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,And the wheel,” said the Captain, ‘what was this thingy? It sounds a terribly interesting

project.’

‘Ah’, said the marketing girl, ‘well, we re having a little difficulty there.’

‘Difficulty?’ exclaimed Ford. ‘Difficulty? What do you mean difficulty? It’s the single

simplest machine in the Universe!’

The marketing girl soured him with a look.

‘All right, Mr. Wiseguy,’ she said, ‘you re so clever, you tell us what colour it should be.’
Douglas Adams
The Hitchhiker’s guide to the Galaxy
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ABSTRACT (D)

Botulismus ist eine schwere, hiufig todliche Intoxikation bei Mensch und Tier, welche
durch die Botulinum-Neurotoxine (BoNT) verursacht wird. Keine In-vitro-Methode konnte
bisher die Nachweisempfindlichkeit der Maus sicher erreichen, da die Toxine mit einer intra-
peritonealen Mausdosis LDso (BoNT/D) von 0,4 ng/kg sehr hohe Anspriiche an die Testsensi-
tivitdt stellen. Der Toxinnachweis in der Maus fordert nicht nur eine vergleichsweise hohe
Zahl an Versuchstieren, sondern die eingesetzten Tiere werden auch einem nicht unerhebli-
chen Leidensdruck ausgesetzt. Daher ist es das Anliegen dieser Arbeit, immunochroma-
tographische Assays als alternative /n-vitro-Methode ndher zu untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit werden die Entwicklungen immunochromatographischer
Assays im Flow-Through- und Lateral-Flow-Format beschrieben, die zum Nachweis des als
Modelltoxin fungierenden Botulinum-Neurotoxin Typ D (BoNT/D) geeignet sind. Drei ent-
wickelte Flow-Through-Assays nutzen einen separaten Probenvorbereitungsschritt, der die
Bildung eines ,,mobilen Sandwichassays“ optimiert. Bei der Testdurchfiihrung erfolgt die
Aufkonzentrierung dieses ,,mobilen Sandwichassays®“ mittels einer immunologischen
Reaktion innerhalb einer Membranmatrix. Wird eine enzymatische Féarbereaktion zum Nach-
weis der immobilisierten Sandwichkomplexe verwendet, gelingt ein Nachweis mit einer Test-
sensitivitit von 50 pg/mL (Testzeit 6 h). Die Verwendung von goldkonjugierten Antikdrpern
fiihrt bei zwei weiteren Flow-Through-Assays zu einer Abnahme der Testsensitivitdt auf 50
ng/mL (Testzeit 6h).

In einem weiteren Abschnitt wird die Entwicklung eines Lateral-Flow-Testformats mit
einem separaten Probenvorbereitungsschritt beschrieben. Ahnlich wie im Falle der Flow-
Through-Assays gewéhrleistet diese separate Probenvorbereitung die Bildung eines ,,mobilen
Sandwich-Komplexes®, der wiahrend der Testdurchfiihrung innerhalb einer Testlinie eines La-
teral-Flow-Assays immobilisiert wird. Als Markierungsreagenz werden Goldpartikel verwen-
det. Mit diesem Testformat werden drei Lateral-Flow-Assays entwickelt, mittels derer ein
BoNT/D-Nachweis mit einer Sensitivitidt von 50 pg/mL moglich ist, wenn die in dieser Arbeit
etablierten Bedingungen zur optischen Auswertung verwendet werden. In einem Fall kann die
unzureichende Sensitivitdit von 5 ng/mL nachtriglich mittels einer Silberfixierung um den
Faktor 100 auf eine Sensitivitdt von 50 pg/mL erhoht werden (Testzeit Sh). Zur Optimierung
der Lateral-Flow-Assays werden verschiedene Einfliisse auf die Testsensitivitidten untersucht.

SchlieBlich werden in dem dritten Arbeitsteil dotierte Pferdekotproben untersucht und
mit den Ergebnissen eines Toxinnachweises in der Maus verglichen. Hierbei ergibt sich, dass
ein Lateral-Flow-Testformat bei einer Dreifachbestimmung gefolgt von einer optischen Aus-
wertung eine Sensitivitit von 50 pg/mL aufweist. Der mittlere relative Fehler der arithmetisch

gemittelten Ergebnisse der Testlinienintensitdten liegt bei ca. 7%.

STICHWORTE Immunochromatoraphie; Lateral-Flow-Assay, Botulinum

Neurotoxin Typ D, Immunoassay



ABSTRACT (E)

Botulism is a heavy, frequently deadly intoxication of humans and animals and is
caused by the botulinum neurotoxins (BoNT). So far no in in-vitro-method is able to reach the
detection limit of the mouse bioassay. Having a mouse intraperitoneal LDsy gont/p) Of
0.4 ng/kg the toxins have high requirements on the assay detection limit. However, although
the the mouse bioassay provides high sensitivities it also demands a lot of laboratory animals
and the animals are also exposed to arches and pains. Therefore, a simple and sensitive in-
vitro-assay which may be readily adapted for routine laboratory use would be desirable.

This study describes the development of flow-through- and lateral-flow-
immunochromatographic assays for the detection of botulinum neurotoxin type D (BoNT/D).
Three investigated flow-through-assays use an effective sample pre-treatment to optimize the
formation of a “mobile sandwich complex“. By means of an immunological reaction this
sandwich complex is immobilized -and therefore concentrated- within a membrane matrix
during the test procedure. When an enzymatic staining reaction is used for the detection of the
immobilized sandwich complexes a test sensitivity of 50 pg/mL can be detected (test time
6 h). Two other flow-through assays demonstrate that the use of gold conjugated antibodies
cause decreasing test sensitivities. Thus only toxin concentrations down to 50 ng/mL can be
detected, with a test time of 6 h.

Another approach describes the results of lateral-flow-assays with an optimized and
effective sample pre-treatment. Similarly as in the case of the flow-through-assays this
separately accomplished sample pre-treatment secures the formation of a ,,mobile sandwich
complex, which is immobilized during the test procedure within the test line of a lateral-flow-
assay. Colloidal gold particles are used as a labeling reagent. Using the established sample
treatment three lateral-flow assays can detect BONT/D with a sensitivity of 50 pg/mL, when a
three-determination analysis in combination with an image analysing system is carried out. In
one assay the insufficient sensitivity of 5 ng/mL is further increased by means of a later silver
enhancing step. Using this silver enhancement step the sensitivity of the test signal is
increased by 100 times resulting in a overall test sensitivity of 50 pg/mL, with a total test time
of less than 5 h. During the development of the lateral-flow-assays different parameters were
investigated to optimize the respective assay.

