnachweis von BoNT/D

Auf dem Biochip 8 wurde eine Konzentrationsreihe von BoNT/D gemessen. Als Fangerantikorper wurde
D63 verwendet. D967-bio (10 pug/ml) wurde als Detektionsantikorper eingesetzt. Alle Werte wurden aus
zwei unabhdngigen Messungen bestimmt (insgesamt vier Elektroden) und mit SD aufgetragen.
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3.6.1.5 Detektion von Abrin

Zur Detektion von Abrin wurden zwei verschiedene Untersuchungen durchgefihrt. Im ersten
Schritt wurde Abrin Rohextrakt eingesetzt, im zweiten Schritt wurde Abrin-a detektiert. Da der
Antikorper AP3202 erst gegen Ende der Doktorarbeit isoliert wurde, wurden Vorversuche zur
Detektion von Abrin Rohextrakt mit den bereits vorhandenen Antikérpern durchgefiihrt. Auf
den Chips (siehe Biochip 4, 9.2.4) wurden daher die mAk AP10, AP267, AP476, AP406 und
AP430 und der polyklonale Antikorper KAP142 aus Kaninchen immobilisiert (Tab. 38).
Zusatzlich wurde Asialofetuin (ASF) auf den Chips gespottet. So konnte ein ELLA-Format auf
den pTD Chips durchgefiihrt und mit dem Sandwich ELISA-Format verglichen werden.

Die mAk AP10, AP267 und AP476 waren mit allen getesteten Detektionsantikdrpern nicht gut
als Féangerantikdrper geeignet. Mit diesen wurde Abrin Rohextrakt nur in hohen
Konzentrationen (50 ng/ml und hoher) nachgewiesen. Die beste Reaktivitdt der ersten
untersuchten Kombinationen zeigte AP406 mit KAP142-bio.

Durch die Isolierung des Antikdérpers AP3202 wurde die Detektion deutlich verbessert. Es war
ein sensitiver Nachweis von gereinigten Abrin-a im einstelligen ng/ml-Bereich in Verbindung
mit AP406 und AP430 mdglich. Mit AP430 und AP3202-bio wurde das geringste
Detektionslimit erreicht (fett markierte Kombination in Tab. 38).

Das ELLA-Format wurde ebenfalls erfolgreich auf die pTD Plattform Ubertragen. Mit den
Detektionsantikérpern AP476-bio (gegen Abrus Agglutinin) und AP3202-bio (gegen Abrin-a)
wurden gute Signale erzielt. Die Nachweisgrenze lag um ca. einen Faktor 5 héher als die mAk-

mAk-Kombination (Daten nicht dargestellt).

Tab. 38: pTD Vorversuche zur Abrin Rohextrakt und Abrin-a Detektion

Ak auf AP430-  KAP142-  AP476-  AP406- AP267-  AP3202-
Chip bio bio bio bio bio bio*
AP10 - - - - - -

AP267 - + - . . +

AP476 - + - - - -

AP406 + ++ - - + +++
AP430 - ++ - + + +++
KAP142 + + ++ + + +

ASF - + ++ - + ++

Verschiedene Kombinationen von anti-Abrin Antikérpern sowie Asialofetuin (ASF) wurden hinsichtlich
Sensitivitdt im pTD System untersucht. Die Signalintensitdten werden auf einer relativen Skala
angegeben, bezogen auf die jeweilige Antikorper-Kombination mit der hdchsten Signalstarke. +++
bedeutet mehr als 75 % relative Signalintensitét, ++ 75-50 % relative Signalintensitat. + entspricht 10-
50 % relative Signalintensitat, - entspricht weniger als 10 % Reaktivitat. ‘diese Versuche wurden mit
Abrin-a durchgefhrt.
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AP430 als Fangerantikdrper mit dem einzelnen Detektor AP3202-bio wurde daher fiir die sich
anschlieBenden Versuche zum Einzeltoxinnachweis eingesetzt. Eine Verdunnungsreihe von
Abrin-a wurde mit dem pTD System auf dem finalen Biochip 8 vermessen (Abb. 46).
Aufgetragen sind jeweils die normalisierten Mittelwerte von zwei Messungen mit
Standardabweichung. Die Schwelle zur Bestimmung des Detektionslimits (Mittelwert des
positionsspezifischen Leerwerts zuzlglich dreifacher Standardabweichung) wurde fir Abrin auf

2,5 % Anorm festgesetzt (gestrichelte Linie).1 ng/ml Abrin-a wurde damit sicher nachgewiesen.

1007 =3 0 ng/ml
80- = 1ng/ml
B3 2,5 ng/ml
604 @8 5ng/ml

3 10 ng/ml
404 @3 25 ng/ml
@@ 50 ng/ml

201

normalisierte Werte [%]

Abb. 46: Einzelnachweis von Abrin-a

Auf dem Biochip 8 wurde eine Konzentrationsreihe von Abrin-a gemessen. Als Fangerantikérper wurde
AP430 verwendet. AP3202-bio (10 pg/ml) wurde als Detektionsantikdrper eingesetzt. Alle Werte wurden
aus zwei unabhangigen Messungen bestimmt (insgesamt vier Elektroden) und mit SD aufgetragen.

Ein sensitiver Nachweis lasst sich fir alle flnf untersuchten Toxine etablieren (Tab. 39). Das
Detektionslimit lag fiir alle einzeln untersuchten Analyten im unteren ng/ml-Bereich. Der

Hintergrund bei 0ng/ml Toxin auf allen Positionen des finalen Biochips 8 war zu
vernachlassigen.

Tab. 39: Uberblick Einzeltoxin-Nachweis

Toxin Fanger-Ak Detektor-Ak LOD Schwellen-
[ng/ml] wert Anorm
SEA SEA388/SEA2353  SEA165-bio 0,25 2%
BoNT/E E136 KE97-bio 10 1%
BoNT/C C394 HcC2378-bio/C9-bio 5 2,5%
BoNT/D D63 D967-bio 2,5 1%
Abrin-a AP430 AP3202-bio 1 2,5%
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3.6.2 Multiplex-Nachweis der funf Toxine

Im vorherigen Kapitel wurden jeweils einzelne Toxine auf einem Multiplex-Chip
nachgewiesen. Dazu wurde immer exklusiv der passende biotinylierte Antikdrper zu einem
Analyten eingesetzt. In dem nun folgenden Kapitel werden Multiplex-Versuche durchgefuhrt.
Dabei wurde ein zweistufiges Verfahren angewandt: Zundchst wurden die Toxine einzeln mit
einer Mischung aller biotinylierten Antikorpern nachgewiesen (3.6.2.1), im zweiten Schritt
(3.6.2.2) wurden alle Toxine gleichzeitig mit einer Mischung aller biotinylierten Antikdrpern

Vvermessen.

3.6.2.1 Untersuchungen der einzelnen Toxine

Die oben evaluierten Sandwich-Paar-Kombinationen zur Einzeldetektion von SEA, Abrin,
BoNT/C /D und /E wurden fiir Multiplex-Versuche eingesetzt. In Vorversuchen wurden die
ausgewahlten Antikorper auf erste Multiplex-Chips gespottet. Dabei wurden beide
Orientierungen getestet, d. h. jeder Antikorper wurde als Fanger- und als Detektionsantikdérper
verwendet. Die entstandenen Chips mit dem Layout Biochip 6 und 7 (siehe 9.2.6) dienten der
ersten Untersuchung auf Kreuzreaktivitaten. Zudem wurde die optimale Orientierung des
Sandwich ELISA-Paares untersucht sowie die Frage, ob Antikdrper-Kombinationen zu falsch-
positiven Signalen fiihrten. Es zeigte sich keine Verdnderung im Vergleich zum
Einzeltoxinnachweis (3.6.1). Alle Orientierungen der Antikorper wurden (bernommen, es
mussten keine Fanger- und Detektionsantikdrper getauscht werden. Kreuzreaktivitaten der
Antikérper untereinander waren in diesen Vorversuchen zu vernachldssigen und lagen unter
dem Schwellenwert von 3 % normalisierten Werten.

Mit dem entwickelten finalen Multiplex-Chip (Layout Biochip 8, siehe 9.2.7) wurden
umfangreiche Testungen der einzelnen Toxine durchgefiihrt. Die Féngerantikdrper wurden wie
in Kapitel 3.6.1 beschrieben auf dem Chip immobilisiert. Dazu wurden die biotinylierten
Antikorper wie in Tab. 40 angegeben vermischt und als Detektionsmischung verwendet. Der
Schwellenwert wurde fir alle Toxine auf 3 % normalisierte Werte festgesetzt. Dieser ergab sich
aus der Mittlung aller Signale zuziglicher der dreifachen Standardabweichung beim Einsatz von
Pufferproben (n=10).

Tab. 40: Antikorper-Einsatz fur den Multiplex-Toxinnachweis mit dem pTD System

Toxin Fanger-Ak Konz Detektor-Ak Konz.
[mg/ml] Mischung [ng/mi]
SEA SEA388/SEA2353 je 0,25 SEA165-bio 5
BoNT/E E136 0,5 KE97-bio 10
BoNT/C C394 0,5 HcC2378-bio/C9-bio  je 10
BoNT/D D63 0,5 D967-bio 10
Abrin-a AP430 0,5 AP3202-bio 10
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Es wurde eine Standardreihe aller Toxine in Duplikaten vermessen (Abb. 47). Die Antigene
SEA, Abrin-a, BoNT/C, /D und /E wurden einzeln in jeweils einer Konzentrationsreihe
eingesetzt. Zudem wurde die Kreuzreaktivitat auf nicht dem jeweiligen Toxin zugehdrigen
Spots beobachtet. Dabei zeigten sich selbst bei hohen Konzentrationen keine erhéhten Signale
auf anderen Elektroden. Mit den Kombinationen der Antikorper wurde das jeweilige Toxin
spezifisch detektiert. Kreuzreaktivitaten waren nicht zu beobachten. Signale bei einzelnen, nicht
zugehdrigen Elektroden waren auf UnregelmaBigkeiten im Stromverlauf (d. h. fehlerhafte
Biochips) zurtckzufiihren. Im Vergleich zur Einzeltoxindetektion ergab sich bei Einsatz aller
Detektionsantikdrper eine leichte Verschlechterung des Detektionslimits mit Ausnahme von
Abrin-a. Aufgrund des héheren Schwellenwertes von 3 % Anom Wurden héhere Signale und
damit hdhere Konzentrationen benétigt, damit ein positiver Nachweis erbracht wurde (Tab. 41).
Bei SEA, BoNT/E, /C und /D wurde das LOD um etwa Faktor 2 erhoht.

In Abb. 48 ist die Messung der einzelnen Elektroden im Einzeltoxinnachweis (ein Antigen, ein
Detektions-Ak) schwarz, der Multiplex-Nachweis (ein Antigen, alle Detektions-Ak) rot
dargestellt. Jeder Punkt steht fir den Messwert einer Einzelelektrode, die gestrichelte Linie zeigt
den Schwellenwert bei 3 % normalisierten Werte fir den Multiplex-Nachweis an. Die
Kurvenverlaufe und die Signalintensitdten der Konzentrationsreihen der einzelnen Toxine
waren vergleichbar. Aufgrund des hoheren Schwellenwerts verschob sich jedoch das
Detektionslimit im Vergleich zum Einzeltoxinnachweis um bis zu einen Faktor 2 (vergleiche
Tab. 39 und Tab. 41).

Tab. 41: Uberblick: Multiplex-Nachweis

Toxin Fanger-Ak Detektor-Ak Gemisch LOD Schwellen-
[ng/ml] wert Anorm

SEA SEA388/SEA2353 0,5 3%
Mischung aus SEA165-

BoNT/E E136 17,5 3%
bio, HcC2378-bio, C9-

BoNT/C C394 10 3%
bio, D967-bio, KE97-bio,

BoNT/D D63 ] 5 3%
AP3202-bio

Abrin-a AP430 1 3%
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Abb. 47: Multiplex-Nachweis aller fiinf Toxine einzeln
Die Féngerantikorper SEA388/SEA2353, E136, C394, D63 bzw. AP430 (Biochip 8) wurden zur
Detektion einer Verdiinnungsreihe von SEA, BoNT/E, /C, /D und Abrin-a (jeweils von links nach rechts,
von oben nach unten) im pTD System verwendet. Zur Detektion wurde eine Mischung der
Detektionsantikdrper SEA165-bio, KE97-bio, C9-bio, HcC2378-bio, D967-bio bzw. AP3202-bio
eingesetzt. Mittelwerte der Doppelbestimmung mit SD fur alle Spots wurden abgebildet.
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Abb. 48: Vergleich der Messung der einzelnen Analyten mit einem bzw. allen Detektions-Ak
Die Féangerantikorper SEA388/SEA2353, E136, C394, D63 bzw. AP430 wurden zur Detektion einer

Verdiinnungsreihe von SEA, BoNT/E, /C, /D und Abrin-a (jeweils von links nach rechts, von oben nach
unten) verwendet. Als biotinylierte Detektionsantikérper wurde jeweils einzeln SEA165-bio, KE97-bio,
C9/HcC2378-bio, D967-bio oder AP3202-bio (schwarze Kreise) eingesetzt. Die Multiplex-Messwerte
(rot) entstanden durch den Einsatz einer Mischung aller Detektionsantikorper, wie in Tab. 40 angegeben.
Gestrichelt wurde der Schwellenwert von 3 % norm. Werte fiir den Multiplex-Nachweis eingezeichnet.
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3.6.2.2 Gleichzeitige Untersuchungen aller Toxine

Im zweiten Teil der Multiplex-Untersuchungen wurden alle Toxine simultan detektiert. Das
Vorkommen aller Toxine in einer Probe ist kein realitatsnaher Fall, aber diese Art der Testung
ist dennoch notig, weil sich hier die Unabh&ngigkeit der Chip-Positionen zeigt: Die Messung
mehrerer Antigene gleichzeitig sollte im optimalen Fall die Signalbildung auf einzelnen Spots
nicht verandern. Zeigen sich hier Abweichungen zu den Messungen der einzelnen Toxine, aber
mit allen Detektionsantikorpern (3.6.2.1), so kann auf Probleme bei der Signalgenerierung
geschlossen werden.

Aus diesem Grund wurden mehrere Toxinmischungen vermessen. In der ersten Verdiinnung
wurden alle Toxine in der gleichen, hdchsten Konzentration wie in den Einzeltoxinnachweisen
und dem Multiplex-Nachweis eingesetzt. Daraus wurden serielle 1:2 Verdunnungen hergestellt
und vermessen (Verdlinnung 2 bis 6, Konzentrationen der einzelnen Toxine siehe Tab. 42). Als

Detektor wurden alle biotinylierten Antikdrper zusammen benutzt, wie in Tab. 40 angegeben.

Tab. 42: Konzentrationen fiir den Multiplex-Nachweis

Verdinnungsstufe 1 2 3 4 5 6 0 ng/ml
SEA [ng/ml] 25,00 12,50 6,25 3,13 156 0,78 0
BoNT/E [ng/ml] 250,00 125,00 62,50 31,25 1563 7,81 0
BoNT/C [ng/ml] 200,00 100,00 50,00 2500 1250 6,25 0
BoNT/D [ng/ml] 50,00 25,00 12,50 6,25 3,13 1,56 0
Abrin-a [ng/ml] 50,00 25,00 12,50 6,25 3,13 1,56 0

Die Auswertung dieser Versuche zeigte, dass mit dem pTD System ein ,.echter Multiplex-
Nachweis mdglich war (Abb. 49). Der Schwellenwert fiir die LOD-Bestimmung wurde wie
oben auf 3 % normalisierter Werte festgesetzt (gestrichelte Linie).

Die Messung mehrerer Toxine gleichzeitig behinderte nicht die Messung auf den einzelnen
Toxinpositionen. Alle Toxine mit Ausnahme von BoNT/D und /E wurden in der niedrigsten
Verdlnnungsstufe 6 detektiert. 7,81 ng/ml BoNT/E sowie 1,56 ng/ml BoNT/D wurden nicht
nachgewiesen, dies war auch in den anderen Ansdtzen nicht moglich. Die Konzentrationen aus
Verdlnnungsstufe 6 fur die anderen Toxine waren im Bereich des Detektionslimits der
Einzeltoxinnachweise und des Multiplex-Nachweises mit allen biotinylierten Antikérpern. Das
LOD blieb in diesen Versuchen gleich. Die Streuung der Messwerte war allerdings etwas hoher
als in den Multiplex-Versuchen mit einem Toxin. Die Signalintensitat war vergleichbar zu den

vorherigen Messungen.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass mit dem pTD System ein Multiplex-Nachweis der
Toxine SEA, BoNT/C, /D, /E und Abrin-a mdglich ist. Es wurden mit gleichbleibender
Sensitivitat ein oder mehrere Toxine mit allen eingesetzten biotinylierten Ak detektiert.
Abweichungen zu 3.6.1 und 3.6.2.1 wurden nicht festgestellt.
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Abb. 49: Multiplex-Nachweis aller fiinf Toxine gleichzeitig

Die Fangerantikorper SEA388/SEA2353, E136, C394, D63 bzw. AP430 wurden zur Detektion von SEA,
BONT/E, /C, /D und Abrin-a verwendet. Als biotinylierte Detektionsantikdrper wurde eine Mischung von
SEA165-bio, KE97-bio, C9/HcC2378-bio, D967-bio bzw. AP3202-bio eingesetzt. Alle Toxine wurden

gleichzeitig mit dem pTD gemessen (Konzentrationen in Tab. 42). Mittelwerte der Doppelbestimmung
mit SD fir alle Spots wurden abgebildet.

3.6.3 Validierung des Vor-Ort-Toxinsnachweises in verschiedenen

Matrizes

Zur Validierung des etablierten Biochips wurden die Toxine nicht nur in Puffer, wie in den
obigen Kapiteln, sondern auch in verschiedenen Matrizes nachgewiesen. Mit dem pTD System
als Vor-Ort-Nachweissystem sollten die Toxine aus komplexen Proben detektierbar sein.

Die ausgewdhlten Matrizes wurden in standardisierter Fom von allen Partner im GEFREASE-
Projekt verwendet: Hausstaub, standardisierter Boden, Milch (1,5 % Fett, ultrahocherhitzt),
Mineralwasser (Evian) und Luftkeimsammlerproben. Die Konzentration der Toxine wurde
anhand der zuvor bestimmten Konzentrationsreihe so festgelegt, dass der normalisierte Wert der
entsprechenden Verdiunnung in Puffer (gestrichelte Linie, Abb. 50) zwischen 20-45 % lag, um
gegebenfalls Abweichungen nach oben und nach unten zu Pufferproben messen zu kénnen.

Die Toxine wurden jeweils in eine 50%ige Ldsung (v/v) der flussigen Matrizes gegeben. Die
festen Matrizes Boden und Staub wurden in neun Teile PBS/BSA Puffer (pH 6) aufgenommen
(10%ige Losung). Es wurde das entsprechende Toxin hinzugefiigt, eine halbe Stunde rotierend
inkubiert und feste Bestandteile mit Hilfe eines 0,8 um Filters entfernt. Die Detektion erfolgte
mittels pTD System mit allen biotinylierten Antikdrpern (siehe Tab. 40).

Der Nachweis der Toxine aus den funf Matrizes gelang mit unterschiedlichem Erfolg und war

sowohl vom Toxin als auch von der Matrix abhéngig. Dargestellt sind jeweils zwei unabhéngige
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Messungen mit insgesamt vier Einzelwerten und der zugehorigen Standardabweichung
(Abb. 50).

SEA in einer Konzentration von 2,5 ng/ml lieR sich aus allen Matrizes gut nachweisen. Die
Signale in Milch und Boden zeigten eine hohere Varianz als in Puffer (gestrichelte Linie). Bei
Staub wurde ein niedrigeres Signal gemessen als bei den anderen Matrizes, was vermutlich auf
die Adsorption des Toxins an die Staubpartikel zuriickzufihren ist.

100 ng/ml BoNT/E wurde aus den flissigen Matrizes nachgewiesen, jedoch nicht in Boden und
Staub. Erst bei einer Konzentration von 250 ng/ml BoNT/E wurde ein erfolgreicher Nachweis
aus diesen beiden Matrizes gefihrt, allerdings waren die normalisierten Werte weit unter den
Messwerten in Puffer (gestrichelte Linie).

BoNT/C in einer Konzentration von 100 ng/ml wurde aus allen Matrizes positiv nachgewiesen.
Bei den flussigen Proben lagen die normalisierten Messwerte sogar Uber den Werten fur
100 ng/ml Toxin in Puffer.

Bei BONT/D traten ebenfalls keine Probleme beim Nachweis aus Staub, Boden, Milch,
Mineralwasser und Luftkeimsammlerproben auf. Die Signalhéhe entsprach mit Ausnahme der
Bodenprobe ungeféhr den Signalhéhen in Puffer. Bei der Bodenprobe trat eine erhohte Varianz
innerhalb der einzelnen Messungen auf.

Abrin-a lieR sich aus den fliissigen Matrizes mit hoher Signalstarke nachweisen. Bei Boden und
Staub waren die Signale reduziert, aber klar messbar.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass die fllissigen Matrizes Milch, Mineralwasser und
die Luftkeimsammlerprobe in Puffer zu keinen Problemen fir die flinf Toxinnachweise fiihrten.
In Boden und Staub wurden die Signale fir alle Toxine mit Ausnahme von BoNT/D reduziert.
Die Toxine banden vermutlich unspezifisch an die Partikel und wurden durch den
Filtrationsschritt entfernt. Der Nachweis fir BoNT/E bei einer Konzentration von 100 ng/ml
war nicht mehr mdglich. Leerproben der fiinf Matrizes fiihrten zu keinen nennenswerten

Hintergrundsignalen auf den jeweiligen Positionen.
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Abb. 50: Nachweis der finf Toxine in funf Matrizes

Die Fangerantikérper SEA388/SEA2353, E136, C394, D63 bzw. AP430 wurden zur Detektion von SEA,
BoNT/E, /C, /D und Abrin-a (jeweils von links nach rechts, von oben nach unten) verwendet, als
biotinylierte Detektionsantikérper wurde eine Mischung von SEA165-bio, KE97-bio, C9/HcC2378-bio,
D967-bio bzw. AP3202-bio eingesetzt (vergleiche Tab. 40).

SEA (2,5 ng/ml), BoNT/E (100 ng/ml), BoNT/C (100 ng/ml), BoNT/D (25 ng/ml) und Abrin-a
(10 ng/ml) sowie Leerproben wurden mit dem pTD System aus den fiinf Matrizes Milch, Mineralwasser,
Luftkeimsammlerprobe in PBS-T, Boden und Staub bestimmt.
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3.6.4 Selektivitat gegenuber verwandten Toxinen

In weiteren Versuchen wurde die Selektivitdt des Nachweissystems untersucht. Dazu wurden
verwandte Toxine mit dem neu entwickelten Multiplex-Toxinnachweis im pTD System
analysiert (Tab. 43). Es wurden gereinigte Toxine in einer Konzentration von 25 ng/ml
eingesetzt. Zusatzlich wurden Uberstande von verschiedenen Clostridien-Stammen in einer
Verdlnnung von 1:10 bis 1:100 untersucht. Hier wurde zuvor die Anwesenheit von Toxin
mittels ELISA oder Maus Bioassay bestatigt (Daten nicht dargestellt). BoNT/Al, /B1, /F1, /G
und die in den Uberstanden vorhandenen, entsprechenden BoNT-Komplexe fiihrten zu keinen
Signalen. Die zu Abrin-a nahverwandten Proteine Rizin, Ricinus Agglutinin und Abrus
Agglutinin wurden ebenfalls negativ getestet. Zusétzlich wurde aus der Familie der SEs SEB
und SEE untersucht, welche ebenfalls nicht nachgewiesen wurden. Rekombinantes SEA (rec.
SEA) hingegen wurde positiv detektiert.

Der Nachweis der veterindrpathogenen BoONTs gelang mit dem neu entwickelten
Nachweissystem. Sowohl die gereinigten Mosaiktoxine scBoNT/CD und /DC als auch
entsprechende Kulturiiberstande wurden positiv getestet (vergleiche 3.5).

Die humanpathogenen Subtypen von BONT/E wurden teilweise erfolgreich detektiert.
Rekombinant hergestelltes scBoNT/E1 wurde erst in einer Konzentration von 50 ng/ml
nachgewiesen. Die BoNT-Komplexe, welche in den Uberstanden der Stamme mit den Subtypen
/E1 und /E3 enthalten waren, fihrten zu positiven Signalen. Ein neu entdeckter, nicht
publizierter Uberstand mit der vorlaufigen Bezeichnung /Ex wurde nicht detektiert. Dies erklart
sich daraus, dass der monoklonale Fangerantikdrper E136 diesen Subtyp, welcher 8 %
Unterschied auf Aminosdure-Ebene zu den anderen beiden Subtypen aufweist, bereits im
ELISA-Format nicht erkannte.

Insgesamt erwies sich der neu entwickelte Toxinnachweis mit den in Tab. 40 angegebenen
Antikorpern als spezifisch und zeigte keine Kreuzreaktivitaten gegenliber anderen, verwandten

Toxinen.
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Tab. 43: Spezifitat des pTD Nachweises gegentiber verwandten Toxinen

Antigen Konz./ SEA BoONT/C BoONT/D BoNT/E  Abrin
Verdinnung Positionen
rec. SEA 25 ng/ml + - - - -
SEB 25 ng/ml - - - - -
SEE 25 ng/ml - - - - -
BoNT/Al 25 ng/ml - - - - -
US BoNT/Al 1:10 - - - - -
BoNT/B1 25 ng/ml - - - - -
US BoNT/B1 1:10 - - - - -
US BoNT/C 1:10 - + - - -
scBoNT/CD 25 ng/ml - + - - -
US BoNT/CD 1:10 - + - - -
US BoNT/D 1:100 - - + - -
BoNT/DC 25 ng/ml - - + - -
US BoNT/DC 1:40 - - + - -
SCBONT/E1 25 ng/ml - - - - -
50 ng/ml - - - + .
US BoNT/E1 1:10 - - - + -
US BoNT/E3 1:10 - - - + -
US BoNT/Ex 1:10 - - - - ;
BONT/F1 25 ng/ml - - - - ]
US BoNT/F1 1:10 - - - - ;
BoNT/G 25 ng/ml - - - - -
US BoNT/G 1:10 - - - - -
Rizin 25 ng/ml - - - - -
Ricinus Aggl. 25 ng/ml - - - - -
Abrus Aggl. 25 ng/ml - - - - -

US Uberstand, + Signal iiber 3 % Anom, - Signal unter dem Schwellenwert von 3 % Angm auf den
entsprechenden Probenpositionen.
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3.6.5 Applikation des pTD Systems in einer Anwenderiibung

Kommt es zu intentionalen oder akzidentellen Kontaminationen mit biologischen Toxinen, ist
eine schnelle und zuverlassige Detektion nétig, um ziigig geeignete Gegenmallnahmen
einzuleiten. Die erste Detektion wird meist am Ort des Geschehens von speziell ausgebildeten
Einsatzkréaften (Feuerwehr, Polizei) durchgefiihrt. Diese werden in die verschiedenen Gerate
eingewiesen, haben aber oft keine chemische oder biologische Berufsausbildung. Eine einfache
Handhabung der Vor-Ort-Detektionsgerate ist daher besonders wichtig. Zudem sollten die
Geréte stabil und gut zu dekontaminieren sein. Die Messdauer ist ebenfalls eine wichtige GroRe,
gerade wenn ein grofles Gebiet oder viele Proben auf mdgliche Kontaminationen untersucht
werden miissen (vergleiche 1.2).

Das pTD Gerdt wurde als Vor-Ort-Detektionsgerat konzipiert. Die Handhabung und
Leistungsfahigkeit des Geréts sollte abschlieBend unter Realbedingungen in einer

Anwenderibung getestet werden.

Speziell ausgebildete Einsatzkréfte von Polizei und Feuerwehr sollten das pTD und eine
alternative Plattform (KIM Plattform, Bertin Technologies) im Vergleich testen. Da diese
Personengruppen in einem Ubungsszenario nicht mit toxischen Stoffen im Kontakt kommen
sollten, wurde das nicht-toxische Hc/C-Fragment als Toxinsurrogat eingesetzt.

Speziell fiir die Ubung wurde ein Nachweis fiir Hc/C auf der pTD Plattform entwickelt. Hierfiir
wurde ein eigenes Chiplayout verwendet (Layout Biochip 3, siehe 9.2.3). Dazu wurden vier
Antikorper gegen die Hc/C-Doméne auf einem Chip immobilisiert und die gleichen mAKk als
biotinylierte Antikorper getestet (Tab. 44). Die Kombination HcC141 als Fangerantikorper und
HcC1304-bio erwies sich als die sensitivste Variante (fett markiert), welche in den untersuchten
Matrizes gut funktionierte. Im Hinblick auf die Anwenderibung, bei dem das nicht-toxische

Fragment Hc/C eingesetzt wurde, wurde daher diese Kombination ausgewahlt.

Tab. 44: pTD Vorversuche zur Hc/C Detektion

Ak auf Chip C9-bio HcC141-bio HcC1304-bio  HcC2378-bio
C9 - - +++ ++

HcC141 + - +++ ++

HcC1304 ++ ++ - ++

HcC2378 ++ ++ ++ -

Verschiedene Kombinationen von anti-Hc/C mAk wurden hinsichtlich Sensitivitdt im pTD System
untersucht. Die Signalintensitaten werden auf einer relativen Skala angegeben, bezogen auf die jeweilige
mAKk-Kombination mit der hochsten Signalstarke. +++ bedeutet mehr als 75 % relative Signalintensitat,
++ 75-50 % relative Signalintensitat. + entspricht 10-50 % relative Signalintensitét, - entspricht weniger
als 10 % Reaktivitat.
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Zusatzlich wurde auf dem Chip ein Antikorper (SEA165) gegen das nicht-verwandte Toxin
SEA immobilisiert, um mdgliche unspezifische Signale zu erfassen. Diese konnten z. B. durch
Interaktionen der Matrizes mit der Goldoberflache des Chips entstehen.

Zusammen mit je vier Positiv- und vier Negativkontrollen wurde fur die Anwenderibung ein
eigenes Chiplayout mit den Antikdrpern SEA165 und HcC141 entworfen (siehe Layout
Biochip 5, 9.2.5). Dieses Layout wurde im Labor umfassend validiert. Neben Pufferproben
wurden verschiedene Matrizes eingesetzt (vergleiche 3.6.3). Aus den fiinf Matrizes Hausstaub,
Boden, Milch, Mineralwasser und Luftkeimsammlerproben in Puffer wurden flr die
Anwendertibung drei ausgewahlt: Luftkeimsammlerprobe, Milch und Boden. Diese wurden
jeweils einmal als Leerprobe und einmal mit einer definierten Konzentration Toxinsurrogat
dotiert angeboten. Dabei wurden jeweils Konzentrationen gewahlt, die etwa funffach tber dem
zuvor bestimmten Detektionslimit lagen. Zusatzlich wurden drei verschiedene Konzentrationen
Hc/C in Puffer (0,1 % BSA in PBS pH 6) sowie eine Leerprobe vorbereitet (Tab. 45). Die
Konzentrationen wurden so gewahlt, dass bei den Pufferproben eine Konzentration (15 ng/ml)
knapp Uber dem LOD des pTD Systems lag. Die anderen Konzentrationen waren 50 bzw.
150 ng/ml Hc/C, welche aufgrund ihrer hohen Konzentration einfach zu detektieren sein sollten.

Tab. 45: Proben fiir die Anwendertibung

Nummer  Matrix Konzentration Hc/C
1 Luftkeimsammlerprobe 25 ng/ml
2 PBS/BSA 0 ng/ml

3 Milch 100 ng/ml
4 PBS/BSA 50 ng/ml
5 Milch 0 ng/ml

6 Boden 300 ng/ml
7 Luftkeimsammlerprobe 0 ng/ml

8 PBS/BSA 15 ng/ml
9 Boden 0 ng/ml
10 PBS/BSA 150 ng/ml

Im November 2014 wurde die Anwenderiibung an der Akademie fur Krisenmanagement,
Notfallplanung und Zivilschutz in Ahrweiler durchgefiihrt. Diese Einrichtung des assoziierten
Partners Bundesamt fiir Bevolkerungsschutz und Katastrophenhilfe (BBK) stellte geeignete
Raumlichkeiten fiir ein Ubungsszenario zur Verfiigung.

Als Anwender wurden interessierte Feuerwehrleute aus Essen, Hamburg, Mannheim und Paris
sowie zwei Personen vom Landeskriminalamt Berlin ausgewéhlt. Diese hatten bereits eine

Vorausbildung fur chemische Unfélle und gehérten zu den sogenannten analytischen Task
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Force Chemie Einheiten. So brachten sie Vorwissen im Umgang mit Kontaminationen,
personlicher Schutzausriistung, Chemie-Messtechnik und Dekontaminationsablaufen ein.