Finally, spiked hoarse faeces samples were investigated with two of the described
lateral-flow assays. These results were compared with the test results of a mouse boiassay.
One lateral-flow-assay demonstrated a sensitivity of 50 pg/mL, using a three-determination
analysis in combination with an image analysing system. The mean relative error of the

arithmetic mean of the test line intensity amount to circa 7%

KEYWORDS Immunochromatography, lateral flow assay, Botulinum

neurotoxin type D, immunoassay
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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Im frithen 19. Jahrhundert traten die ersten dokumentierten Botulismusfille auf [Kerner,
1820]. Ursache schien der Verzehr von giftigen Wiirsten zu sein, bei denen auffallend war,
dass sie zuvor lingere Zeit unter Luftausschluss autbewahrt wurden. Obwohl es sich um ge-
rducherte Wiirste handelte, gingen die Wurstwaren anscheinend in einen ,.,gewissen Grad der
Faulnis* [Zitat: Gruesser, 1986] iiber. Zur Losung dieses Problems begann Justinus Kerner
1817 seine innovative und vorbildliche Forschung in Bezug auf die Diagnose, Vorhersage
und Behandlung von Botulismus. Er erwog wéhrend seiner Arbeiten die Moglichkeit, das Bo-
tulinum-Toxin — bzw. das Wurstgift, wie er es nannte - als Therapeutikum zu nutzen [Grues-
ser, 1986]. Erst nach 150 Jahren wurde seine Grundlagenforschung wieder aufgenommen und
seit 1970 ist das Toxin wieder Gegenstand medizinischer Untersuchungen. Wie wir heute
wissen, sind die Botulinum-Neurotoxine (BoNT) die wirkungsvollsten, natiirlich vorkom-

menden Toxine [Lamanna, 1959].

In Anbetracht des Wirkungsgrades der botulinen Neurotoxine werden duflerst hohe An-
forderungen an die Sensitivitdt und Spezifitit der Nachweismethoden gestellt. So ist der ein-
zige validierte und allgemein anerkannte Standardnachweis der Toxinnachweis in der Maus
[Schantz und Kautter, 1978]. Diese Methode ist duBerst sensitiv - die letale, intraperitoneale
Dosis liegt im pg/mL-Bereich [Smith und Sugiyama, 1988] -, aber auch teuer und aufgrund
von langen Testzeiten fiir einen klinischen Einsatz nur bedingt geeignet. Ein schnellerer und
einfacherer quantitativer Nachweis wiirde daher im Notfall eine erhebliche Erleichterung be-
deuten. Auch wiren so praventive MaBBnahmen mit einem geringeren zeitlichen und personel-

len Aufwand moglich.

Ein Anliegen dieser Arbeit ist es Ansdtze zu finden, den Toxinnachweis in der Maus
durch eine /n-vitro-Methode zu ersetzen. In der Literatur sind bis dato mehrere sensitive
Nachweismethoden beschrieben worden. Zu den bekanntesten Methoden gehdren beispiels-
weise der Endopeptidase-Assay [Ekong et al., 1999; Wictome et al., 1999b], der Radioimmu-
noassay (RIA) [Ashton et al., 1985], der PHA (passive haemagglutination assay) [Johnson et
al., 1966] und der ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) [Notermans et al., 1978].
Diese Nachweismethoden besitzen zwar teilweise die erforderliche Sensitivitét, sind jedoch
zeitintensiv bzw. sehr komplex in ihrer Durchfiihrung. Keine der angefiihrten Nachweisme-
thoden war bisher in der Lage, den Toxinnachweis in der Maus zu ersetzen. Die fiir einen Bo-

tulinum-Neurotoxinnachweis essentiellen Anforderungen an die Spezifitit und Kostengiins-



1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 2

tigkeit entsprechen den positiven Eigenschaften von immunochromatograpischen Querflie3-
schnelltests (Lateral-Flow- oder Dipstick-Tests). Die einfache Handhabung, Kostengiinstig-
keit und die reproduzierbaren und schnellen Ergebnisse tragen entscheidend zu der erfolgrei-
chen Verbreitung der Lateral-Flow-Assays bei. Abhéngig von der Applikation sind momentan
mittels eines Lateral-Flow-Sandwichassays Analytkonzentrationen im ng/mL-Bereich detek-
tierbar [Birnbaum et al., 1992; Horton et al., 1991; Van Amerongen et al., 1994; Miiller-
Bardorff et al., 1999]. Diese Sensitivitit ist fiir einen BoONT/D-Nachweis nicht hinreichend,
um den Toxinnachweis in der Maus mit einer Sensitivitit von 50 pg/mL als Standardnachweis
zu ersetzen. Hierfiir ist eine Nachweisgrenze in einem Bereich von ca.
50-500 pg/mL notwendig. Die Reproduzierbarkeit der grofBtenteils qualitativen bzw. semi-
quantitativen Lateral-Flow-Testformate ist fiir viele klinische Anwendungen ausreichend.
Dennoch, eine signifikante Einschrinkung dieser Tests ist, dass die Ergebnisse nur qualitativ
oder semiquantitativ sind. Die Ziele und Aufgabengebiete der vorliegenden Arbeit lassen sich

mit diesem Hintergrund in drei Punkte zusammenfassen:

Unter Beriicksichtigung der Anforderungen des Analyten soll ein Lateral-Flow-Assay
zum Nachweis von BoNT/D entwickelt werden. Hierfiir ist es zundchst notwendig ein Anfor-
derungsprofil zu erarbeiten, um dann diese Voraussetzungen mittels der verfligbaren Antikor-
per und mittels verschiedener Formatansédtze umzusetzen. Innerhalb der vorliegenden Arbeit
werden alle Arbeiten mit dem als Modelltoxin fungierenden Botulinum-Neurotoxin Typ D

durchgefiihrt.

Der zu entwickelnde Lateral-Flow-Test soll als weitere Anforderung zusétzlich eine Mog-
lichkeit der Quantifizierung besitzen. Dazu ist ein optisches Auswertungssystem zur Quantifi-

zierung der Testergebnisse zu etablieren.

Um den Anspriichen an die Sensitivitidt und Quantifizierbarkeit der Ergebnisse gerecht zu
werden, miissen im Falle von unzulénglichen Sensitivititen Moglichkeiten der Signalverstér-

kung betrachtet werden.