Am ersten Tag wurden die Einsatzkrafte in die Gerate pTDi und KIM eingewiesen. pTDi ist die
mobile Variante des Laborgerédts pTD (Abb. 12). Die Probenvorbereitung wurde demonstriert,
zudem wurde wichtiges Hintergrundwissen Uber biologische Gefahrstoffe vermittelt.

Am zweiten Tag fiihrten die Einsatzkrafte die Messungen der zehn verblindeten Proben durch.
Zusétzlich mussten die Gerate aufgebaut und vorbereitet werden. Um ein méglichst realistisches
Szenario zu erhalten, wurden alle Schritte unter personlicher Schutzausriistung durchgefiihrt.
Dabei wurden drei verschiedene Anzlige der hdchsten Kategorie 3 getestet: ein gasdichter
Chemikalienschutzanzug  mit  aulenliegendem  Pressluftatmer  (Typ  1b), ein
Chemikalienschutzanzug (Typ 3) mit Vollmaske mit Kombinationsfilter (ABEK-P3) und ein
Chemikalienschutzanzug (Typ 3b) mit Haube und Geblasefiltersystem (TH3). So wurde die
Geratehandhabung unter unterschiedlichen Bedingungen analysiert. Gleichzeitig spiegelt diese
Auswahl an personlicher Schutzausriistung den Ausrlstungsstand verschiedener Einsatzkrafte
wider. Durch die eingeschrénkte Sicht (aufgrund von Schutzmasken) und Bewegungsfreiheit ist
die Bedienung der Gerate deutlich schwieriger als im Labor. Dies stellt besondere
Anforderungen an die Anzeigen und Bedienelemente der Gerate. Zusétzlich ist die Feinmotorik
vermindert, durch drei Paar Handschuhe werden selbst einfache Arbeiten wie das Aufschrauben
von Rdéhrchen erschwert. Bei einem Vor-Ort-Detektionssystem sollten genau diese

Einschrankungen bedacht werden, um die Bedienung so einfach wie mdéglich zu machen.

Bei der Auswertung der Anwenderiibung wurden zwei verschiedene Aspekte betrachtet: Zum
einen die Leistung des Gerates beim Nachweis der biologischen Agenzien und zum anderen die
Eignung als Vor-Ort-Detektionssystem.

Fur den ersten Punkt wurde das pTDi System anhand der Leistung beim Nachweis des Hc/C-
Fragments beurteilt. Das Toxinsurrogat wurde aus Puffer und komplexen Matrizes
nachgewiesen (Tab. 46). Mit dem pTDi wurden alle Proben richtig zugeordnet. Die Signale
waren etwa denen mit dem Laborgerdt pTD erzeugten Werten vergleichbar (Daten nicht
dargestellt). Die Matrizes fuhrten nicht zu Problemen. Verschleppungen waren ebenfalls nicht

festzustellen.
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Tab. 46: Auswertung der Anwenderiibung

3 Ergebnisse

Nummer Matrix Konzentration Hc/C Zuordnung
1 Luftkeimsammlerprobe 25 ng/mi v
2 PBS/BSA 0 ng/ml v
3 Milch 100 ng/ml v?
4 PBS/BSA 50 ng/ml v
5 Milch 0 ng/ml v
6 Boden 300 ng/ml v
7 Luftkeimsammlerprobe 0 ng/ml v
8 PBS/BSA 15 ng/ml v
9 Boden 0 ng/ml v
10 PBS/BSA 150 ng/ml v

Proben 1-10 wurden mit dem pTDi vermessen. v' bedeutet qualitativ richtige Zuordnung, * Messung
musste aufgrund eines Software-Kommunikationsfehlers wiederholt werden

Im zweiten Teil der Auswertung wurde die Eignung des pTDi als Vor-Ort-Detektionssystem
beurteilt. Am Ende des Messtages wurden die Einsatzkrafte gebeten, einen Fragebogen tber die
Eigenschaften und Handhabung des Gerdtes auszufillen. Hierbei wurden folgende
Themenkomplexe abgefragt:

Anleitung, Vorbereitung der Messung, Probenaufbereitung, Durchfiihrung der Messung,
Dekontamination/Desinfektion, Stromversorgung, Handhabung, Ergebnisdarstellung, Transport,
Datenmanagement und Software sowie Multiplex-Féhigkeit und Einbaumdglichkeit in
Fahrzeuge. Zusatzlich sollte eine Gesamtbewertung zum Gerdt abgegeben werden, ob es als
feldtauglich eingeschatzt wurde. Die erstgenannten Faktoren wurden mit Hilfe eines vom BBK
entwickelten Schemas in eine Punktetabelle umgerechnet (siehe Tab. 47). Maximal waren
95 Punkte zu erreichen. Das pTDi wurde mit im Mittel 70,4 (n=9) Punkten bewertet, die KIM
Plattform mit 61,6. Das pTDi wurde aufgrund seiner Multiplex-Fahigkeit und den internen
Positiv- und Negativkontrollen besser bewertet. Die unterschiedlichen persdnlichen
Schutzausriistungen hatten keinen Einfluss auf die Bewertung der Geréte.

In einer Gesamtbewertung beurteilten finf von neun Einsatzkraften das pTDi als absolut
feldtauglich. Die anderen vier waren der Meinung, dass das pTDi besser in einem mobilen
Labor eingesetzt werden sollte.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass das im Rahmen des GEFREASE-Projektes entwickelte
pTD System sehr gut von Einsatzkraften am Ort einer biologischen Gefahrenlage benutzt
werden kann. Die einfache Handhabung und ein robustes Geratedesign bei gleichzeitig
sensitivem und spezifischem Nachweis erleichtern die Beurteilung einer gefahrlichen Situation
deutlich.
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Tab. 47: Auswertung des Fragebogens fiir VVor-Ort-Detektionsgerate

Kategorie Maximale Punkte Erreichte Punkte (pTD;)
Anleitung 8 7,4
Vorbereitung der Messung 12 79
Probenaufbereitung 14 7,8
Durchfihrung der Messung 14 10,9
Art des Tests 10 8,0
Dekontamination/Desinfektion 10 6,4
Stromversorgung 6 5,2
Handhabung 7 39
Ergebnisdarstellung 5 50
Transport 4 3,3
Datenmanagement und Software 5 4,2
Summe 95 70,4

Teilnehmer: Neun Einsatzkrafte; Diese Tabelle wurde freundlicherweise von Nahid Derakshani (BBK)
zur Verfugung gestellt.
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Der Nachweis von biologischen Toxinen ist aus mehreren Griinden anspruchsvoll: Ihre hohe
Toxizitdt macht auBerst sensitive Detektionsmethoden mit Nachweisgrenzen im pg/ml- bis
ng/ml-Bereich erforderlich. Zudem missen die Toxine von anderen, nahverwandten Proteinen
unterschieden werden. Gleichzeitig mussen Sequenzvariationen (Subtypen, Isoformen) des
gesuchten Toxins erfasst werden. Im Fall von BoNT/A sollten zum Beispiel alle acht Subtypen
erkannt werden, eine Kreuzreaktivitat zu anderen BoNT Serotypen hingegen sollte nicht
auftreten. Ein Nachweis der DNA der Toxinsequenz ist nicht ausreichend, da die Toxine
unabhéngig von ihrem produzierenden Organismus ihre Wirkung entfalten kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden immunologische Nachweissysteme flr die biologischen
Toxine SEA, Abrin und BoNT/A, /C, /D und /E aufgebaut. Antikdrper-basierte Nachweise sind
in der Regel robust, sensitiv, spezifisch, mit geringem technischem Aufwand durchzufihren und
unempfindlich gegeniiber vielen Storsubstanzen. Mé&use wurden mit atoxischen Surrogaten
immunisiert, um daraus monoklonale Antikérper zu gewinnen. Die Antikérper wurden
umfassend charakterisiert. Darauf aufbauend wurden spezifische und sensitive Sandwich ELISA
fur den Labornachweis der Toxine etabliert.

Die letzten beiden Kapitel des Ergebnisteils zeigten zwei Anwendungsbeispiele flr die neu
generierten Antikorper: Es gelang mit Hilfe der neuen mAKk erstmals, ein ELISA- und ein MS-
basiertes Testsystem zu entwickeln, mit dem BoNT/C, /CD, /D und /DC eindeutig differenziert
werden konnen. Damit stehen flr den veterindrmedizinischen Bereich Verfahren fir den Einsatz
im Routinelabor und fur den Einsatz in Expertenlaboren zur Verfligung. Diese kdnnen zukunftig
zur Untersuchung veterinarmedizinischer Botulismusfalle verwendet werden (z. B. zur Klarung
von Intoxikationsketten oder epidemiologischer Fragestellungen).

Parallel wurden die Antikdrper in ein elektrisches Biochipsystem, die pTD Plattform (Bruker
Daltonik), (bertragen, um einen Vor-Ort-Nachweis mit Detektionslimits im unteren
ng/ml-Bereich aufzubauen. Zusatzlich wurde die Plattform einem Praxistest unterzogen, in dem

Einsatzkrafte in einem Ubungsszenario einen Toxinnachweis trainieren konnten.

4.1  Immunisierungs- und Screeningsstrategien

Biologische Toxine kénnen meist nicht direkt zur Immunisierung verwendet werden, da sie zum
Tod von Mausen fihren wirden. Aus diesem Grund wurde mit Ausnahme von SEA keine
direkte Immunisierung mit den aktiven Toxinen vorgenommen. Es wurden verschiedene
Immunisierungsstrategien angewendet, abhéngig vom Antigen. Zwischen 25 und 100 pg jedes
Antigens wurde in Freunds Adjuvans appliziert ([290] und 9.1). Diese Wasser-Ol-Emulsion
sorgt flir eine hohe lokale Konzentration des Antigens (Depot-Wirkung) und somit fur eine
bessere Aufnahme durch Antigen-présentierende Zellen [279, 291]. Die Entwicklung eines
zufriedenstellenden Titers bei den Mausen nach den Immunisierungen wurde mittels indirektem
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ELISA und Suspensionsarray basierend auf der Luminex-Technologie untersucht (siehe Anhang
9.1 sowie Abb. 18). Die Milzen wurden entnommen, Splenozyten isoliert und mit Myelomzellen
zu sogenannten Hybridomazellen fusioniert [270].

Staphylokokken Enterotoxin A wies die geringste Toxizitat der hier untersuchten Proteine auf
[34]. Es wurde ohne weitere Inaktivierung direkt zur Immunisierung benutzt, ein Verfahren, das
bereits in der Literatur beschrieben wurde [49]. Die Hybridomazellen, welche die Antikorper
SEA165, SEA388 und SEA2353 produzierten, wurden aus zwei immunisierten Mausen
gewonnen.

Die Immunisierung von Mausen mit Botulinum Neurotoxinen erwies sich als deutlich
schwieriger. Aufgrund der hohen Toxizitat konnten diese Proteine nicht direkt injiziert werden.
Es gibt zwei Hauptmethoden, um Antikérper gegen BoNT zu generieren. Zum einem wird das
Volllangen-Toxin inaktiviert (Toxoid), zum anderen werden Fragmente von BONT zur
Immunisierung benutzt [114, 125, 132, 292, 293].

Zur Inaktivierung der Volllangen-Toxine werden niedrige Konzentrationen Formaldehyd
verwendet. Dieses Verfahren zur Herstellung der sogenannte Toxoide geht auf Paul Ehrlich und
seine Studien zur Inaktivierung von Diphtherie-Toxin zuriick [294]. Formaldehyd fihrt zur
Quervernetzung der Seitenketten der Proteine und somit zur Polymerisierung [295]. Dieses
Verfahren erschwert die Aufnahme in Zellen und vermindert die Toxizitat deutlich. Der Einsatz
von Volllangen-Toxinen hat den Vorteil, dass gebildete Antikorper gegen alle Domanen
gerichtet sind. Man erzeugt damit in einem Tier Antikérper gegen die LC, die Hy- und die Hc-
Doméne. Diese Technik wird seit mehr als funfzig Jahren fir die Generierung von Antikdrpern
gegen BoNTs angewandt [108, 125, 132]. Der Nachteil bei dieser Methode besteht darin, dass
oft Antikdrper mit hoher Reaktivitdt gegen das denaturierte Toxin gefunden werden, welche
nicht mit dem nativen Toxin interagieren (Erfahrungen in der Arbeitsgruppe, [166]). Hier ist die
richtige Screeningmethode entscheidend (siehe unten).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die zweite Strategie zur Generierung monoklonaler Antikdrper
verwendet. Dazu wurden einzelne Doménen der BoNTs rekombinant exprimiert (Dr. A.
Rummel, MHH). Da bereits Antikdrper gegen die leichten Ketten von BoNT/C, /D und /E
vorhanden waren, wurden Antikdrper gegen den rezeptorbindenden Teil der schwere Kette
(Hc-Doméne) erzeugt. Die isolierte Hy-Doméne konnte nicht im ausreichenden Male stabil
hergestellt werden (personliche Kommunikation Dr. A. Rummel, MHH). Wie bereits in
mehreren Publikationen gezeigt, eignete sich die Hc-Doméne sehr gut zur Herstellung
monoklonaler Antikdrper [114, 292, 293]. Die Hc-Doméanen wurden Mausen entweder einzeln
injiziert, wie bei BoNT/C, oder in Kombinationen verschiedener Hc-Doméanen. Auf diese Weise

wurden hoch-affine Antikorper gegen Hc-Domanen von BoNT/A, /C, /DC und /E induziert.
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Das Ribosomen-inaktivierende Protein Abrin wurde aufgrund seiner Toxizitat nicht direkt zur
Immunisierung verwendet. Abrin wurde vor der Immunisierung mit Formaldehyd inaktiviert
[197, 224, 226]. Aus den immunisierten Tieren wurden die Milzen entnommen und Fusionen
durchgefuhrt. Daraus entstanden die Antikoérper AP10, AP54, AP60, AP69, AP2573, AP3202,
AP3659 und AP3808.

Bei einem weiteren Tier wurde eine andere Immunisierungsstrategie angewandt. Hier wurde
Abrin Rohextrakt an Tosyl-aktivierte magnetische Beads gekoppelt. Durch die Bindung an die
Beads mit 2,8 um Durchmesser wurde die Aufnahme des Toxins in Zellen verhindert. Die
Ribosomen-inaktivierende Aktivitat wurde so inhibiert und die Toxizitat fur das Tier reduziert.
Gleichzeitig konnte die Immunogenitat des nativen Toxins bewahrt und eine Immunantwort
induziert werden. Diese Methode wurde in der Arbeitsgruppe zuvor fiir Rizin, BONT/A und /B
durchgefuhrt [166]. Hierbei wurden erfolgreich Hybridomazellen isoliert, die Antikdrper mit der
gewdlnschten Selektivitat produzierten. Im Fall von Abrin war diese Immunisierungsstrategie
(siehe 9.1.5) nicht zielfuhrend. Die Maus entwickelte einen vielversprechenden Titer gegen
Abrin. Von den 2500 getesteten Hybridoma-Uberstinde waren ca. 200 in der Lage, denaturier-
tes Abrin im indirekten ELISA zu erkennen. Mittels Sandwich ELISA und SPR zeigte sich

allerdings keine Bindung von nativem Abrin.

Nach zehntagigem Wachstum der Hybridomazellen wurde der Uberstand auf die Bildung der
gewunschten Antikorper getestet. Die Wahl der richtigen Screeningmethode ist entscheidend,
um mAK mit den gewiinschten Eigenschaften zu isolieren. Zum Testen der etwa 2500 bis 4000
Uberstande bleibt ein kurzer Zeitraum von wenigen Tagen, in dem die gewinschten Zellen
gewahlt werden missen. So wurden Screening-Methoden mit hohem Durchsatz zur VVorauswahl
der Klone ausgesucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden dazu, wie beim Titertest, indirekte
ELISAs, Suspensionsarrays und Sandwich ELISAs durchgefiihrt. Indirekte ELISA waren
schnell und einfach durchzufiihren, es konnten geringe Konzentrationen an Antikdrpern getestet
werden. Manche Klone erkannten das im Rahmen der Immobilisierung denaturierte Protein und
zeigten keine Interaktionen gegentiber dem nativen Toxin. Beim Suspensionsarray basierend auf
der Luminex-Technologie zum Screening ergaben sich die gleichen Vor- und Nachteile wie
beim indirekten ELISA. Zusatzlich konnte hier simultan auf mehrere Antigene getestet werden,
was im Fall der Immunisierung mit mehreren Hc-Doménen nétig war. Der Sandwich ELISA
erwies sich als die beste Hochdurchsatz-Methode fiir das Screening. Diese Technologie konnte
nur eingesetzt werden, wenn bereits ein FangerantikOrper gegen das Antigen aus einer anderen
Spezies zur Verfugung stand. Dieser prasentierte das Antigen in einen nativen Zustand, sodass
die Antikorper im Hybridoma-Uberstand daran binden konnten. Diese Screeningmethode wurde
flr die anti-BoNT/E Antikorper (3.2.1.2) eingesetzt.
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Als Bestatigungsmethode wurde die Oberflachenplasmonresonanz benutzt. Hierbei wurden die
Antikorper auf ihre Affinitat gegentiber dem Antigen in LOsung untersucht. So wurden erste
Informationen Uber eine mogliche Verwendung der Antikorper in einem Sandwich ELISA
gewonnen. Es konnten mit dieser Methode ca. 30 Hybridoma-Uberstinde pro Tag untersucht
werden. Eine Vorauswahl mit den ,.klassischen* Techniken war daher nétig.

Die ausgewahlten Hybridomazellen wurden mehrfach subkloniert, um eine Klonalitat
sicherzustellen. Die Antikdrper wurden aus Zellkulturiberstanden gereinigt und weiter

charakterisiert.

4.2  Charakterisierung der monoklonalen Antikorper

Die neu generierten Antikorper wurden im Rahmen der Arbeit umfassend charakterisiert. Alle
wurden mittels indirektem ELISA auf mdgliche Kreuzreaktivitaten gegeniiber verwandten und
nicht-verwandten Toxinen getestet. Jeder mAk wurde zusatzlich auf seine Verwendbarkeit im
Western Blot untersucht. Durch die Denaturierung der Toxine im SDS-Gel und anschlielendem
Transfer auf eine PVDF-Membran wurde das Protein entfaltet, so wurden zusatzliche Epitope
freigelegt. Welche Epitope innerhalb eines Toxins/einer Toxindomane die mAKks genau
erkannten, wurde im Rahmen der Arbeit nicht weiter untersucht. Dies konnte in
weiterfiihrenden  Experimenten  mit  besonders interessanten mAks wie dem
funktionsblockierenden mAk A2807 durchgefiihrt werden. Dazu stehen u. a. verschiedene
Methoden zur Bestimmung des Epitops zur Verfligung: Peptidscans mittels phage display
Methode oder Arrays, Kristallographie oder sogenannte Alanin-Scans [159, 296, 297]. Als
dritter Parameter wurde die Affinitat mittels Oberflachenplasmonresonanz bestimmt. Dazu
wurde die Interaktion des Antikorpers mit dem jeweiligen Antigen in Lésung gemessen.
Wéhrend dem Screening wurden sogenannte single cycle Kinetiken mit zwei Konzentrationen
des Antigens bestimmt, mit dem gereinigtem mAk wurde eine umfassende Kkinetische
Bestimmung mit sechs Konzentrationen aufgenommen [273]. Alle generierten Antikdrper
hatten eine zufriedenstellende Affinitat im unteren nM Bereich oder darunter. In der Literatur
wurden gute Antikorper mit einer Affinitat im unteren nM Bereich, hoch-affine Antikdrper mit
einer Affinitdt im pM Bereich charakterisiert [298-300]. Je affiner ein Antikorper ist, desto

geringer kann das Detektionslimit in verschiedenen Nachweissystemen werden [166, 299].

Mittels indirektem ELISA wurden alle generierten Antikérper auf eine mogliche
Kreuzreaktivitdt getestet (Abb. 14, Abb. 19, Abb. 24, Abb. 28, Abb. 33 und Daten nicht
dargestellt). Der Antikorper HcC2378 erkannte neben dem urspriinglichen Antigen Hc/C auch
Hc/DC und detektierte daher BONT/DC (Abb. 28). Diese Funktionalitat war gewiinscht, um die
Detektion der Mosaikvarianten von BONT/C, /CD, /D und /DC durchzufiihren. Die
Kreuzreaktivitdt des anti-Abrin Antikdrpers AP10 zu Rizin war ebenfalls gewiinscht (Abb. 33),
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dieser mAk konnte in Zukunft die Basis flr eine generalisierte Detektion der RIPs darstellen.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle Antikorper spezifisch fur ihr jeweiliges Toxin
waren und keine unspezifische Erkennung anderer Toxine auftrat.

In weiteren, indirekten ELISAs wurde die Spezifitat der Antikdrper genauer untersucht. Es
zeigte sich, dass zwei der anti-SEA Antikdrper das zu 81 % homologe SEE erkannten (Abb. 14).
Die Starke der Bindung reichte nicht fiir eine sensitive Detektion mittels Sandwich ELISA
(Abb. 17). Hier sollte zukinftig auf ein spezifisches Nachweissystem fur SEE zuriickgegriffen
werden, welches nicht Bestandteil dieser Arbeit war.

Die anti-BoNT/A Antikorper wurden in mehreren Versuchen auf ihre Subtyp-Spezifitat
untersucht (Abb. 20, Abb. 21). Dabei erkannten A185, A778 und A2807 alle bisher bekannten
Subtypen A1-A8 [115], getestet als single chain Variante oder Hc-Fragment. Diese breite
Reaktivitat ist auf die Erkennung konservierter Epitope in den Hc-Domanen zurlickzufuhren.
Allerdings wurden nicht alle Subtypen gleich gut erkannt. A185 und A778 banden BoNT/A6
und /A7 mit geringerer Affinitat aufgrund einer erhdhten Dissoziationsrate. Der mAk A2807
zeigte dagegen eine schwachere Affinitat zu BoNT/A2 und /A3. Zusétzlich detektierten alle neu
generierten anti-BoNT/A Antikorper das Mosaiktoxin BoNT/H, welches vor kurzem entdeckt
wurde [104, 110]. BoNT/H ist ein Mosaik aus BoNT/F und /A [111]. Die leichte Kette und die
Hy-Domane sind ahnlich zu BoNT/F, die Hc-Doméne hingegen ist nahe verwandt zu BoNT/A
(84 % Sequenzidentitdt). Da die anti-BoNT/A Antikorper eine zwischen den Subtypen
konservierte Region erkennen, ist diese Interaktion mit der Hc-Domane von BoNT/H erklarbar.
Sobald neue Subtypen von BoNT/A identifiziert werden, ware eine Testung der Antikorper auf
diesen sehr interessant. Die hier vorgestellten Antikérper tolerieren eine Sequenzvariabilitt,
wie sie bei den bekannten BoNT/A Subtypen mit 16 % auf Aminosaure-Ebene auftreten [119].
Die anti-BoNT/E Antikdrper wurden ebenfalls auf ihre Subtyp-Spezifitat untersucht (Abb. 25).
Hier waren zwei der elf bekannten Subtypen in der Arbeitsgruppe verfugbar, namlich BoONT/E1
und /E3 (Abb. 4). Diese unterscheiden sich auf Aminoséure-Ebene um 2 %. Zudem wurde der
Bakterienuberstand eines neu isolierten Stammes mit der vorlaufigen Bezeichnung /Ex, welcher
8 % Abweichung zu BoNT/E1 und /E3 aufweist, untersucht. Der anti-BoNT/E Antikdrper
E1346 aus den ersten Fusionen erkannte alle vorhandenen Subtypen. Die Antikorper E1447,
E3128, E3194 und E3226 aus den Fusionen mit der Einzelimmunisierung waren ebenfalls in der
Lage, diesen Uberstand zu detektieren. Fiir eine zukiinftige breite Verwendung der Antikérper
ware es notig, weitere BONT/E Subtypen zu testen.

Bei BoNT/C wurden keine Subtypen identifiziert, hier fand man die Mosaikstrukturen (Abb. 5).
Die Antikorper HcC141, HcC515 und HcC1304 interagierten exklusiv mit der Hc/C-Domane,
HcC2378 band zusatzlich He/DC.

Bei Abrin liegen ebenfalls verschiedene Isoformen vor, namlich Abrin-a, -b, -c und -d [201].

Mit der in der Gruppe etablierten Reinigungsvorschrift wurde Abrin-a mit ausreichender
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Reinheit isoliert. Abrin-b wurde in einer Mischung mit Abrin-a und Abrus Agglutinin gefunden.
Hier mussten neue Protokolle etabliert werden, um die Isoformen einzeln und mit ausreichender
Reinheit zu erhalten. Im Rahmen dieser Arbeit war dies nicht méglich. Es wurde untersucht, ob
die Antikorper Abrus Agglutinin, Abrin-a oder ein Protein aus der Mischung erkannten (Tab.
27). Ein Antikorper, AP2573, reagierte mit Abrus Agglutinin, AP3202 und AP60 interagierten
mit Abrin-a (Abb. 34). Die anderen Antikorper, welcher in dieser Arbeit generiert wurden,
zeigten Bindung hauptsachlich an die Mischung. Hier missten in der Zukunft weitere Versuche

durchgefuhrt werden, um die genaue Spezifitat bestimmen zu kénnen.

Ergédnzend wurden die Antikdrper auf ihre Verwendbarkeit im Western Blot getestet.
Grundsatzlich kénnen alle Antikorper im Western Blot eingesetzt werden. Gut funktionierende
Antikdrper im Western Blot erwiesen sich als eher schlecht fir die Verwendung im Sandwich
ELISA. Beispiele dafir sind die anti-Abrin Antikérper AP54 und AP69 (Abb. 36). Diese waren
sehr sensitiv im Western Blot und wiesen einstellige Nanogramm-Mengen Abrin Rohextrakt
innerhalb von 3 min Entwicklungszeit nach. Im Sandwich ELISA ergaben sich sehr hohe
Nachweisgrenzen. Daraus ist zu folgern, dass diese mAK eher ein lineares oder verdecktes
Epitop erkannten, welches in der nativen 3D-Konformation in Losung schlechter zugéanglich
war. Bei den anti-BoNT/A Antikdrpern war es umgekehrt, diese gaben im Western Blot

schwache Signale, was auf ein Konformationsepitop hindeutete (Tab. 24).

Als dritter Parameter wurde die Affinitat der Antikorper zu ihrem jeweiligen Antigen bestimmt.
Dazu wurde die Oberflachenplasmonresonanz eingesetzt (Abb. 16, Abb. 21, Abb. 26, Abb. 30,
Abb. 35). Alle generierten mAks mit Ausnahme der anti-Hc/E Antikdrper wiesen eine Affinitét
Kp im einstelligen nM Bereich oder darunter auf. Antikorper mit schwacherer Affinitat wurden
im Screening verworfen. Fir die Detektion von BoNT/E wurden die affinsten der verfiigbaren
Antikorper ausgewahlt. Bei dem hdochst affinen anti-BoNT/C Antikérper C394 lag die Kp
unterhalb des Messbereiches, welcher bis 1 pM reicht (Tab. 29). Eine andere Arbeitsgruppe
entwickelte ebenfalls Antikorper gegen BoNT/A mit einer Affinitdt von 8-60 pM. Die
Bestimmung erfolgte hier mittels ELISA, daher sind die Zahlenwerte nur eingeschrankt
vergleichbar [299].

Bei den anti-BoNT/A Antikorpern wurde zusétzlich die Neutralisationswirkung untersucht.
Dazu wurde im mouse phrenic nerve Assay die Blockade der Wirkung von BoNT/A und /H
getestet. Es zeigte sich, dass 100 nM A778 bzw. A185 6 pM BoNT/A neutralisierten (Abb. 22).
Der mAk A2807 war sogar bei einer zehnfach hoheren Verdiinnung in der Lage, 6 pM BoNT/A
effektiv in vitro zu neutralisieren. Dieser Antikorper hatte zudem die hochste Affinitat
gegeniiber BONT/AL (Abb. 21 und Tab. 24). Beim Einsatz von 10 nM BoNT/H wurde fir die
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drei mAk (je 100 nM) eine Erhéhung der halomaximalen Paralysezeit auf etwa 110 min (A185,
AT778) bzw. 170 min (A2807) gemessen. Einer anderen Arbeitgruppe ist es mit Hilfe einer
Kombination von drei monoklonalen anti-BoNT/A Antikorper gelungen, Uberstand des
BoNT/H-Stammes im Tierversuch zu neutralisieren [301].

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass die neu generierten Antikorper hoch-affin und
spezifisch fur ihr Zielantigen sind. Sie wurden im indirekten ELISA, im Western Blot und mit
SPR untersucht. Die Antikdrper, welche hervorragende Ergebnisse in der Charakterisierung

zeigten, wurden fir die weitere Entwicklung verschiedener Toxinnachweisverfahren verwendet.

4.3  Stationare Einzeltoxinnachweise

Die Antikorper wurden fur den Einzeltoxinnachweis im Labor verwendet. Dabei konnten
verschiedene Formate realisiert werden. Die Antikorper wurden im Western Blot, im Sandwich
ELISA, im Suspensionsarray oder fir Immunoaffinititsreinigung eingesetzt. Der Western Blot
ist aufgrund seiner zweitdgigen Dauer und seines geringen Probendurchsatzes nur als
Bestatigungsdiagnostik flr positive Verdachtsproben geeignet. Der Sandwich ELISA ist die
einfachste und meist sensitivste Nachweisreaktion, daher wurde hier im Rahmen der Arbeit der
Schwerpunkt gelegt. Etablierte Sandwich ELISA kdnnen meist mit leichten Anpassungen in den
Suspensionsarray basierend auf der Luminex-Technologie Ubertragen werden (Daten nicht
dargestellt). SchlieBlich wurden die neu generierten Antikorper fur die Immunoanreicherung mit

nachfolgenden Endopep-Assays benutzt.

Die drei Antikorper fir SEA waren sehr gut geeignet fir die Verwendung im Sandwich ELISA.
Durch die Kombination aller drei Antikorper wurde ein Detektionslimit von etwa 2 pg/ml
erreicht (Abb. 17). Dies lag weit unter der wirkungsauslosenden Dosis von 0,1 pg fur einen
erwachsenen Menschen [3]. Fir SEA wurden in der Vergangenheit zwei kommerzielle ELISAs
entwickelt, Vidas und Ridascreen [51]. Beide Nachweisgrenzen lagen bei weniger als 31 pg/ml
SEA. Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Sandwich ELISA zeigte hier eine etwas bessere
Sensitivitat. Der ELISA wurde bereits in einem anderen Projekt fir die Detektion von SEA in
Kéase eingesetzt und lieferte hier verléssliche Ergebnisse (U. Fiebig (RKI), Daten nicht

dargestellt). Weitere Matrizes wurden noch nicht mittels des neu etablierten ELISAS untersucht.

Fur BoNT/A wurde ebenfalls ein sensitiver Sandwich ELISA entwickelt. Um mdglichst alle
Subtypen (Sequenzunterschiede bis zu 16 %, siehe 1.1.2) zu erfassen, wurden drei
Fangerantikorper eingesetzt. Die Antikorper A185 und A778 detektierten BoNT/A6 und /A7
aufgrund einer erhéhten Dissoziationsrate schwdacher, A2807 detektierte aus dem gleichen
Grund BoNT/A2 und /A3 schwécher. Durch Mischung der erwédhnten Antikorper (=oligoklonal)

wurden diese Nachteile ausgeglichen. Oligoklonale Mischungen von Antikorpern verbesserten
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die Detektion auch in anderen Nachweissystemen oder die Neutralisierung [57, 302]. Als
Detektionsantikérper wurde A120 verwendet, welcher die Hy-Doméne erkannte. So kam es zu
keiner sterischen Hinderung mit den Hc-spezifischen Fangerantikorpern. Mit Hilfe dieses
Sandwich ELISAs wurden die BONT/A Subtypen A1-Ab5 sowie A8 nachgewiesen (Abb. 23).
BoNT/A6 und /A7 lagen nicht als Volllangen-Toxine vor. BoNT/Al und /A3 wurden am
sensitivsten mit einer geschatzten Nachweisgrenze von 10 pg/ml detektiert, was vergleichbar
oder besser als publizierten Daten ist [160, 303]. BoNT/A2, /A5 und /A8 wurden etwa gleich
gut erkannt. Die halomaximale Effektorkonzentration lag bei 1,0 bis 2,4 ng/ml Toxin. BONT/A4
lieR sich schlechter detektieren, die ECsy lag bei 4,3 ng/ml. Ein Sandwich ELISA mit
umfassender Subtypenerkennung von BoNT/A wurde bisher nicht publiziert. ELISA fiir
BoNT/A, /B, /E und /F, welche in den Centers for Disease Control and Prevention in Atlanta
(USA) entwickelt wurden, wurden auf Subtyp-Erkennung getestet. Fiir BoNT/Al (zwei
Stamme), /A2, /A3 und bivalente Stdimme mit BoNT/A und /B ergaben sich zum Teil
Kreuzreaktivitaten mit dem BoNT/F-Nachweis [156]. Kalb et al. untersuchten die Affinititen
von 16 mAKks gegen BoNT/AL, /A2 und /A3 [300]. Diese wurden fiir Aktivitatsbestimmungen
mittels Endopep-MS Assay, aber nicht fur immunologische Nachweissysteme verwendet.