2 CLOSTRIDIUM-BOTULINUM UND BOTULINUM-NEUROTOXINE

Um die Anforderungen des Analyten BoNT/D an ein Nachweisverfahren besser verste-
hen zu konnen, werden in diesem Kapitel zunichst die Eigenschaften des C. botulinum und
der Botulinum-Neurotoxine dargestellt. Im Abschnitt ,,Diagnose und Nachweismethoden der
Botulinum-Neurotoxine* erfolgt anhand dieser Grundlagen die Diskussion von allgemein an-
erkannten Nachweismethoden. Die in dieser Arbeit verwendeten und bereits beim Institut fiir
angewandte Biotechnologie in den Tropen als immunologische In-vitro-Nachweismethoden
etablierten Verfahren werden in den Kapiteln 2.2.5 und 2.2.6 dargestellt. Der ,,Jmmunochro-
matische Saulentest und der ,,Magnetic-Beads-Assay” wurden u.a. dazu genutzt, die
Toxinkonzentration der verwendeten Stammldsung iiber einen Lagerungszeitraum von 2
Jahren zu verfolgen. In Kapitel 2.2.7 werden die Ergebnisse und Eigenschaften eines in der
vorliegenden Arbeit verwendeten kommerziellen Lateral-Flow-Tests dargestellt. Dieser Test
bietet die Moglichkeit, typunspezifisch BoNT ab einer bestimmten Schwellenkonzentration
qualitativ nachzuweisen. Patente sind eine der wenigen Literaturquellen fiir die Entwicklung
eines Lateral-Flow-Assays, die interessante Testformate und Losungsansitze fiir bestimmte
Entwicklungsprobleme beschreiben. In Kapitel 2.3 ist eine Auswahl von Patenten aufgefiihrt,
die teilweise Entwicklungsansitze fiir die vorliegende Arbeit bieten. AbschlieBend werden die
wichtigsten Ergebnisse in Kapitel 2.4 zusammengefasst und ein Anforderungsprofil des

Analyten BoNT an ein Nachweisverfahren diskutiert.

2.1 Grundlagen

Wie alle Clostridien ist das Clostridium-botulinum ein anaerobes, gram-positives Bakte-
rium, das widerstandsfahige Sporen bildet [Cato et al.,, 1986]. Der taxonomische Nenner des
C. botulinum ist die Produktion des Botulinum-Neurotoxins (BoNT). Basierend auf den sero-
logischen Eigenschaften des jeweils produzierten Neurotoxins, konnen zurzeit sieben ver-
schiedene Typen des C. botulinum unterschieden werden. Diese werden iiblicherweise mit
den Buchstaben A — G gekennzeichnet. Generell sind die C. botulinum Stimme A, B, E und F
fiir den Menschen pathogen, wohingegen die Stimme C und D fiir Tiere pathogen sind. C.
botulinum Typ G wurde bisher mit keinem Erkrankungsfall in Verbindung gebracht. Auf-
grund der signifikanten Unterschiede zwischen den Stimmen in Bezug auf den Metabolismus
und den phénotypischen sowie genotypischen Eigenschaften wurden die Stimme in vier
Gruppen (I — IV) eingeteilt'. Gruppe I umfasst die proteolytischen Stimme der C. botulinum
Typen A, B und F, wihrend Gruppe II aus den aproteolytischen Stimmen der C. botulinum

' Lee und Riemann, 1970b; Wu et al., 1972; Johnson und Francies, 1975; Smith und Sugiyama, 1988
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Typen B, E und F besteht. Gruppe III enthilt alle Stimme der C. botulinum Typen C und D.
Die Gruppe IV des C. botulinum umfasst die Toxintyp G produzierenden Stimme [Gimenez
und Ciccarelli, 1970]. Als Speziesbezeichnung der Organismen der IV. Gruppe wurde auf-
grund von deutlichen phinotypischen und genotypischen Ahnlichkeiten der Name Clostridi-
um-argentinense gebrauchlich [Suen et al., 1988]. AuBler C. botulinum sind auch einige
Stimme der nahen Verwandten Clostridium-butyricum und Clostridium-baratii dafiir be-

kannt, in Ausnahmefillen das Botulinum-Neurotoxin Typ E bzw. Typ F zu produzieren.

Seit dem ersten dokumentierten Auftreten von Botulismus im friihen neunzehnten
Jahrhundert hat das Clostridium-botulinum besonders Nahrungsmittelhersteller in der Kon-
servenfabrikation und Réucherfischindustrie in Angst und Schrecken versetzt. Aulerdem zéh-
len die CDC [The Centers for Disease Control and Prevention, 2003] das Clostridium-
botulinum zu den 6 Organismen, die das grofite Potenzial bei einem terroristischen Akt besit-
zen. Auch die Bundesregierung hat die BoNT neben 8 weiteren Toxinen als potentielle
Kampfstoffe eingestuft [Bundesanzeiger, 1995]. Das Gefahrdungspotenzial der Neurotoxine
steht schon lange im Interesse der Offentlichkeit?, zumal zwischen 1990 und 1995 der terro-
ristische Einsatz bereits von der japanischen Sekte Aum Shinrikyd in Japan® gliicklicherweise

erfolglos versucht wurde.

Struktur des Botulinum-Neurotoxins (BoNT)
Botulinum-Neurotoxine werden mit

einer einkettigen Polypeptidstruktur ge-

Translokationsdomdne

bildet und haben eine Gréfe von ca. 150
kDa. Diese einkettigen Polypeptide wer-
den mittels Proteasen gespalten, um eine
biologisch aktive zweikettige Form zu
erhalten. Die biologisch aktive Form
(Abb. 2-1) besteht aus der Schweren (S-
Kette, 100 kDa) und der Leichten Kette
(L-Kette, 50 kDa). Die beiden Ketten

sind uber mindestens eine Disulfidbin-

Schwere Kette (S-Kette) Leichte Kette (L-Kette)

Abb. 2-1: Kristallstruktur des BoNT/A;
Quelle: PDB Funding, 2004.

dung verbunden [DasGupta und Sugiya-
ma, 1979; Yokosava et al., 1986; Oguma
et al., 1995].

% Tucker, 2000; Greenfield et al., 2002
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Die zur Gruppe I gehorenden proteolytischen Organismen produzieren die fiir die Bil-
dung der zweikettigen Toxinform bendétigten Proteasen selbst. Im Gegensatz dazu benétigen
die aproteolytischen Stamme der Gruppe Il externe proteolytische Aktivitdten, wie beispiels-
weise durch Trypsin im Magen-Darm-Trakt. Botulinum-Neurotoxine sind Metalloendopepti-
dasen mit einem Zink-Atom, das mit der Leichten Kette assoziiert ist. Die Leichte Kette be-
sitzt eine Proteaseaktivitit [Oguma et al., 1997]. In Kulturmedien und in Nahrungsmitteln tre-
ten die Toxinmolekiile mit einer Gruppe von Neurotoxin-assoziierten-Proteinen (NAP's) auf,
d.h. in groBeren Komplexen. Das einkettige Polypeptid wird hierbei von verschiedenen atoxi-
schen Begleitsubstanzen mit unterschiedlichsten Molekulargewichten komplexiert [Kitamura
et al., 1968; Sugii und Sakaguchi, 1975]. Dieser Proteinkomplex besteht hauptsidchlich aus
Non-Toxic Non Haemagglutinin (NTNH) und Haemagglutinin (HA) mit verschiedensten Zu-
sammensetzungen der Aminosduren und Molekiilmassen [Oguma et al., 1997]. Abhingig

vom C. botulinum Typ werden unterschiedlich aufgebaute Proteinkomplexe gebildet.