Fur BoNT/E wurde ein sehr sensitiver Sandwich ELISA mit einem LOD von ca. 20 pg/ml
etabliert (Abb. 27). Es zeigte sich, dass der Einsatz des pAk KE97 die Detektion im Vergleich
zum mAk E1346 deutlich verbesserte. Eine Kombination mit ahnlicher Sensitivitat, welche nur
aus monoklonalen Antikorpern besteht, wurde nicht gefunden. Andere verdffentlichte ELISA
wiesen Detektionslimits von 19 pg/ml und 107 pg/ml bzw. 163 pg/ml Komplex auf, dabei
wurde die Subtypenerkennung nicht spezifiziert [154, 160]. Der hier vorgestellte ELISA wies
die in der Arbeitgruppe vorhandenen Subtypen BoNT/EL, /E3 und den noch nicht publizierten
Subtyp /Ex (8 % Abweichung auf Aminosaure-Ebene zu BoNT/EL1 und /E3) nach. Weitere

Subtypen konnten mangels Verfugbarkeit nicht getestet werden.

Fur die Detektion von Toxinen aus Abrus precatorius wurden zwei sensitive Sandwich ELISA
entwickelt. Fir die Detektion von Abrin-a wurde ein Sandwich ELISA mit den Antikérpern
AP430 und AP3202 als Detektionsantikdrper aufgebaut (Abb. 37). Dieser hatte eine exzellente
Nachweisgrenze von ca. 10 pg/ml. Andere ELISA detektierten 100-500 pg/ml [223, 226] oder
waren weniger sensitiv [224, 225]. Die Abrin Detektion, welche im Rahmen dieser Arbeit
etabliert wurde, ist deutlich sensitiver als die bisher publizierten Verfahren.

Mit Hilfe der Antikdrper AP476 und AP2573-bio lieB sich Abrus Agglutinin mit einer
Nachweisgrenze von ca. 30 pg/ml detektieren (Abb. 37). Bislang wurde ein ELISA mit Lama-
Antikérpern publiziert, welcher ein LOD von 1,6 ng/ml Abrus Agglutinin aufweist [304]. Der

im Rahmen dieser Arbeit entwickelte ELISA verbessert die Detektionsmdglichkeiten deutlich.
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Beide ELISA zeigten eine leichte Kreuzreaktivitat auf das jeweils andere Protein, allerdings
musste dafiir eine mindestens hundertfach hohere Konzentration eingesetzt werden. Da Abrin-a
und Abrus Agglutinin etwa zu 95 % rein sind, konnten diese Signale von den 5%
Verunreinigung mit dem jeweils anderen Molekiil stammen. Dies gilt es weiter mit einer
reineren Proteinpraparation zu prifen. In der Zukunft sollten diese ELISAs fur den Einsatz in

Lebensmittelmatrizes und klinischen Proben untersucht werden.

4.4  Applikationsbeispiel: stationédre Differenzierung
veterinarpathogener BoNT mittels ELISA und Endopep-
MS Assay

Botulismus in Tieren wird mit den Mosaiktoxinen BoNT/C, /CD, /D und /DC assoziiert. Eine
eindeutige Differenzierung war bislang nur auf genetischer Ebene mdglich [120, 134]. Auf
immunologischer Ebene mittels Sandwich ELISA und Endopep-MS wurden die vier
veterindrpathogenen Toxine erstmals im Rahmen dieser Arbeit differenziert.

Fur BoNT/C, /CD, /D und /DC wurden vier hervorragende ELISA etabliert. Mit Hilfe von funf
Antikdrpern (C394, C9, D63, D967 und HcC10S) wurden vier Sandwich ELISA aufgebaut, die
jeweils spezifisch eines der vier verwandten Toxine detektieren (Abb. 39). Einer der Antikdrper
war jeweils gegen die leichte Kette gerichtet, der andere gegen den C-terminalen Teil der
schweren Kette. C394 und C9-bio bzw. D967-bio wurden fiur die Detektion von BONT/C bzw.
/CD benutzt. BONT/D wurde mit Hilfe von D63 und D967-bio nachgewiesen, BONT/DC mit
HcC10S und D63-bio. Statt HcC10S konnte HcC2378 eingesetzt werden, allerdings war hier
die Nachweisgrenze etwas hoher (Tab. 30). Kreuzreaktivitdit zu den jeweils anderen,
nahverwandten Toxinen wurde nicht beobachtet. Gleichzeitig waren diese ELISA sehr sensitiv
mit Detektionslimits zwischen 2 und 24 pg/ml. Damit sind sie deutlich sensitiver als der Maus
Bioassay, welcher 167 pg/ml BoNT/C bzw. 33 pg/ml BoNT/DC detektiert [288]. Ein kirzlich
vorgestellter ELISA im Mikroarray-Format erreichte &hnlich gute Nachweisgrenzen fur
BoNT/C und /DC [161], &ltere Publikationen berichteten von Nachweisgrenzen zwischen 0,25
und 1,5 ng/ml [158, 305]. Andere ELISA sind nicht in der Lage, die Mosaikvarianten bzw.
BoNT/C und /D zu unterscheiden [153, 158, 306, 307]. Die hohe Spezifitat und Sensitivitat der
hier entwickelten Sandwich ELISA stellt einen wesentlichen Fortschritt dar. Eine
Differenzierung aller vier Toxine auf immunologischer Ebene gelang erstmals in Rahmen dieser
Avrbeit.

Zusétzlich wurde eine umfassende Validierung der ELISAs durchgefuhrt, um die in Tab. 30
zusammengefassten KenngréRen zu ermitteln. Die Quantifizierungsgrenzen umfassten ungeféhr
zwei GroRenordnungen. Die Prazision der ELISAs wurde am Wendepunkt der 4-parametrischen

Kurve (ECso-Wert) bestimmt. Innerhalb eines Versuchs ergaben sich Variationskoeffizienten
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zwischen 3,3 und 6,4 %, an verschiedenen Tagen lagen die CV% bei 8,2 bis 24,4 %. Diese
Werte waren vergleichbar oder besser als Daten anderer Publikationen [161, 166, 303].

Die ELISAs fiir BoNT/C, /CD, /D und /DC wurden sowohl mit gereinigten Toxinen als auch
mit  Bakterienlberstanden  durchgefuhrt. Dazu wurden in einem ersten Schritt
39 Bakterienuberstande von isolierten C. botulinum-Stdmmen aus Botulismusfallen aus Europa
untersucht (Tab. 31). Mit Hilfe der vier ELISA wurden 6 BoNT/C, 27 BoNT/CD, 2 BoNT/D
und 4 BoNT/DC-Stamme detektiert. Diese Zuordnung wurde durch eine unabhéngige,
verblindet durchgefiihrte PCR im Labor von Woudstra und Fach bestatigt [120]. Zusétzlich
wurde ein Endopep-MS Assay zur Bestimmung der leichten Ketten-Aktivitat durchgefihrt.
Diese Ergebnisse deckten sich mit den anderen Methoden und werden unten ausfuhrlicher
diskutiert. Im zweiten Schritt wurden Bakterienuberstdnde verwandter Clostridien untersucht
(Tab. 32). Dazu wurden Uberstande von C. botulinum Gruppe 1, 11 und IV Stammen, welche die
BoNT Serotypen A, B, E, F, und G exprimieren, sowie nicht-toxische Stdmme und Stamme aus
der C. novyi sensu lato Gruppe mittels ELISA und PCR getestet. Es lieRen sich keine falsch-
positiven Signale finden. Im dritten Schritt wurden die Uberstande von primirem anaerobem
Anzuchtmaterial im ELISA untersucht (Tab. 33). Diese wurden direkt aus dem verddchtigen
Material oder Organen hergestellt und anaerob kultiviert, sodass diverse anaerob lebende
Bakterien und deren Stoffwechselprodukte im Uberstand zu finden waren [119, 158]. Hier fand
keine Selektion und Vereinzelung der Bakterien statt. Aus diesem Grund musste Clostridium
botulinum und das produzierte Toxin unter verschiedenen anaeroben Bakterien und
Stoffwechselprodukten detektiert werden. Trotzdem wurden 100 % Ubereinstimmung zwischen
PCR und ELISA erreicht. Es wurden 21 BoNT/CD und 2 BoNT/DC produzierende Kulturen
detektiert.

Neben den vorgestellten ELISAs wurde der Endopep-MS Assay weiterentwickelt. Mit dieser
Technik wird die funktionale Aktivitdt der BoNTs Uberpriift. Im ersten Schritt wurden die
veterindrpathogenen BoNT/C, /CD, /D und /DC mittels spezifischer Antikorper aus den
Bakterienuberstdnden angereichert. Hierzu eigneten sich anti-Hc- und anti-LC  Antikorper
gleichermaBen. Wichtig ist, dass die mAks die Funktionalitdt der Endopeptidase nicht
blockieren. Im der Literatur wurde daher oft auf Antikérper gegen die schwere Kette
zuriickgegriffen [268, 288, 300]. Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich, dass die Anreicherung
von BoNT-Komplexen mit den mAks gegen die leichte Kette (C394, D63) besser funktionierte.
Vermutlich war dieses Epitop leichter zugénglich als die Hc-Doméne, welche im nativen
Komplex von NTNHA umgeben ist [93]. Im zweiten Teil des Versuchs wurde das artifizielle
Substrat zu den angereicherten Toxinen zugegeben. BoNT/C und /CD schnitten ein Derivat von
SNAP25 [267], wohingegen fur /D und /DC ein VAMP-2-Peptidsubstrat verwendet wurde
[268]. Die C- und N-terminalen Schnittprodukte wurden im dritten Teil mittels MALDI-TOF-
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MS nachgewiesen. So lief? sich ein Nachweis der enzymatischen Aktivitét erzielen. Durch die
Kombination aus Antikorper gegen die schwere Kette (HcC2378 und D967) und
Endopeptidase-Aktivitat, wie in Abb. 41 dargestellt, konnten die vier Toxine eindeutig
differenziert werden. Eine andere Publikation fuhrte die Differenzierung im
Ausschlussverfahren durch [288]. Der Endopep-MS Assay zur Bestimmung der LC-Aktivitat
wurde mit dem Bakterienlberstand von isolierten Stammen erfolgreich durchgeflhrt (Tab. 31).
Die Uberstande von primarem Anzuchtmaterial wurden ebenfalls mit dem Endopep-MS Assay
getestet. Die Bestimmung der Aktivitat der LC stimmte in allen Fallen mit der PCR und dem
Sandwich ELISA Uberein (Tab. 33).

e . N e ‘ ~
Screeningmethode Bestiatigungsmethode
Vier ELISA Endopep-MS
Routinelabore Expertenlabore
(5-6 Stunden) (1-2 Tage)
J \.

Abb. 51: Schematischer Ablauf der Diagnostik veterinarpathoger Botulismusproben

Im ersten Schritt sollen die vier neu entwickelten ELISAs von Routinelaboren zum Screening von
veterindrmedizinischen Botulismusproben eingesetzt werden. Anschliefend kann eine Bestatigung mittels
Endopep-MS Assay in Expertenlaboren erfolgen.

Zusammen mit den neu etablierten ELISAs zur Differenzierung konnen nun die
veterindrpathogenen BoNT/C, /CD, /D und /DC auf zwei verschiedene Arten differenziert
werden (Abb. 51). Dabei kénnen die vier ELISA in Routinelaboren innerhalb eines Arbeitstages
durchgefuhrt und zukinftig kommerzialisiert werden. Aufgrund des hohen Probendurchsatzes
kénnen  Screenings von  verdachtigem Futterproben oder veterindrmedizinischem
Probenmaterial durchgefiihrt werden. Fir die Verwendung des Endopep-Assay ist ein
Massenspektrometer notwendig, was die Anwendbarkeit auf Expertenlabore einschrankt. Dieser
Assay bestatigt auf technisch unabhéngige Weise die Aktivitat des Toxins.

Mit Hilfe der neu entwickelten Tests kdnnen in Zukunft epidemiologische Studien zum
Auftreten der Mosaiktypen durchgefiihrt werden. Im Moment ist wenig tUber die Wirkungen der
molekularen Unterschiede auf das Erkrankungsbild und die betroffenen Tiergruppen bekannt.
Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Stdmme deuten darauf hin, dass die Mosaikform
BoNT/CD geh&uft bei Vogeln auftritt, wahrend BoNT/DC bei Rinderbotulismus gefunden
wurde (Tab. 31 und Tab. 33). Fur eine genauere Beantwortung dieser Fragestellung sollten in
Zukunft groRere epidemiologische Studien mit den neu entwickelten Tests durchgefiihrt

werden.
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4.5  Applikationsbeispiel: Multiplex- und Vor-Ort-
Detektionsplattform pTD

Fur den Multiplex-Nachweis mehrerer Toxine gleichzeitig gibt es stationdre und Vor-Ort-
Detektionsmethoden. Ein Ziel dieser Arbeit war die Implementierung der generierten mAK in
die Vor-Ort-Plattform pTD.

Die pTD Plattform wurde aus mehreren Grinden als geeignetes System angesehen: Die
Inbetriebnahme der Plattform erfolgt sehr schnell. Gerade die neu entwickelte Koffervariante
pTDi ist ohne stationdre Stromversorgung einsetzbar und kompakt zu transportieren (Abb. 12).
Das Gerat kann bereits nach kurzer Einweisung von Einsatzkraften von Polizei und Feuerwehr
betrieben werden. Es ist der zeitgleiche Nachweis mehrerer Antigene mdoglich. Zudem sind
Positiv- und Negativkontrollen im Nachweis integriert, welche die Verlasslichkeit der Messung
anzeigen.

Andere Vor-Ort-Detektionssysteme wie lateral flow assays und das ABICAP System haben im
Gegensatz zur pTD Plattform einige Nachteile [308, 309]. So kann hier meist kein Multiplex-
Nachweis durchgefiihrt werden. Zudem ist keine Negativkontrolle integriert. Vorteile der LFAs
sind ihre geringen Kosten und die Einfachheit der Benutzung. Uber die Sensitivitat kann kein
pauschales Urteil abgegeben werden, da dies immer von der Qualitdt der verwendeten
Antikorper abhangt.

Aus diesem Grund wurde entschieden, im Rahmen des GEFREASE-Projektes die generierten

monoklonalen Antikorper in das pTD System zu implementieren.

4.5.1 Einzeltoxindetektion mit dem pTD System

Um eine erfolgreiche Einzeltoxindetektion mit dem pTD System durchzufiihren, mussten
vorhandene Antikorper als Fanger- oder Detektionsantikdrper getestet werden. Die neu
entwickelten Sandwich ELISA-Kombinationen lieRen sich in fast allen Fallen vom
Mikrotiterplatten-Format auf die pTD Plattform (bertragen. Bei BoONT/E musste eine andere
Kombination ausgewahlt werden, da der Antikérper E1447 erst am Ende der Arbeit identifiziert

wurde.

Fur SEA wurden zwei Fangerantikorper, namlich SEA388 und SEA2353, zu gleichen Teilen
vermischt und gespottet. Als Detektionsantikdrper wurde SEA165-bio eingesetzt. Damit lieR
sich eine Nachweisgrenze von 0,25 ng/ml SEA erreichen (Abb. 42). Vergleicht man diesen Wert
mit anderen Biosensoren, so wurden einige Assays fur SEB mit ahnlichen Nachweisgrenzen
zwischen 0,1 und 1 ng/ml publiziert [59, 60]. Shlyapnikov et al. hingegen entwickelten einen

ultrasensitiven Nachweis fir SEA, hier wurden innerhalb von 10 min 0,1 pg/ml SEA detektiert
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[64]. Der verwendete Mikroarray, welcher mit einer Kamera ausgelesen wurde, sollte in
Zukunft ebenfalls in ein Vor-Ort-System eingebaut werden, ist allerdings erst in einem
experimentellen Stadium. Das pTD System ist flir SEA etwa genauso sensitiv wie ein LFA [56].
In Anbetracht der Tatsache, dass SEA erst ab ca. 100 ng eine Wirkung auf den Menschen hat

[3], ist der Nachweis mit dem pTD System véllig zufriedenstellend.

Fur BoNT/E wurde eine Kombination aus dem Fangerantikorper E136 und dem polyklonalen
Detektionsantikdrper KE97-bio ausgewdhlt. So wurde ein Detektionslimit von 10 ng/ml
BoNT/E erreicht (Abb. 43). Andere Detektionssysteme wiesen vergleichbare LODs auf. Ein
LFA detektierte 20 ng/ml BoNT/E in 15 min [162]. Im ABICAP-System wurden 5 ng BoNT/E
in 500 upl Puffer, Milch und Trinkwasser nachgewiesen [241]. Die sensitivste ELISA
Kombination KE97 und E1447-bio konnte nicht ibertragen werden, da zum einen E1447 erst
nach Abschluss der Validierung zur Verfugung stand und zum anderen der pAk KE97 aus

unbekannten Grinden nicht mit gleichbleibender Qualitat gespottet werden konnte.

Der Nachweis des veterindrpathogenen BoNT/C gelang auf der pTD Plattform mit einer
Nachweisgrenze von 5 ng/ml (Abb. 44). Zu diesem Zweck wurden der mAk C394 auf der
Chipoberflache immobilisiert. Als Detektionsantikérper wurde eine Mischung von C9-bio und
HcC2378-bio verwendet, was die Detektion erleichterte.

In der Literatur konnten keine weiteren Biosensoren gefunden werden, welche BoNT/C
detektierten. LFAs wurde bislang nicht publiziert. Der im ABICAP System entwickelte
gleichzeitige Nachweis fir BoNT/C und /D wies ca. eine mausletale Dosis nach, mit einer
Inkubationszeit von 4 h. Wenn Sensitivitatsverluste akzeptabel waren, wurde die Durchfiihrung
auf 40 min verkdrzt. Eine Umrechnung in eine Konzentration wurde nicht angegeben [242]. Der
im Rahmen dieser Arbeit entwickelte BoNT/C-Nachweis stellt eine der ersten mobilen

Detektionsmdglichkeiten fur das Toxin dar.

Zudem wurde im Rahmen des Projektes ein Nachweis fiir BONT/D auf der pTD Plattform
entwickelt. Der mAk D63 wurde immobilisiert und D967-bio als Detektor verwendet. Es liel}
sich ein Detektionslimit von 2,5 ng/ml erzielen (Abb. 45). Fir BoNT/D wurden noch keine
vergleichbaren Biosensoren entwickelt. Ein entwickelter LFA hatte eine Nachweisgrenze von
50 pg/ml bei einer Inkubationszeit von 3,5 h, was fir einen Vor-Ort-Nachweis sehr lange ist
[164]. Der oben erwdhnt ABICAP Assay erlaubt die Detektion von einer mausletalen Dosis
[242].

Mit den vorgestellten Antikdrper-Kombinationen lieRen sich zusétzlich BoNT/DC oder /CD
nachweisen. Mit dem immobilisierten mAk C394 und dem Detektionsantikdrper D967-bio
wurde BoNT/CD detektiert. Der Nachweis von BONT/DC gelang mit D63 und HcC2378-bio.
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Durch einzelne Zugabe der biotinylierten Antikorper, wie in Kapitel 3.6.1.3 und 3.6.1.4, wurde
eine Differenzierung durchgefihrt. Im anschlieBenden Multiplex-Nachweis 3.6.2 liel? sich nicht
mehr unterscheiden: Ein gemessenes Signal bei C394 konnte von BoNT/C oder /CD stammen,
BoNT/D und /DC flhrten zu Signalen bei D63. Dieser Effekt war beabsichtigt, da

Mosaikvarianten die haufigeren in Europa sind [120].

Der Nachweis von Abrin-a gelang mit der gleichen Antikorper-Kombination wie im Sandwich
ELISA, mit AP430 als Fanger- und AP3202-bio als Detektionsantikdrper. Das Detektionslimit
wurde auf 1 ng/ml festgesetzt (Abb. 46).

Ein anderer Biosensor, basierend auf Aptameren und katalytischen Goldpartikeln, erreichte eine
Nachweisgrenze von 3 ng/ml, was vergleichbar mit dem hier entwickelten System ist [229]. Die
publizierten LFAs waren dhnlich sensitiv und wurden fur Lebensmittel und pulverférmige
Matrizes eingesetzt [218, 227]. Der Nachweis von Abrin-a mit dem pTD war daher gut
geeignet, um als Vor-Ort-Detektion benutzt zu werden. Einschrankend muss festgestellt werden,
dass die entwickelte Methode nur Abrin-a, aber keine anderen Isoformen nachweist.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass alle Einzelnachweise auf der pTD Plattform sensitiv bis
zu einem Detektionslimit im unteren ng/ml-Bereich und in 20 min Laufzeit funktionieren. Die
Kombinationen aus dem Sandwich ELISA wurden mit Ausnahme von BoONT/E Ubertragen,
allerdings war die Sensitivitat aufgrund der kiirzeren Reaktionszeit um einen Faktor 100-1 000
im Vergleich zur stationdren Messung im konventionellen ELISA-Format verringert. Durch
langere Reaktionszeiten lieRe sich dies verbessern, was den Probendurchsatz vermindert. Die
20 min Laufzeit stellen daher einen Kompromiss zwischen Sensitivitat und Geschwindigkeit der

Messung dar.

4.5.2 Multiplex-Nachweis und Validierung des pTD Systems

AnschlieRend wurde ein Multiplex-Nachweis der fiinf Toxine SEA, BoNT/C, /D, /E und Abrin
durchgefuhrt. Es wurden alle Kombinationen aus dem Einzeltoxinnachweis in den Multiplex-
Nachweis Gibernommen.

Im ersten Schritt wurden die Toxine einzeln mit allen biotinylierten Antikdrpern untersucht.
Hierdurch wurde analysiert, ob die Antikorper kreuzreaktiv auf andere Toxine waren. In diesem
Falle wiirden sich Signale bei nicht dem jeweiligen Toxin zugehdrigen Positionen ergeben. Hier
fanden sich keine Auffélligkeiten (Abb. 47). Das LOD des Nachweises von SEA, BoNT/C, /D
und /E verschlechterte sich geringfligig gegenlber dem Einzeltoxinnachweis (Tab. 41). Bei
Abrin-a gelang die Detektion mit der gleichen Sensitivitat. Die Anderung des Detektionslimits

lie sich auf eine Erhéhung des Schwellenwerts zurtickfuhren, der sich aus dem Hintergrund bei
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Pufferproben ergab. Der Schwellenwert wurde beim Multiplex-Nachweis aus allen
Probenpositionen berechnet, im Gegensatz dazu wurde beim Einzeltoxin-Nachweis nur die
toxinspezifische Position in die Berechnung einbezogen. Die normierten Signalintensititen
waren jedoch vergleichbar (Abb. 48). In einem laborbasierten Multiplex-Proteinarray-Format
wurde ein &hnliches Experiment durchgefihrt [161]. Hierbei wurde eine hohe Konzentration
jedes Toxins entweder mit dem passenden oder mit allen biotinylierten Antikdrpern benutzt. Es

zeigten sich wie im pTD System keine Kreuzreaktivitaten.

Im zweiten Schritt wurden alle Toxine zeitgleich nachgewiesen (Abb. 49). Veranderungen der
Sensitivitat wurden nicht festgestellt. Die Signalintensitdten waren vergleichbar mit den
Einzeltoxinnachweisen mit einem bzw. allen biotinylierten Antikorpern. Das pTD System ist
daher sehr gut fur den Multiplex-Nachweis geeignet und kann mehrere Toxine aus einer Probe
nachweisen. Ein vergleichbarer Versuch wurde in einem anderen Vor-Ort-Detektionssystem,
dem ArrayTube System, durchgefiihrt. Hier &nderten sich die Detektionslimits beim
gleichzeitigen Nachweis von finf biologisch relevanten Agenzien nicht bzw. stiegen um den
Faktor 2-5 [310]. Weingart et al. zeigten in einem anderen Biochipsystem, dass beim
simultanen Nachweis von BoNT/A, SEB und Rizin ebenfalls keine Anderung des LOD auftrat
[61].

Der simultane Nachweis von SEA, BoNT/C, /D, /E und Abrin ist mit dem pTD mit hoher
Sensitivitat méglich. Durch die robuste Signalgenerierung traten keine Probleme beim Messen

mehrerer Toxine gleichzeitig auf.

Im dritten Schritt wurde die Leistung des pTD beim Einsatz von Lebensmittel- und
Umweltproben untersucht (Abb. 50). Komplexe Matrizes stellen eine Herausforderung dar, weil
hoher Fett-, Protein- oder Salzgehalt oder Variationen des pH-Wertes auftreten kdénnen. Zudem
kdnnen Proteasen oder andere Enzyme vorliegen, welche das Ergebnis verfalschen [90].

Zur Analyse wurde Toxin in den Lebensmitteln Milch und Mineralwasser untersucht. Zudem
wurden eine Luftkeimsammlerprobe sowie Boden und Staub mit Toxinen dotiert. Die
Konzentration der Toxine ergab sich anhand der vorher bestimmten Konzentrationsreihe, so
dass der normalisierte Wert der entsprechenden Verdlnnung in Puffer zwischen 20-45 % lag.
Auf diese Weise konnten Abweichungen nach oben und unten gemessen werden.

Die Toxine in den flussigen Matrizes wurden gut nachgewiesen. Die Signalintensitaten zeigten
keine klare Tendenz, verglichen mit der Signalstérke in Puffer. Bei BoNT/C wurde ein erhohtes
Signal, bei den anderen Toxinen wurden &hnliche Signale oder leicht niedrigere als in Puffer
gemessen. In anderen Publikationen finden sich Hinweise darauf, dass die Signalintensititen
oder LODs unterschiedlicher, aber verwandter Toxine in gleichen Matrizes variieren. So zeigten

BoNT/A und /B in den gleichen Lebensmitteln relativ betrachtet unterschiedliche Ergebnisse
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[143, 154]. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fur die limitierte Anzahl an getesteten
Lebensmitteln keine Schwierigkeiten auftraten.

Bei den untersuchten Umweltproben musste zwischen den festen und der flissigen Probe(n)
differenziert werden. Die mit Toxin versetzte Luftkeimsammlerprobe, welche in PBS-T
aufgenommen wurde, fiihrte in allen Fallen zu einem sicheren Nachweis. Die festen Matrizes
Boden und Staub, welche als 10%ige LOsung eingesetzt wurden, ergaben eine deutliche
Reduktion des Signals bei BONT/E und Abrin-a. Es wurde angenommen, dass die Toxine
unspezifisch an die Partikel banden und durch den Filtrationsschritt entfernt wurden [311].
Wihrend Abrin-a bei der verwendeten Konzentration nachgewiesen wurde, wurde bei
100 ng/ml BoNT/E kein Signal detektiert. Erst bei Erhéhung auf 250 ng/ml wurde BoNT/E
detektiert. Moglicherweise interagiert BONT/E stdrker als die anderen Toxine mit den festen
Matrizes oder der pAk KE97-bio wird durch die in der Probe gelésten Substanzen aus Boden
und Staub gestort.

Der Nachweis von Toxinen aus Umweltproben ist mit dem pTD grundsatzlich moglich. Nach
einer kurzen Probenvorbereitung, welche auch fur Einsatzkrafte durchzufuhren ist, wurden die
Proben mit dem pTD vermessen. Komplexe Matrizes wie Boden oder Staub fiihrten je nach
Toxin zu einer Erhohung des Detektionslimits. Eine Testung weiterer Matrizes, wie Sand, Lehm
oder Flusswasser, wére in der Zukunft winschenswert, um die Einsetzbarkeit des pTD Systems

zur Untersuchung von Umweltproben besser bewerten zu kénnen.

Im letzten Schritt der Validierung wurde die Selektivitit des neu entwickelten Toxinnachweises
gegeniiber verwandten Toxinen untersucht. Dazu wurden sowohl gereinigte Toxine und
Proteine, wie auch Uberstinde von diversen Clostridien-Stammen benutzt. Unter den getesteten
SEs wurde rekombinantes SEA detektiert, SEB und SEE fiihrten zu keinen Signalen. Bei den
veterinarpathogenen BoNTs wurden die vier Toxine sowohl gereinigt als auch im Komplex
vorliegend in den Uberstanden nachgewiesen. Durch die Detektionsmischung ist keine
Differenzierung von BoNT/C, /CD sowie /D, /DC mehr moglich. Durch die Zuordnung der
Signale auf die entsprechenden Positionen wurden die leichten Ketten unterschieden. BoNT/C
und /CD ergaben ein Signal auf den Positionen mit mAk C394, BoNT/D und /DC mit D63.
Diese Mdoglichkeit der Detektion erganzte die in 3.5 vorgestellten laborbasierten
Nachweisverfahren. Bei BONT/E wurden die Subtypen /Elund /E3 detektiert. Es wére sehr
interessant, weitere Subtypen zu untersuchen. Rizin, Ricinus sowie Abrus Agglutinin wurden
negativ getestet. Die Selektivitat des Detektionssystems wurde damit umfassend aufgezeigt.
Ahnlich umfassende Studien zur Selektivitat wurden in wenigen anderen Vor-Ort-Systemen
durchgefihrt. Die LFAs zur Detektion von BoNTs wurden mit einer Vielzahl von Clostridien-
Stdmmen getestet und wiesen keine Kreuzreaktivitaten auf [154]. Im Gegensatz dazu waren die
entwickelten ABICAP Systeme nicht zu 100 % selektiv [241].
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Durch die Auswahl hoch-affiner und spezifischer Antikdrper wurde ein gezielter Nachweis von
SEA, BoNT/C, /D und /E sowie Abrin mdglich. Der neu entwickelte Chip wurde umfassend
validiert und kann bestehende Detektionsliicken durch die bevorstehende Kommerzialisierung
schlieRen.

4.5.3 Einsatzmdoglichkeiten des pTD

Das pTD wurde fur den Vor-Ort-Einsatz im Rahmen einer biologischen Gefahrenlage geplant.
Es ist robust, einfach zu bedienen und im Fall der Koffervariante ohne Stromversorgung zu
betreiben. Der Nachweis der biologischen Toxine erfolgt innerhalb von 20 min im unteren
ng/ml-Bereich. Im Rahmen des GEFREASE-Projektes wurde das Spektrum erweitert: Bacillus
anthracis, Francisella tularensis, Yersinia pestis, Vibrio cholera und Variola major wurden mit
neu generierten Antikorpern, welche vom CEA zur Verfiigung gestellt wurden, nachgewiesen
(personliche Kommunikation C. Péhimann, Bruker Daltonik).

Die Detektion biologischer Agenzien wurde in einer Anwenderibung simuliert und das pTD auf
seine Einsatzfahigkeit getestet. Ausgewdahlte Einsatzkréfte von Polizei und Feuerwehr hatten
Gelegenheit, die pTD Plattform unter Schutzausriistung zu testen. Zu diesem Zweck wurden
Chips entwickelt, welche das nicht-toxische Fragment Hc/C erkannten. Aufgrund der ortlichen
Gegebenheiten (kein Labor mit Schutzeinrichtungen) und der fehlenden Ausbildung der
Einsatzkrafte im Umgang mit biologischen Stoffen wurde auf nicht-toxische Surrogate
zuruickgegriffen. Um einen realistischen Einsatz zu simulieren, wurde die Detektion unter
personlicher Schutzausristung durchgefilhrt. Es wurden verschiedene biologische und
chemische Schutzanziige mit dazugehdriger Luftversorgung und entsprechendenen
Handschuhen von den Anwendern getragen. Durch diese Anziige war die Durchfiihrung einer
Messung deutlich erschwert, da die Motorik sehr eingeschrankt war. Das begrenzte Sichtfeld
flhrte zu Schwierigkeiten bei der Handhabung und dem Ablesen von Anzeigen. Trotzdem
waren die Einsatzkréfte nach einer kurzen Einweisung in der Lage, das pTD sicher zu bedienen.
Der Nachweis von Hc/C gelang aus Puffer, Boden, Milch und einer Luftkeimsammlerprobe
(Tab. 46). Die verschiedenen Matrizes stellten kein Problem dar, wie in Kapitel 3.6.3 gezeigt
wurde.

Im Anschluss wurde die Plattform von den Einsatzkréaften bewertet (Tab. 47). Das pTD wurde
positiv beurteilt, da hier Multiplex-Nachweise mdglich waren und es eine integrierte Positiv-
und Negativkontrolle gab. Etwa die Halfte der Personen stimmte fir eine volle Feldtauglichkeit
des pTD, d. h. Mitnahme des Geréts in den gefahrdeten Bereich; die anderen waren der
Meinung, dass das Gerat besser in einem mobilen Vor-Ort-Labor zum Einsatz kommen sollte.
Dies héatte mehrere Vorteile: Das Gerdat wirde von Personen benutzt, die eine spezielle
Einweisung bekommen und im gunstigsten Fall eine biologische/chemische Vorbildung hatten.