Wirkungsmechanismus

Nach der oralen Aufnahme des Toxins ist es die Rolle des NAP-Toxin-Komplexes, das
Neurotoxin vor zu sauren Milieubedingungen und vor Proteasen, wie sie z. B. in Nahrungs-
mitteln und im Gastrointestinaltrakt vorgefunden werden konnen [Oguma et al, 1995], zu
schiitzen. Die nicht sauren Bedingungen im Diinndarm bewirken, dass das Toxinmolekdil aus
dem NTNH-HA-Komplex dissoziiert und die atoxischen Komplexanteile von dem lymphati-
schen System absorbiert werden [Sugii et al., 1977]. Als Ergebnis der Aktivitit der proteolyti-
schen Enzyme wird das einkettige Toxinmolekiil in die aktive zweikettige Form iiberfiihrt.
Der genaue Eindringungsmechanismus des Toxins in die Lymphvesikel konnte bisher nicht
aufgeklart werden. Im Diinndarm erfolgt aufgrund der HA-Komponente des NAP-Toxin-
Komplexes die Adhision des einkettigen Toxins durch das Darmzellgewebe, was zu einer ef-
fizienten Absorption des Toxins fiihrt [Oguma et al., 1995; Fujinaga et al., 1997 + 2000]. Un-
sialylierte Oligosaccharide an der Oberflache des Diinndarms scheinen hierbei die Rezeptoren
fiir den NAP-Neurotoxin Typ A-Komplex zu sein, nicht jedoch fiir das Toxin selbst (Inoue et
al., 2001].

Der Wirkungsmechanismus des Botulinum-Neurotoxins auf eine Nervenzelle in
Abb. 2-2 kann in vier Schritte eingeteilt werden: Bindung an die Zellmembran, Internalisie-
rung, Membrantranslokalisierung und im letzten Schritt die Spaltung des Zielmolekiils im Zy-
toplasma [Montecucco und Schiavo, 1994]. Im ersten Schritt bindet das C-Terminal der

Schweren Kette des BoNT mittels hoch affiner typspezifischer Rezeptoren an die prasynapti-

3 Arnon et al., 2001; Forger, 2002
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sche Membran [Nishiki et al.,, 1996]. Nach seiner Bindung an die Membran durch die Schwe-
re Kette wird das BoNT aufgrund eines energetisch gesteuerten Prozesses in die Nervenzelle
eingeschleust [Black und Dolly, 1986]. Nun kann das BoNT nicht mehr durch ein spezifi-
sches Antitoxin neutralisiert werden. Innerhalb der Nervenzelle wird die Leichte Kette des

BoNT durch Membrantranslokalisierung in das Zytoplasma freigesetzt.

. TxpB D, FundG|

A CundE
SNAP-25, -, 70 ;
“\ A SynToxm. Typo C /

Acetylcholine vesicle

) Synaptobrebrevin l

SNARE-
.,,\ —— Komplex

! ® .AceTyIcholln
, L Keﬁe
~ - Botulinum
V) Toxin (
; AceTyIchoIln

Keine Muskelkontraktion ‘ ;
paralysiert S-Kette Rezeptor MuskelkonTroleon

Abb. 2-2: Wirkungsmechanismus der BoNT nach Moore (1995).

Die Leichte Kette reagiert nun aufgrund ihrer Zink-Endopeptidaseaktivitdt und spaltet
spezifisch einzelne an der Exozytose beteiligte Proteine [Montecucco und Schiavo, 1993]. Es
werden 16sliche NSF-Anlagerungsproteinrezeptoren (/NV-ethylmaleimide-sensitive fusion pro-
tein) wie beispielsweise VAMP/Synaprobrevin (vesicle-associated membrane protein)®,
SNAP-25 (synaptosomal associated protein, 25 kDa)® und Syntaxin® gespalten, die alle eine
wichtige Rolle bei der Neurotransmitterfreisetzung spielen. Mittels dieser Spaltung werden
die neuronalen Impulse blockiert und damit der Muskel geldhmt. Aufgrund dieser Fahigkeit
des Toxins wird es in der Medizin auch zur Behandlung von Schielen’, Migrine®, Spastiken’

und verschiedenartigen Dystonien'® verwendet.

4 Schiavo et al., 1992

5 Blasi et al., 1993; Schiavo et al., 1993

6 Schiavo et al., 1995

7 Scott, 2002

¥ Brin et al., 2002

° Moore, 2002

' Jankovic, und Brin, 1997; Schantz und Johnson, 1992
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2.2 Diagnose und Nachweismethoden der Botulinum-Neurotoxine

Nachdem der Wirkungsmechanismus der BoNT néher betrachtet wurde, bietet es sich
fiir die Entwicklung eines In-vitro-Assays an, auf die Diagnose und auf bereits bestehende
Nachweismethoden einzugehen. Der validierte und allgemein anerkannte Standardnachweis
ist der Toxinnachweis in der Maus. Dieser wird auch in der vorliegenden Arbeit zur Toxizi-
tatsbestimmung der genutzten BoNT/D Stammldsung und von dotierten Realproben verwen-
det. Weitere in diesem Abschnitt beschriebenen Testmethoden konnen in verschiedene Ver-
fahren, wie beispielsweise den Endopeptidase-Assay und in immunologische Nachweisme-
thoden unterteilt werden. Zwei weitere In-vitro-Nachweisverfahren — der ,,ijmmunochroma-
tographische Sdulentest” und der ,,Magnetic-Beads-Assay* - werden dazu genutzt, den To-
xingehalt der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Stammldsung iliber einen Lagerungs-
zeitraum von 2 Jahren zu beobachten. Auch verwenden diese immunologischen Assays die in
dieser Arbeit eingesetzten Antikorper, so dass erste Kenntnisse iiber die Eigenschaften dieser

Antikorper gewonnen werden kdnnen.

2.2.1 Diagnose von Botulismus

Die Diagnose von Botulismus stellt im Ernstfall eine nicht zu unterschitzende
Schwierigkeit dar. Zwar unterscheidet sich Botulismus von anderen Paralysen in seinem typi-
schen Krankheitsbild, dennoch ist dieses schwer zu diagnostizieren. So werden die meisten
niedergelassenen Arzte nicht in der Lage sein, auf Anhieb die richtige Diagnose zu stellen.
Sogar Fachirzte tun sich schwer und verwechseln durchaus die Botolismus-Intoxikation mit

anderen dhnlichen neurologischen Krankheitsbildern.