Zudem missten nur die verddchtigen Proben im Chemikalien- oder biologischen Schutzanzug
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gesammelt werden, die Messung konnte in Laborschutzausristung (Kittel, Handschuhe,
Schutzbrille) durchgefiihrt werden. Weiterhin miisste das pTD nicht von aul’en dekontaminiert
werden, was bei einem Einsatz in einer kontaminierten Umgebung eventuell ndtig wére. Der
Einbau in ein Vor-Ort-Labor, z. B. ein entsprechend ausgeristetes Auto oder ein Lastwagen, ist
mit der Labor- und Koffervariante (Abb. 12) mdglich. Weiteres Feedback wurde an die
Hersteller des pTDs gegeben, um die Koffervariante im Detail fur den Vor-Ort-Einsatz zu
optimieren. Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass das pTD in einer Anwenderiibung seine
Einsatzfahigkeit unter Beweis stellte und gut fir einen Vor-Ort-Einsatz im Rahmen einer
biologischen Gefahrenlage geeignet ist. Mit dem Nachweis der funf Toxine SEA, BoNT/C, /D,
/E und Abrin sowie den Pathogenen Bacillus anthracis, Francisella tularensis, Yersinia pestis,

Vibrio cholera und Variola major wird eine Vielzahl von biologischen Agenzien abgedeckt.

Weitere Vor-Ort-Detektionssysteme wie LFAs und das ABICAP-System sind dhnlich sensitiv,
aber nicht in der Lage, mehrere Agenzien gleichzeitig nachzuweisen (siehe 4.5.1). Das
ArrayTube System ist ebenfalls zu einem Multiplex-Nachweis féhig, allerdings dauert eine
Messung mehr als dreimal so lange wie beim pTD [310]. Das pTD ist daher aufgrund seines
sensitiven Nachweises und der breiten Detektionsmdglichkeiten unter den besten Vor-Ort- und
Multiplex-Detektionssystemen einzuordnen.
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4.6  Ausblick

Die generierten Antikorper wurden in den Kapiteln 3.1-3.4 ausfiihrlich charakterisiert. Nicht
abschlieBend beantwortet werden konnte die Frage der Subtyperkennung der einzelnen
Antikorper, da nur 13 der bekannten 24 Sub- bzw. Mosaiktypen von BoNT/A, /C, /D und /E zur
Verfugung standen. Mit den Antikorpern gegen die humanpathogenen Serotypen von BoNT
sollten in der Zukunft weitere Subtypen, mdglichst als Bakterienliberstande der natlrlich
vorkommenden Clostridien, untersucht werden. Um den Nachweis von Abrin breiter zu
evaluieren, sollte versucht werden, weitere Kultivare von Abrus precatorius aus anderen
Landern zu untersuchen. Zudem misste das Toxin-Reinigungsprotokoll modifiziert werden, um

in Zukunft die Isoformen Abrin-b, -c und -d zu reinigen.

Im Rahmen der Diagnostik von veterinarpathogenen BoNTs wurden sehr viele Stamme mittels
ELISA und Endopep-MS Assay positiv getestet, welche aus Botulismus-Ausbriichen in Europa
isoliert wurden. Woudstra et al. berichteten von Unterschieden der Flagellin-Gene der
veterinarpathogenen C. botulinum-Stamme in Europa, USA und Afrika. Anderungen in den
Epitopen der BoNTSs sind daher nicht auszuschlieen [135]. In der Zukunft kdnnten Stdmme aus
anderen Teilen der Welt untersucht werden, ob diese mit den entwickelten ELISAs erkannt
werden. Die vier etablierten ELISA sollten zukiinftig von Routinelaboren durchgefiihrt werden,
um veterindrmedizinisch relevante Proben auf BONTs zu untersuchen. So kdnnen
epidemiologische Studien zu Intoxikationsketten oder Qualititskontrollen von Futtermitteln
durchgefuhrt werden. Zu diesem Zweck sollten die ELISA kommerzialisiert werden. Im Falle
eines positiven Ergebnisses sollte eine Bestatigungsdiagnostik in Expertenlaboren mittels

Endopep-MS Assay erfolgen.

Die generierten und umfassend charakterisierten Antikdrper lassen sich fiir weitere Zwecke
verwenden. Es ware sehr interessant, diese in andere VVor-Ort-Detektionsplattformen wie lateral
flow assays oder das ABICAP System zu implementieren. Zusdtzlich konnten andere
Plattformen, wie die in GEFREASE weiter entwickelte KIM Plattform von Bertin Technologies
oder das kommerziell erhdltliche RAPTOR-System, getestet werden. Die KIM Plattform konnte
bisher SEB, Rizin und BoNT/C ebenfalls im niedrigen ng/ml-Bereich nachweisen
(Kommunikation bei Projekttreffen). Das RAPTOR System, welches auf einer optischen
Detektion der Antikdrperbindung basiert [312], wurde bereits fir Analysen von Lebensmitteln,
Flusswasser und klinischen Proben verwendet [313].

In weiteren Versuchen sollte eine groRere Anzahl an Matrizes untersucht werden. Neben Boden,
Staub, Luftkeimsammlerprobe, Mineralwasser und Milch kénnten weitere Lebensmittelproben,
wie verschiedene Getranke oder Fertignahrung, getestet werden. Die Wiederfindungsraten und

Nachweisgrenzen in verschiedenen Lebensmitteln unterscheiden sich haufig deutlich [155, 161,
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172]. Zusétzlich konnten klinische Proben wie Serum, Urin oder Stuhlproben untersucht

werden. Auch weitere Umweltproben wie Flusswasser oder Sand wéren denkbar.

Die im Rahmen des GEFREASE-Projektes erfolgreich weiter entwickelte pTD Plattform sollte
in der Zukunft fur ein breiteres Anwendungsfeld gedffnet werden. Dazu kénnten zum Beispiel
klinisch relevante Toxine wie C. difficile Toxine oder Shiga-Toxine nachgewiesen werden, fiir
die es einen grofen Markt im Bereich der medizinischen Diagnostika gibt. Die Plattform kdnnte
aullerdem fir niedermolekulare Toxine (wie Saxitoxine) oder den Nachweis von DNA

verschiedener Pathogene erweitert werden.
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Biologische Toxine sind aufgrund ihrer Toxizitat und ihres Vorkommens von hoher Relevanz
im Gesundheits-, Lebensmittel- und Sicherheitsbereich. Akzidentelle und intentionale
Intoxikationen haben das Potential, schwerwiegende Krankheitsbilder zu induzieren, welche
letal verlaufen kénnen. Ein schneller, sensitiver und spezifischer Nachweis der auslésenden
Proteine ist entscheidend, um adéquate SchutzmalRnahmen und Behandlungsoptionen zu
ergreifen. Das Hauptziel dieser Arbeit war die Entwicklung von stationdren und mobilen
immunologischen Nachweissystemen flr Staphylokokken Enterotoxin A (SEA), Abrin und die
Botulinum Neurotoxine BoNT/A, /C, /CD, /D, /DC und /E. Technisch herausfordernd ist das
sichere Erfassen von Toxinen, die in komplexen Gruppen nahverwandter, funktionell &hnlicher
Molekile vorkommen und — je nach Fragestellung — differenziert werden mussen.

Im Rahmen der Arbeit wurden, basierend auf 10 Hybridoma-Fusionen, insgesamt
25 monoklonale Antikdrper (mAK), die die genannten Toxine spezifisch und hoch-affin binden,
isoliert und umfassend charakterisiert. Die neuen Reagenzien wurden verwendet, um stationére

(laborbasierte) und mobile (vor Ort) Detektionsverfahren zu etablieren.

Fur die humanpathogenen BoNT/A und /E gelang beispielsweise die Entwicklung von
Sandwich ELISAs, welche alle in der Gruppe vorhandenen Subtypen nachweisen. Ausgewahlte
mAk waren in der Lage, BONT/A sowie ein kirzlich neu identifiziertes Mosaiktoxin BoNT/H in
vitro zu neutralisieren. Mit Hilfe der anti-Abrin mAk gelang die Differenzierung zwischen
Abrin-a und dem nahverwandten, aber deutlich weniger toxischen Abrus Agglutinin. Alle
etablierten Toxin-spezifischen Sandwich ELISAs erwiesen sich als &uferst sensitiv mit
Nachweisgrenzen zwischen 2 und 30 pg/ml Toxin, was mehrere GréRenordnungen unterhalb
der halbletalen Dosen fur Menschen liegt.

Durch die neu generierten Antikorper gegen veterinarpathogene BoNT (Serotypen C, D und
ihre Mosaikvarianten CD und DC) gelang erstmalig eine eindeutige Differenzierung der Toxine
auf Basis von vier Sandwich ELISAs. Die Ergebnisse konnten auf funktioneller Ebene bestatigt
werden, indem die Mosaiktoxine einer Kombination aus Immunoaffinitatsanreicherung,
enzymatischem Aktivitdtstest und massenspektrometrischer Analyse unterzogen wurden. Eine
umfassende Validierung der vier differenzierenden ELISAs im Vergleich zu funktionellen
(Endopep-MS Assay) und genetischen Methoden (PCR) bei Testung von mehr als 90
Clostridien-Stammen und veterinarpathogenen Realproben ergab eine 100%-ige Uberein-

stimmung der Ergebnisse.

Zur Etablierung eines schnellen und einfachen Multiplex-Detektionssystems, das von

Einsatzkréaften vor Ort eingesetzt werden kann, wurden die Antikorper gegen SEA, BoNT/C,

/D, /E und Abrin in die vollautomatisierte Detektionsplattform pTD, einem elektrischen
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Biochipsystem, implementiert. Die finf Toxine konnten simultan oder einzeln innerhalb von
20 min Messzeit mit ausreichender Sensitivitat und einem Detektionslimit zwischen 0,5 und
17,5 ng/ml detektiert werden. Das pTD System erfasste die Toxine in ausgewahlten dotierten
Umwelt- oder Lebensmittelproben ohne Kreuzreaktivitaten. In einer Anwenderlbung wurde die
pTD Plattform erfolgreich durch Einsatzkrafte von Polizei und Feuerwehr auf Praxistauglichkeit
gepruft. Auf Basis der erhaltenen Ergebnisse soll der hier entwickelte Biochip zur Detektion
von SEA, BoNT/C, /D, /E und Abrin in Kiirze durch den industriellen Kooperationspartner

kommerzialisiert werden.

Insgesamt wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit qualitativ hochwertige mAk zum
Nachweis von SEA, Abrin, BoNT/A, /C, /CD, /D, /DC und /E etabliert und umfassend
charakterisiert, mit denen bestehende Fahigkeitsliicken im Bereich stationdrer und mobiler

Detektionssysteme geschlossen wurden.
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Biological toxins are relevant in the security sector as well as in the health and food sector due
to their toxicity and availability. Inadvertent and intended intoxications potentially induce
severe and possibly fatal diseases. Therefore, a rapid, sensitive, and specific detection of toxins
is highly important in order to take adequate countermeasures. The aim of this thesis was to
develop stationary and mobile detection methods for staphylococcal enterotoxin A (SEA), abrin,
and the botulinum neurotoxins BoNT/A, /C, /CD, /DC, and /E. The fact that toxins occur in
groups of highly related and functionally similar variants is technically challenging since all
variants have to be detected and, if necessary, differentiated.

Based on 10 hybridoma fusions, a total number of 25 monoclonal antibodies (mAb) with high
specificity and affinity were isolated and thoroughly characterized. Stationary (lab-based) and
mobile (on-site) detection methods were established using the newly generated antibodies.

For example, sandwich ELISAs developed for the detection of serotypes BoNT/A and /E
pathogenic to humans were able to detect all available subtypes. Furthermore, several mAbs
showed in vitro neutralization of BoNT/A and of the recently identified mosaic toxin BoNT/H.
Moreover, anti-abrin mAbs enabled the differentiation of abrin and the closely related, but less
toxic Abrus agglutinin. In sum, all established sandwich ELISAs were highly specific and
sensitive with detection limits between 2 and 30 pg/mL toxin, which corresponds to several

magnitudes below half-lethal doses in humans.

For the first time, veterinary BoNT serotypes C, D and their mosaic toxins CD and DC were
unambiguously differentiated by four distinct sandwich ELISAs based on highly specific mAbs.
Additionally, results were verified on a functional level by a combination of
immunoenrichment, enzymatic cleavage assays, and mass spectrometry analysis. The ELISAs
were extensively validated and results showed 100% concordance with data obtained by
functional (Endopep-MS assay) and genetic methods (PCR) using a panel of more than 90

Clostridium strains and real sample material from veterinary botulism outbreaks.

In order to establish a fast and reliable mobile detection system, which can be used by first
responders, antibodies against SEA, abrin, BoNT/C, /D, and /E were implemented in the fully
automated on-site detection platform pTD. With this electrical biochip system, the five toxins
could be detected either separately or simultaneously within 20 min with detection limits
ranging between 0.5 and 17.5 ng/mL. Closely related toxins showed no cross-reactivity. The
system was suitable for detection of the mentioned toxins from selected environmental samples
and beverages. The usability of pTD was successfully demonstrated in a training scenario by
first responders from police and fire brigades. Based on these results, the newly established
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biochip for the detection of SEA, BoNT/C, /D, /E and abrin will subsequently be
commercialized by the industrial cooperation partner.

To conclude, dedicated monoclonal antibodies for the detection of SEA, abrin and the
botulinum neurotoxins BoNT/A, /C, /CD, /DC, and /E were established and thoroughly
characterized in this work in order to significantly improve stationary and mobile detection

methods.
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9 Anhang

9.1 Immunisierungen

9.1.1 SEA Immunisierung

Mausstamm: NMRI

Antigen: rekombinantes SEA (rSEA)
Getestete Hybridoma-Uberstande: 2500
Isolierte Antikorper: SEA165 und SEA388

KFA: Komplettes Freunds Adjuvans, IFA: inkomplettes Freunds Adjuvans

Immunisierung  Tag Antigen Adjuvans
1 0 25 g rSEA KFA
2 35 50 ug rSEA IFA
3 63 50 pg rSEA IFA
4 72 50 ug rSEA -
5 73 50 pg rSEA -

74 FUSION

Mausstamm: NMRI

Antigen: rekombinantes SEA (rSEA) und SED
Getestete Hybridoma-Uberstande: 2400

Isolierte Antikdrper: SEA2353, SED928, SED1280

Immunisierung  Tag Antigen Adjuvans

1 0 25 ug rSEA KFA

2 35 50 ug rSEA IFA

3 63 50 ug rSEA IFA

4 101 20 pg SED IFA

5 115 20 pg SED IFA

6 133 je 12,5 ug rSEA und SED -

7 134 je 12,5 ug rSEA und SED -

8 135 je 12,5 ug rSEA und SED -

136 FUSION
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Titertest SEA Mause
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Verdlinnung

SEA (gereinigt, Toxin Technologies) wurde in einer Konzentration von 500 ng/ml auf einer
Mikrotiterplatte in PBS mit 1 pg/ml BSA immobilisiert. Nach der Blockierung unspezifischer Bindungen
wurde das Serum der NMRI-Mduse in den angegebenen Verdinnungen in Blockpuffer inkubiert. Der
Nachweis erfolgte durch einen POD-gekoppelten Ziege-anti-Maus Antikdrper und TMB.