Die klinische Diagnose von Botulismus wird in spezialisierten Laboratorien durchge-
fiihrt und auf das Ergebnis muss hiufig Tage gewartet werden. Routineuntersuchungen erge-
ben gewohnlich keinerlei Hinweise auf Botulismus. So basiert die Diagnose primdr darauf,
dass vor der Vergiftung nachweislich verdachtige Nahrungsmittel verzehrt wurden oder dar-
auf, dass das BoNT bei dem Patienten und in verddchtigen Nahrungsmitteln nachgewiesen
wurde [Kautter und Solomon, 1977; Centers for Disease Control and Prevention, 1988; Nor-
dic Committee on Food Analysis, 1991a; Nordic Committee on Food Analysis, 1991b]. Zu-
satzlich kann die Simulations-Elektromyographie (EMG) dazu genutzt werden, Botulismus
von dhnlichen neurologischen Erkrankungen abzugrenzen [Centers for Disease Control and
Prevention, 1988]. Die Komplexitdt der Diagnose ergibt sich dadurch, dass sensitive und spe-
zifische In-vitro-Methoden zum Nachweis von Botulinum-Neurotoxinen noch nicht ausrei-
chend validiert wurden. Auch ist die Kultivierungsmethode als analytisches Mittel kompli-

ziert, da kein ideales Wachstumsmedium sowohl fiir proteolytische als auch gleichzeitig fiir
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aproteolytische C. botulinum Stimme existiert. Der Nachweis des Organismus wird dariiber
hinaus im Falle von Nahrungsmitteln und 6kologischen Proben durch atoxische, dem Clostri-

dium-botulinum aber sehr dhnlichen Stammen, erschwert [Broda et al., 1998].

2.2.2 Der Toxinnachweis in der Maus

Der Nachweis in der Maus ist in der Bundesrepublik Deutschland als Nachweismethode
von Botulinum-Neurotoxinen in Lebensmitteln gesetzlich vorgeschrieben [§ 35 LMBG].
Auch ist er zur Qualifizierung von BoNT-Antitoxin und —Impfstoff fiir Tiere bindend [DIN-
Norm 10102; Deutsches Arzneibuch, 1991]. In der einschldgigen Literatur zur Anaerobierdi-
agnostik wird die Durchfiihrung dieses Tierversuches beschrieben [Dowell und Hawkins,
1974; Holdemann et al., 1977]. Neben dem Toxinnachweis in klinischen Proben und in Nah-
rungsmitteln kann dieser Assay auch dazu genutzt werden, um in Kulturen eine Toxizitétsprii-
fung und Typisierung des C. botulinum Stammes durchzufiihren [Kautter und Solomon,
1977].

Grundlagen

Das in einer Probe enthaltene Toxin wird bei diesem Tierversuch in einem Gelantine-
Phosphatpuffer gelost und Méusen intraperitoneal gespritzt. Eine Trypsin-Aktivierung des
Eluats ist erforderlich, wenn die Stimme der Gruppe II des C. botulinum betroffen sind [Duff

et al., 1956], da diese Stimme nicht die erforderliche proteolytische Aktivitdt besitzen.

Bei einer toxischen Probe zeigen die Miuse typische Anzeichen von Botulismus, wie
beispielsweise Lihmungserscheinungen, miihsames Atmen und schlieBlich eine periphere
Atemldhmung, die durch eine Ausbildung einer Wespentaille angekiindigt wird. Diese Sym-
ptome treten normalerweise bis zu vier Tagen nach der Injektion auf. Durch unterschiedliche
Toxizitdten variiert die Zeit bis zum Erhalt eines positiven Ergebnisses. So sind beispielswei-
se die Toxintypen A und B potenter als der Toxintyp E. Der Toxintyp kann mittels Sero-
neutralisation der Probe mit dem spezifischen Antitoxin ermittelt werden [Centers for Disease
Control, 1987]. Bei diesem Test iiberleben dic Mause, denen das neutralisierende Antitoxin
gespritzt wurde, wihrend die anderen typische Anzeichen von Botulismus aufzeigen. Jedoch
wurde in der Literatur das Phinomen von falsch-positiven Ergebnissen bekannt, die durch das
Vorherrschen einer hohen C. botulinum Sporenkonzentration [Mitamura et al., 1982] oder
durch die Anwesenheit von gram-negativen Bakterien [Solberg et al., 1985] begriindet werden

konnten.
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Ein anderer Ansatz des Toxinnachweises in der Maus verwendet eine lokale Muskel-
schwichung [Sesardic et al., 1996]. Dieser nicht letale Toxinnachweis in der Maus ist dem
letalen Ansatz in Bezug auf die Sensitivitit und Spezifitit ebenbiirtig, es entfallen jedoch bei
den Miusen die deutlichen Anzeichen einer Vergiftung oder von einer lokalen Lahmung der
HintergliedmaBlen [Sesardic et al., 1996]. Ethische Gesichtspunkte und weitere Erkenntnisse
iber die verschiedenen Toxintypen trugen zur Entwicklung alternativer Nachweismethoden
bei.

Durchfiithrung

Der hier durchgefiihrte Toxinnachweis in der Maus entspricht dem von dem von der
Association of Official Analytical Chemists (1977) erlduterten Verfahren und stellt als Nach-
weismethode einen Tierversuch im Sinne des § 7 Tierschutzgesetzes dar. Diese Tierversuche
unterliegen der Anzeigepflicht, sie miissen jedoch nicht genehmigt werden. Fiir die Test-
durchfithrung werden verschiedene Verdiinnungen des BoNT/D-Kulturiiberstands in Gelati-
ne-Phosphatpuffer (28 M, pH 6) hergestellt und anschlieBend werden den Mausen jeweils 0,5
mL intraperitoneal injiziert. Die Miuse werden nach der Injektion innerhalb der ersten

8 Stunden alle zwei Stunden, danach zweimal téglich kontrolliert.

Die Tiere werden insgesamt iiber einen Zeitraum von vier Tagen beobachtet. Soweit
typische Symptome einer Botulinum-Neurotoxinvergiftung, wie beispielsweise Lahmungser-
scheinungen, mithsames Atmen und die Ausbildung einer Wespentaille auftreten, werden die-
se dokumentiert. Im Falle einer positiven Probe zeigt das Tier die typischen Symptome einer
BoNT-Vergiftung und verendet meist innerhalb von 4 — 24 Stunden. Sollten die Tiere unter
atypischen Symptomen leiden, so ist ein Tod infolge einer Infektion, eines Injektionstraumas
oder aufgrund einer anderen Vergiftung mdglich. Der Test ist dann mit einem entsprechenden
Antiserum zu wiederholen. Sterben die Tiere hingegen unter typischen Symptomen und iiber-
leben die Tiere, die die Blindprobe erhielten, so ist der Toxinnachweis erbracht. Gegebenen-
falls kann an dieser Stelle eine Typisierung des Toxins mit Antiseren erfolgen. In Tab. 2-1 ist

das Ergebnis der Konzentrationsbestimmung der BONT/D-Stammlosung dargestellt.

Die letale intraperitoneale BoNT/D-Dosis fiir eine Labormaus betrdgt 25 pg/Maus.
Das dargestellte Ergebnis zeigt, dass das verwendete Botulinum-Neurotoxin Typ D (aus Kul-
turiiberstand) eine Toxinkonzentration von mindestens 200.000 intraperitonealen miuseleta-
len Dosen/mL (5 pg/mL) besitzt. Dieses ldsst sich aus der Tatsache ableiten, dass die Ver-

suchstiere 7 und 8, nicht aber die Tiere 9-12, verendet sind.
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Tab. 2-1: Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit verwendeten BoNT/D-Stammlosung, getestet mit dem

Toxinnachweises in der Maus. Den Miiusen werden jeweils 500 pL intraperitoneal gespritzt.

Tiere Verdiinnung BoNT/D Symptome Tod
der [ng/mL] der Méuse
Stammlosung
1 und 2 1:10° 50,0 4 h Wespentaille 8h
3und 4 1:10° 5,0 8 h Wespentaille, Hechelatem 20h
5und 6 1:10° 0,5 8 h leichte Wespentaille 20h
7 und 8 1:10° 0,05 8 h leichte Wespentaille 20h
9und 10 1:10° 0,005 20 h leichte Wespentaille -
11 und 12 Blindprobe Keine -

2.2.3 Der Endopeptidase-Assay

Das BoNT besitzt eine hochspezifische Zink-Endopeptidaseaktivitit gegeniiber be-
stimmten Zielmolekiilen in den synaptischen Bldschen bzw. in dem Anlagerungssystem der
synaptischen Membran. Dieses fiihrte zu der Entwicklung eines In-vitro-Nachweissystems,
der auf der spezifischen Spaltung der SNARE-Proteine durch Botulinum-Neurotoxine basiert.
So sind in der Literatur bereits Formate zum Nachweis der BONT-Typen A'', B'? und E" be-
schrieben. Der Endopeptidase-Assay bietet dhnliche oder sogar bessere Sensitivititen als der
Toxinnachweis in der Maus [Wictome et al., 1999b]; des Weiteren wurden keine Kreuzreak-
tivitditen mit anderen Toxintypen berichtet. Trotzdem konnte eine erhohte Tendenz fiir falsch-
positive Signale festgestellt werden. Dieses konnte auf serologische Unterschiede des
BoNT/B zuriickgefiihrt werden, die auftreten, wenn Typ D von proteolytischen oder aproteo-

lytischen C. botulinum produziert wird [Wictome et al., 1999b].

2.2.4 Immunologische Nachweismethoden

Fiir den Nachweis von botulinen Neurotoxinen werden in der Literatur iiberwiegend
auf polyklonalen Antikdrpern basierende Immunoassays beschrieben. Die Herstellung von
Antikorpern gegen BoNT geht in der Regel mit hohen Kosten und langwierigen Entwick-
lungszeiten der Antikorper einher. In den meisten Fillen sind die dann entwickelten Immuno-

assays jedoch relativ einfach und schnell zu handhaben [Ekong, 2000]. Dennoch besitzen vie-

M Ekong et al., 1997; Hallis et al., 1996
"2 Hallis et al., 1996; Wictome et al., 1999 a, b
3 Ekong et al., 1999
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le dieser Assays, wie beispielsweise der Radioimmunoassay (RIA)', der Geldiffusionsas-
say'” und der PHA (passive haemagglutination assay)'® sowohl eine schlechtere Sensitivitit
als auch Spezifitit gegeniiber dem Toxinnachweis in der Maus, was den diagnostischen Wert

dieser Assays herabsetzt.

Das meistverwendete Format ist der ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) mit
einer Vielzahl von Variationen [Notermans et al., 1978; Doellgast et al., 1993; Roman et al.,
1994]. Die auf ELISA-Technologie basierenden Testformate konnen teilweise dhnliche Sensi-
tivitdten wie der Toxinnachweis in der Maus erreichen [Dezfulian und Bartlett, 1984; Shone
et al., 1985; Ekong et al., 1995; Ferreira et al., 2003]. Auch fiir den Nachweis in klinischen
Proben'” und in Lebensmitteln'® wurde in der Literatur dieses Testformat untersucht. Nur we-
nige Autoren beschéftigten sich bisher mit dem Nachweis der Neurotoxine Typ C und D [No-
termans et al., 1982; Thomas, 1991]. Bereits 1979 beschrieb Hayes (1979) von dem ersten
Ansatz und Gebrauch von Gangliosidaffinitéitsfiltern, um toxische Stimme von C. botulinum
C und D mittels eines typspezifischen Antitoxins nachzuweisen. Thomas (1991) stellt in sei-
nem Test eine Sensitivitit von 70 % und eine Spezifitit von 96% bei der Verwendung po-
lyklonaler Antikdrper und eines halbgereinigten Toxinkomplexes fest. Der von ihm entwi-
ckelte ELISA zeigte jedoch Kreuzreaktionen zu C. novyi. Auch die Ergebnisse von Noter-
mans et al. (1982) bestitigten, dass eine Differenzierung zwischen BoNT/C und D schwierig

ist.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sich bis dato der Toxinnachweis in der
Maus noch nicht durch einen In-vitro-Nachweis ersetzen lasst. Immunologische Testverfahren
wie beispielsweise ELISA-Tests bieten jedoch interessante Ansétze, mittels derer die Ent-

wicklung eines neuen Testsystems moglich wird.

2.2.5 Der ,Jmmunochromatographische Siulentest*

Bei diesem immunologischen /n-vitro-Test kommt es innerhalb einer optimierten Pro-
benvorbereitung zu einer Ausbildung von Sandwich-Komplexen zwischen dem Analyten Bo-
tulinum-Neurotoxin Typ D und einem monoklonalen Antikorper (Maus) sowie einem biotiny-
lierten polyklonalen Antikorper (Ziege). AnschlieBend werden diese Sandwich-Komplexe mit

Hilfe einer Testsdule (Abb. 2-3) filtriert. Die verwendeten Séulen bestehen aus einem Rdohr-

4 Ashton et al., 1985

15 Vermilyea et al., 1968; Ferreia et al., 1981
16 Johnson et al., 1966

7 Poli et al., 2002
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chen (Durchmesser ca. 0,5 cm), das jeweils mit drei Polyethylen-Fritten gepackt ist. Die Poly-
ethylen-Fritten werden mittels entsprechender Vorbehandlungen aktiviert und belegt. Die
obere und untere Fritte wurden vor dem Packen der Sdule mit einem Blockierungsreagenz
vorbehandelt und dienen der Einstellung einer Durchflussgeschwindigkeit von ca. 100
uL/Min. bei einem Sdulendurchmesser von 0,5 cm. Die mittlere der drei Fritten wurde mit

einem monoklonalen Anti-Maus-IgG belegt und stellt die Testfritte dar.