9.1.2 BONT/A und /E Immunisierung

Mausstamm: BALB/c

Antigen: Hc/AL, He/Bl, HA/EL und Hc/F1
Getestete Hybridoma-Uberstande: 2500
Isolierte Antikorper: B488, E1346 und F1726

Immunisierung Tag Antigen Adjuvans

1 0 je 20 ug He/B1 und He/F1 KFA

2 35 je 20 ug He/Al und H/E1 IFA

3 67 je 20 ug He/Al und He/B1 IFA

4 104  je 20 ug Ho/E1 und He/F1 IFA

5 145  je 10 ug Ho/AL, Ho/B1, Ho/EL und Ho/F1  IFA

6 180  je 10 ug Ho/AL, Ho/Bl, Ho/EL und Ho/F1  IFA

7 228  je 10 ug He/Al, Ho/B1, Ho/EL und Ho/F1  IFA

8 264  je1pgHc/AL He/B1, He/E1 und He/F1 -

266 FUSION
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Mausstamm: NMRI

Antigen: Hc/Al, He/B1, He/EL und He/F1
Getestete Hybridoma-Uberstande: 1650
Isolierte Antikorper: A185, A778, A1103, A1121, A2807, F757

9 Anhang

Immunisierung Tag  Antigen Adjuvans
1 0  25pg H/AL KFA
2 34  25ugHc/El IFA
3 66 25 ug Hc/B1 IFA
4 96 25 pug Hc/F1 IFA
5 125 25 pug Hc/B1 IFA
6 153 25 pg HJ/AL IFA
7 313 je1pgHc/AL Ho/BL, Ho/EL und He/F1 -
315 FUSION

Titertest siehe Abb. 18

BoNT/E Immunisierung Tier 1

Mausstamm: NMRI

Antigen: He/EL1 und scBoNT/E

Getestete Hybridoma-Uberstande: 800

Isolierte Antikorper: E3128, E3194, E3226, E1447

Immunisierung Tag  Antigen Adjuvans
1 0  25ugHc/EL KFA
2 121 25ug He/E1 IFA
3 169 25 pug Hc/E1 und 1 pg scBoNT/E IFA
4 204 25 pg Ho/EL -
S 205 25 g Hc/EL -
6 206 25 g Hc/EL -
207 FUSION
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BoNT/E Immunisierung Tier 2

Mausstamm: NMRI

Antigen: He/EL und scBoNT/E

Getestete Hybridoma-Uberstande: 2800

Isolierte Antikorper: keine

9 Anhang

Immunisierung Tag  Antigen Adjuvans

1 0  25pgH/EL KFA
2 92 20 pg Ho/EL IFA
3 128 25 pug H/EL IFA
4 176  25pg He/E1lund 1 pg scBoNT/EL  IFA
5 211 25 ug H/EL -
6 212 25ug H/EL -
7 213 25 pug Ho/EL -

214  FUSION
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Verdiinnung

BoNT/E3 (Metabiologics) wurde in einer Konzentration von 500 ng/ml auf einer Mikrotiterplatte in PBS
mit 1 pug/ml BSA immobilisiert. Nach Blockierung unspezifischer Bindungen wurde das Serum der beiden
NMRI-M&use in den angegebenen Verdinnungen in Blockpuffer inkubiert. Der Nachweis erfolgte durch
einen POD-gekoppelten Ziege-anti-Maus Antikdrper und TMB.
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9.1.3 Hc/C Immunisierung

Mausstamm: BALB/c
Antigen: Hc/C

Getestete Hybridoma-Uberstande: 4400
Isolierte Antikorper: HcC141, HcC515, HcC1304 und HcC2378

9 Anhang

Immunisierung Tag Antigen Adjuvants
1 0 50 pgHd/C KFA
2 23 50 pg Ho/C IFA
3 44 50 ug He/C IFA
4 437 50 ug He/C IFA
5 487 50 ug He/C IFA
6 512 50 ug He/C IFA
7 519 50 ug He/C -

8 520 50 ug He/C -
9 521 50 pg He/C -
522  FUSION
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Verdlnnung

BoNT/C (Metabiologics) wurde in einer Konzentration von 500 ng/ml auf einer Mikrotiterplatte in PBS mit
1 pg/ml BSA immobilisiert. Nach der Blockierung unspezifischer Bindungen wurde das Serum der
BALB/c-Maus in den angegebenen Verdiinnungen in Blockpuffer inkubiert. Der Nachweis erfolgte durch

einen POD-gekoppelten Ziege-anti-Maus Antikdrper und TMB.
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9.1.4 Abrin Immunisierungen

Mausstamm: NMRI

Antigen: Abrin Rohextrakt Toxoid
Getestete Hybridoma-Uberstande: 900
Isolierte Antikorper: AP10, AP54, AP60 und AP69

9 Anhang

Immunisierung Tag  Antigen Adjuvans
1 0 50 pg Abrin Rohextrakt Toxoid KFA
2 66 50 pg Abrin Rohextrakt Toxoid IFA
3 114 5 g Abrin Rohextrakt IFA
4 169 10 pg Abrin Rohextrakt IFA
5 323 50 pg Abrin Rohextrakt Toxoid -
6 324 50 pg Abrin Rohextrakt Toxoid -
7 325 50 pg Abrin Rohextrakt Toxoid -
326  FUSION
Mausstamm: BALB/c
Antigen: Abrin Rohextrakt Toxoid und natives Abrin-a
Getestete Hybridoma-Uberstande: 900
Isolierte Antikdrper: AP2573, AP3202, AP3659 und AP3808
Immunisierung  Tag  Antigen Adjuvans
1 0 50 pg Abrin Rohextrakt Toxoid KFA
2 27 50 pg Abrin Rohextrakt Toxoid IFA
3 125 5 pug Abrin Rohextrakt IFA
4 173 5 pg Abrin Rohextrakt IFA
5 285 10 pg Abrin Rohextrakt IFA
6 419 25 g Abrin Rohextrakt Toxoid und 1 pg IFA
natives Abrin-a
7 453 25 g Abrin Rohextrakt Toxoid und 1 pg IFA
natives Abrin-a
8 487 25 pg Abrin Rohextrakt Toxoid und 1 pg IFA
natives Abrin-a
9 537 11 g Abrin Rohextrakt Toxoid und 2 pg IFA
natives Abrin-a
10 573 25 pug Abrin Rohextrakt Toxoid und 1 pg IFA

natives Abrin-a
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11 599 50 pg Abrin Rohextrakt Toxoid -

12 600 25 pg Abrin Rohextrakt Toxoid -

13 601 50 pg Abrin Rohextrakt Toxoid -
602  FUSION

Titertest Abrin Mause
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Verdunnung

Abrin (Rohextrakt) wurde in einer Konzentration von 500 ng/ml auf einer Mikrotiterplatte in PBS mit
1 pg/ml BSA immobilisiert. Nach der Blockierung unspezifischer Bindungen wurde das Serum der
BALB/c- und der NMRI-Maus in den angegebenen Verdinnungen in Blockpuffer inkubiert. Der Nachweis
erfolgte durch einen POD-gekoppelten Ziege-anti-Maus Antikérper und TMB.
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9.1.5 Weitere durchgefihrte Fusionen

Mausstamm: NMRI

Antigen: Abrin Rohextrakt gekoppelt an Beads

9 Anhang

Getestete Hybridoma-Uberstande: 2500
Isolierte Antikorper: keine
Immunisierung  Tag  Antigen Adjuvans
1 0 10 pg Abrin Rohextrakt an Beads KFA
2 34 10 pg Abrin Rohextrakt an Beads IFA
3 68 10 pg Abrin Rohextrakt an Beads IFA
4 118 10 pg Abrin Rohextrakt an Beads IFA
5 159 25 ug Abrin Rohextrakt Toxoid IFA
6 180 10 pg Abrin Rohextrakt an Beads -
7 181 5 pg Abrin Rohextrakt an Beads -
8 182 10 pg Abrin Rohextrakt an Beads -
183  FUSION

Mausstamm: BALB/c

Antigen: Hc/E1

Getestete Hybridoma-Uberstande: 3400

Isolierte Antikdrper: keine

Immunisierung Tag  Antigen Adjuvans
1 0 35 ug He/E1 KFA
2 26 25pg HC/EL IFA
3 54 20 pg Hc/EL IFA
4 61 25 ug Hc/EL -
5 62 25 pg He/El -
63 FUSION
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9.2  Chiplayout fur die pTD Plattform

Alle Antikorper wurden mit einer Konzentration von 0,5 mg/ml (bei zwei Ak je 0,25 mg/ml)
gespottet. Als Positivkontrolle wurde ein biotinylierter Kaninchen-Antikérper von Analytik Jena
zur Verfugung gestellt. Die Negativkontrolle bei allen Chips war Maus Immunglobulin. Alle
biotinylierten Detektionsantikérper wurden einzeln eingesetzt, soweit nicht anders angegeben.

9.2.1 Layout zur Detektion von SEA und BoNT/E (Biochip 1)
Anzahl Chips: 80
Verwendete Bio-Antikorper:  SEA165-bio, SEA388-bio, Mischung aus SEA388-bio/

SEA2353-bio, E136-bio, E163-bio, E173-bio, KE97-bio
Zweck: Untersuchung von BoNT/E und SEA

1 l 4 l 7 l 10 l 13 l
2 l 5 l 8 l 11 l 14 l
3‘ 6‘ 9‘ 12‘ 15‘

9.2.2 Layout zur Detektion von BoNT/C und /D (Biochip 2)

Anzahl Chips: 80
Verwendete Bio-Antikorper:  C9-bio, C1352-bio, C394-bio, D63-bio, D967-bio
Zweck: Untersuchung von BoNT/C und /D

3‘ 6‘ 9‘ 12‘ 15‘
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9.2.3 Layout zur Detektion von Hc/C (Biochip 3)

Anzahl Chips: 260 (zwei Lieferungen)

Verwendete Bio-Antikdrper:  C9-bio, HcC141-bio, HcC1304-bio, HcC2378-bio, E136-bio,
KE97-bio

Zweck: Untersuchung von Hc/C, ergédnzende Versuche zu BONT/E

1. 4. 7. 10. 13.
2. 5. 8. 11. 14. 16.
?'llll" i'llll" ?'llll) 1i||IIl) 1illll')

9.2.4 Layout zur Detektion von Abrin (Biochip 4)

Anzahl Chips: 80

Verwendete Bio-Antikorper:  AP430-bio, KAP142-bio, AP476-bio, AP406-bio, AP267-bio,
AP3202-bio

Zweck: Untersuchung von Abrin Rohextrakt und Abrin-a

ASF: 0,5 mg/ml Asialofetuin

1

7 10 13
11 14 16
9 12 15
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9.2.5 Layout fur Anwenderiibung (Biochip 5)

Anzahl Chips: 160
Verwendete Bio-Antikdrper:  HcC1304-bio
Zweck: Nachweis von Hc/C

““13

9.2.6 Layouts zur Antikorperfindung fir Multiplex-Chip (Biochip 6 und 7)

Biochip 6

Anzahl Chips: 80

Verwendete Bio-Antikdrper:  C394-bio, D63-bio, KE97-bio, SEA388/SEA2353-bio,
AP430-bio

Zweck: Nachweis von SEA, Abrin-a, BoNT/C, /D und /E

1 l 4 l 7 l 10 l 13 l
2 l 5 l 8 l 1 l 14 l 16 l
3‘ 6‘ 9‘ 12‘ 15‘
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Biochip 7

Anzahl Chips: 80

Verwendete Bio-Antikdrper:  HcC2378-bio, D967-bio, E136-bio, SEA165-bio, AP3202-bio,
Mischung aus HcC2378-bio und C9-bio

Zweck: Nachweis von SEA, Abrin-a, BoNT/C, /D und /E

1l 4l 7l 10l 13l

9.2.7 Layout finaler Chip (Biochip 8)

Anzahl Chips: 500

Verwendete Bio-Antikorper:  Mischung aus HcC2378-bio, C9-bio, D967-bio, KE97-bio,
SEA165-bio, AP3202-bio

Zweck: Nachweis von SEA, Abrin-a, BoNT/C, /D und /E

1 l 4 l 7 l 10 l 13 l
2 l 5 l 8 l 1 l 14 l 16 l
3‘ 6‘ 9‘ 12‘ 15‘

184




9 Anhang

9.3  Uberblick: Anti-BoNT/B und -BoNT/F Antikorper

Name Spezifitdt Isotyp  Indirekter Sandwich Western  Affinitdt
ELISA ELISA Blot  Kp [nM]
B488 BoNT/B 19G2a + +++ n. d. 9
F757 BoNT/F >> BoNT/A 1gG2b ++ ++ - 3
F1726 BoNT/F IgG1 ++ +++ + 0,07

Die drei Antikorper gegen BoNT/B und /F wurden mittels indirektem und Sandwich ELISA
sowie mittels Western Blot untersucht. +++ bedeutet sehr gute Reaktivitét, ++ gute, + schlechte, -
keine Reaktivitat. Der Isotyp wurde mittels Isotyping Kits und die Affinitdt mittels SPR
analysiert; n. d. nicht durchgefihrt.

9.4  Nachweis der Klonalitat mittels Durchflusszytometrie

Ohne anti-Maus Antikorper-Cy5 Mit anti-Maus Antikérper-CyS5

Ungate:
Specimen_001_API202_006.fes
ent Count: 5000

Um Hybridomazellen zu untersuchen, ob sie eine einheitliche klonale Population darstellen,
wurde eine intrazellulare Farbung der Antikorper durchgefiihrt und mittels Durchflusszytometrie
analysiert (siehe auch 2.2.3.7). Die Hybridomaklone wurden Formalin-fixiert, mit Saponin-Puffer
permeabilisiert und intrazelluldre Ak wurden mit Cy5-markiertem anti-Maus IgG-spezifischem
Antikorper angefarbt (rechts). Die linke Messung diente als Kontrolle ohne Farbung. Die
Auswertung erfolgte an einem LSRII Durchflusszytometer. Anhand der Vorwarts- und
Seitwadrtsstreuung wurden fixierte Zellen ausgewéhlt (87,6 bzw. 88,1 % aller Zellen in der
Beispielabbildung, jeweils links). Diese wurden anschlieRend auf Fluoreszenz analysiert: Bei der
Kontrolle sind 0,022 % positiv, bei den gefarbten 99,4 %. Das Ergebnis wies auf eine

einheitliche, klonale Population hin.
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9.5 Untersuchung der Epitopfamilien der anti-Hc/A Antikorper

A185 AT78
4007 — A185 400~
— AT778
— — A2807 —
> 3001 A — 3 300-
o S
LL 200+ £, 200
- -
T x
< 100- < 100-
O T T T T 1 0 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Zeit [sec] Zeit [sec]
A2807

400~
=
(&]
LL
o~
L,
-
T
<

0

0 50 100 150 200 250
Zeit [sec]

Fur das Bestimmen der Epitopfamilien mittels SPR wurde der zu analysierende erste Antikorper
tiber einen CM5 Chip mit Maus-Capture-Kit immobilisiert (oben links: A185; oben rechts: A778;
unten links: A2807). Nach dem Blocken freier Bindungsstellen mit Maus IgG wurde HcAL
injiziert. Anschlieend wurde der zweite Antikdrper (Zeitpunkt 0 sec; A185, rot; A778, braun;
A2807, blau) zugegeben. Die Kurven wurden jeweils auf eine Doppelinjektion des gleichen
Antikorpers referenziert (gleicher Antikérper als erster und zweiter Antikorper). Bei
unterschiedlichen Epitopen wurde ein deutlicher Signalzuwachs gemessen, bei einer sterischen
Hinderung nicht [274].
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9.6  Untersuchung der Epitopfamilien der anti-Hc/C Antikorper

HcC141 HcC515
5007 — HcC141
—400- — HcC515 — 400
o — HcC1304 o
E_j’ 3004 — HcC2378 E
='200- -SZOOA
4 74
<1100 <
G T T T T 1 T T T T 1
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Zeit [sec] Zeit [sec]
HcC1304 HcC2378
600- 600-
) )
£ 400+ & 400+
S S
5 L,
& 200-| > 200-
< l <
O 1 1 1 1 1 G T T T T 1
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Zeit [sec] Zeit [sec]

Fiur das Bestimmen der Epitopfamilien mittels SPR wurde der zu analysierende erste Antikorper
tiber einen CM5 Chip mit Maus-Capture-Kit immobilisiert (oben links: HcC141; oben rechts:
HcC515; unten links: HcC1304; unten rechts: HcC2378). Nach dem Blocken freier
Bindungsstellen mit Maus 1gG wurde Hc/C injiziert. Anschlielend wurde der zweite Antikorper
(Zeitpunkt 0 sec; HcC141, rot; HcC515, braun; HcC1304, schwarz; HcC2378, blau) zugegeben.
Die Kurven wurden jeweils auf eine Doppelinjektion des gleichen Antikorpers referenziert
(gleicher Antikorper als erster und zweiter Antikorper). Bei unterschiedlichen Epitopen wurde ein
deutlicher Signalzuwachs gemessen, bei einer sterischen Hinderung (HcC141 und HcC515) nicht
[274].
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9.7  Western Blot: Spezifitat der anti-BoNT/C und /D Antikorper

¢

XS

D S

— 130

Je 67 ng der rekombinanten Toxinfragmente LC/C, Hc/C, LC/D und Hc/D wurden unter
reduzierenden Bedingungen in einem 10 % SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. Nach dem Blocken wurde jeweils 1 pg/ml C394 (A), C9 (B), HcC2378 (C), D63 (D),
D967 (E) und HcC10S (F) zugegeben. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe eines biotinylierten
Ziege-anti-Maus Antikorpers, Avidix-Alkalische Phosphatase und CDP-Star. Als Marker M

wurde PageRuler prestained benutzt. Entwicklungsdauer: 2 bis 35 min.
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