Die Sdulen werden nach ihrer Préparation mit PBS-
Puffer gefiillt autbewahrt. Bei der Filtration werden die
Sandwich-Komplexe mittels eines immobilisierten se-
kundiren Antikorpers (Anti-Maus-IgG, Ziege) innerhalb
einer Testfritte immobilisiert und somit aufkonzentriert.
In einem weiteren Schritt wird an das Biotin des biotiny- Stoppfritten
lierten polyklonalen Antikdrpers HRP-konjugiertes
(horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase) Strep-
tavidin gekoppelt. Der Farbnachweis des Toxinkomple- Testfrite

xes erfolgt aufgrund einer enzymatischen Reaktion von

Meerrettichperoxidase mit einem Farbungsreagenz. Die-

se enzymatische Reaktion wird nach 5 Minuten mittels Abb. 2-3: Testsiule eines ,immunochroma-
Zugabe eines Stoppreagenzes (Schwefelsdure) gestoppt, tegraphischen Siulentests”.

in eine Mikrotiterplatte tberfiihrt und photometrisch

ausgewertet. Die  genaue  Durchfiihrung  der

Probenvorbereitung und des Nachweises sind in Kapitel 7.1.1 beschrieben. Das Testprinzip

beruht auf der ABICAP®- Technologie (ABICAP TOOL, Biogenosis).

Photometrische Auswertung:
Die in eine Mikrotiterplatte liberfiihrte farbige Stopplosung wird mit einem Digiscan
Reader V2.0 Photometer (ASYS Hitech GmbH, Eugendorf, Osterreich) bei einer Wellenlinge

von 450 nm photometrisch ausgewertet.

In Abb. 2-4 sind die Ergebnisse der halbjihrigen Uberpriifung des BoNT-Standards
mittels des ,,Immunochromatographischen Séaulentests dargestellt. Da Botulinum-
Neurotoxine unstabile Proteine sind [Schantz und Kautter, 1978], miissen die Proben bei einer

Temperatur von — 80 °C gelagert werden. Die Konzentration der verwendeten und bei -80°C

'8 Shone et al., 1985; Potter et al., 1993; Rodriguez und Dezfulian, 1997; Ferreira et al., 2001
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gelagerten Stammlosung wird nach einer Lagerungszeit von 6 Monaten mittels eines Toxin-
nachweises in der Maus erneut bestimmt und bestdtigt. Fiir jeden in dieser Arbeit

beschriebenen Versuch wird eine Toxinprobe frisch aufgetaut und nach Gebrauch verworfen.
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Abb. 2-4: Ergebnisse der photometrischen Auswertung des ,immunochromatographischen Siulentests”.
Die in dieser Arbeit verwendete BoNT/D-Stammlésung wird halbjihrig iiberpriift, indem eine Verdiin-

nungsreihe hergestellt und analysiert wird.

Die Ergebnisse der photometrischen Auswertung zeigen eine Testempfindlichkeit von
ca. 500 pg/mL, da diese Konzentration deutlich vom Nullwert diskriminierbar ist. Ein Abfall
der Toxinkonzentration im betrachteten Zeitraum kann mit diesen Ergebnissen nicht erkannt

werden.

2.2.6 Der ,Magnetic-Beads-Assay*

Das Prinzip des Magnetic-Beads-Assays ist dem des immunochromatographischen Sdu-
lentests dhnlich. So wird auch bei diesem Assay mit Hilfe einer Probenvorbereitung zuerst die
Bildung eines Sandwich-Komplexes zwischen dem Analyten BoONT/D und einem monoklona-
len Antikorper (Maus) und einem biotinylierten polyklonalen Antikdrper (Ziege) optimiert.
Jedoch erfolgt die Immobilisierung dieses Sandwich-Komplexes nicht innerhalb einer Test-

fritte, sondern mittels eines sekundiren Antikorpers (Anti-Maus-IgG) an der Oberfldche von
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magnetischen Kiigelchen (Dynabeads) wihrend einer zweiten Inkubation. In einem weiteren
Schritt wird, dhnlich wie bei dem immunochromatographischen Séulentest, an das Biotin des
biotinylierten polyklonalen Antikérpers HRP-konjugiertes Streptavidin gekoppelt. Der Nach-
weis des Toxinkomplexes erfolgt aufgrund einer enzymatischen Reaktion von

Meerrettichperoxidase mit einem Farbungsreagenz.

Diese zeitabhédngige Farbungsreaktion wird zuerst direkt photometrisch ausgewertet.
Danach wird ein Stoppreagenz zugegeben wodurch die zeitabhéngige enzymatische Reaktion
gestoppt wird und es erfolgt hierdurch ein Farbumschlag der Lésung von Blau nach Gelb. Es
schlieBt sich eine zweite photometrische Auswertung an. Die genaue Probenvorbereitung und

Testdurchfiihrung sind im Kapitel 7.1.2 beschrieben.

Photometrische Auswertung:

Fiir die erste photometrische Auswertung werden nach Zugabe des Farbungsreagenzes
150 uL der blau gefarbten Substratlosung dynabeadfrei abpippetiert, in eine Mikrotiterplatte
{iberfiihrt und mit einem Digiscan Reader V2.0 (ASYS Hitech GmbH, Eugendorf, Osterreich)

bei einer Wellenldnge von 655 nm ausgewertet.

In Abb. 2-5 sind Auswertungsergebnisse von Verdiinnungsreihen der verwendeten
und bei — 80°C gelagerten Stammlosung dargestellt. Hierzu wird nach einer Lagerungszeit
von 6, 12, 18 und 24 Monaten jeweils eine Verdiinnungsreihe in Gelantine-Phosphatpuffer
(28 M, pH 6) angesetzt und mittels eines Magnetic-Bead-Assays getestet. Fiir jeden in dieser
Arbeit beschriebenen Versuch wird eine Toxinprobe frisch aufgetaut und nach Gebrauch ver-
worfen. Die Konzentration der Stammlésung wurde zur Bestdtigung der Ergebnisse einmal
frisch und einmal nach einer Lagerungszeit von 6 Monaten mit einem Toxinnachweis in der

Maus analysiert und bestitigt.

Die Ergebnisse dieser ersten photometrischen Auswertung des Magnetic-Bead-Assays
zeigen eine Empfindlichkeit von ca. 500 pg/mL, da diese Konzentrationen deutlich vom
Nullwert diskriminierbar sind. Werden diese Ergebnisse mit den Ergebnissen des immuno-
chromatographischen Séulentest in Abb. 2-4 verglichen, so wird deutlich, dass hier die Test-

sensitivitdt um einen Faktor von ca. 10 geringer ist.
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Abb. 2-5: Ergebnisse der photometrischen Auswertung des ,,Magnetic-Beads-Assays” vor Zugabe eines
Stoppreagenzes zum Stoppen der enzymatischen Firbereaktion. Die in dieser Arbeit verwendete BoNT/D-

Stammlosung wird halbjihrig iiberpriift, indem eine Verdiinnungsreihe hergestellt und analysiert wird.

Zur Sensitivititserhohung werden zu den gerade dynabeadfrei abpippetierten Substrat-
16sungen 50 pL einer Stopplosung zugegeben. Hierdurch wird die zeitabhingige enzymati-
sche Fiarbungsreaktion gestoppt; es erfolgt durch die Zugabe ein Farbumschlag von blau nach
gelb. Von der Zugabe des Farbungsreagenzes bis zur Zugabe des Stoppreagenzes sind 5 Mi-
nuten vergangen. Es schliefft sich eine weitere photometrische Auswertung mittels eines Di-

giscan Readers V2.0 bei einer Wellenldnge von 450 nm an.

In Abb. 2-6 sind die Ergebnisse der halbjihrigen Uberpriifung des BoNT-Standards mit-
tels des ,,Magnetic-Beads-Assays* nach der Zugabe des Stoppreagenzes dargestellt. Eine
Testempfindlichkeit von ca. 50 pg/mL kann erreicht werden, da diese Konzentration deutlich
vom Nullwert diskriminierbar ist. In Abb. 2-5 und Abb. 2-6 ist keine Verdnderung des gela-
gerten Toxinstandards zu erkennen. Somit hatte die Lagerung bei —80°C keinen Einfluss auf

die Toxinkonzentration.
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Abb. 2-6: Ergebnisse der photometrischen Auswertung des ,,Magnetic-Beads-Assays” nach Zugabe eines
Stoppreagenzes zum Stoppen der enzymatischen Firbereaktion. Die in dieser Arbeit verwendete BoNT/D-

Stammlésung wird halbjéihrig iiberpriift, indem eine Verdiinnungsreihe hergestellt und analysiert wird.

2.2.7 Biowarefare Agent Detection Devices (BADD) Test

Der von der Osborn Scientific Group entwickelte BADD™ Botulinum-Toxin-Test
(BOT-E500-4, USA) wird dazu verwendet, Wischproben kontaminierter Oberflachen oder
fliissiges Probenmaterial zu priifen. Laut Herstellerangaben kann jedes der sieben Clostridi-
um-botulinum-Neurotoxine (Typen A-G) nachgewiesen werden. Er bietet hierbei keine Mog-
lichkeit der ndheren Bestimmung des Botulinum-Toxin Typs, sondern weist typunspezifisch
die Anwesenheit von einem oder mehreren BoNT nach. Bei Durchfiihrung einer Wischprobe
besitzt der BADD™ Test laut Herstellerangabe eine Nachweisgrenze von 50 ng bzw. von 100

ng/mL im Falle einer ,,verdidchtigen* Losung.

Verschiedene Faktoren, wie beispielsweise nicht ndher definierte storende Substanzen,
konnen zu falschen Ergebnissen fithren. Angaben {iber eine maximal nachweisbare Toxinkon-
zentration werden vom Hersteller nicht gemacht. Zur sicheren Testdurchfiihrung und Proben-
handhabung enthilt der BADD™ Test neben einem Lateral-Flow-Assay ein Wattestibchen
zur Probennahme, einen speziellen Probenpuffer, eine Plastikpipette, eine widerverschlieba-

re Probentiite und eine detaillierte Gebrauchsanweisung. In Abb. 2-7 sind die einzelnen Kom-
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ponenten des BADD™ Tests abgebildet. Es ist ersichtlich, dass der Aufbau einem typischen
Lateral-Flow-Assay entspricht (Abb. 3-4).

Plastikschalen

Abb. 2-7: Komponenten eines kommerziell erhéiltlichen BADD-Tests (Lateral-Flow-Test) zum Nachweis
von BoNT.

Als Label wird ein goldkonjugierter Antikorper verwendet, welcher die rétlich-violette
Farbung des Conjugate-Pads verursacht. Im Folgenden sollen verschiedene Botulinum-

Neurotoxin Typ D Konzentrationen mittels des BADD'™ Tests untersucht werden.

Die Testdurchfiihrung erfolgt entsprechend der Gebrauchsanweisung. Im ersten Schritt
werden 150 pL eines mit verschiedenen BoNT/D-Konzentrationen dotierten Probenpuffers
(im Testkit enthalten) auf das Testfeld eines frisch gedffneten Tests pipettiert. Das Ergebnis
wird innerhalb eines Zeitfensters von 10-15 Minuten abgelesen, da nach 15 Minuten laut Her-
stellerangaben keine reproduzierbaren Ergebnisse mehr zu garantieren sind und eventuell erst
jetzt auftretende Signale daher nicht mehr gewertet werden konnen. Die in Tab. 2-2 abgebil-

deten BADD™ Ergebnisse wurden alle 13 Minuten nach dem Probenauftrag aufgenommen.
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Tab. 2-2: Testergebnisse des BADD™-Tests. Dieser kommerziell erhiltliche LFD-Test kann fiir den
Nachweis aller BoONT-Typen verwendet werden. In der vorliegenden Arbeit wurde ein mit verschiedenen
BoNT/D-Konzentrationen dotierter PBS-Puffer (im BADD™-Testkit enthalten) getestet.

Bild

Konzentration Visueller Eindruck
BoNT/D
Negativkontrolle Negatives Ergebnis

(PBS-Puffer)

Kein Signal

der Testlinie

500 ng/mL Negatives Ergebnis
Aus Kultur
PBS Puffer verdiinnt Kein Signal
der Testlinie
5 pg/mL Positives Ergebnis
Aus Kultur
PBS Puffer verdiinnt Signal der Testlinie
9,5 ng/mL Positives Ergebnis
Aus Kultur
PBS Puffer verdiinnt | Sehr schwaches Signal
der Testlinie
48 pg/mL Negatives Ergebnis
Aufgereinigtes Toxin
Kein Signal

der Testlinie

Anhand einer farbigen Kontrolllinie wird bei allen dargestellten Tests ein korrekter

Testverlauf ersichtlich. Da wéhrend der Testdurchfiihrung durch die Anwesenheit eines Ana-

lyten ein farbiges Testsignal hervorgerufen wird, handelt es sich bei diesem Lateral-Flow-Test
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um einen nicht kompetitiven Assay (Kapitel 3.1.1). Die Ergebnisse zeigen, dass erst ab einer
Konzentration von 5 pg/mL eine sehr schwache Férbung der Testlinie und damit ein positives
Signal zu erkennen ist. Dieser Wert liegt um den Faktor 50 unter der vom Hersteller angege-
benen Sensitivitidt. Die Signalintensitit des Tests nimmt bei einer Konzentration von 9,5
png/mL deutlich ab und bei einer Konzentration von 48 pg/mL ist kein positives Signal mehr
sichtbar. Fraglich ist, warum kein positives Testsignal bei einer hohen Analytkonzentration
auftritt. Eine Erklarungsmoglichkeit wire, dass auf dem Conjugate-Pad immer eine bestimmte
Menge an gelabelten Antikorpern abgelegt wird. Wird der markierte Antikorper durch die
Probenfliissigkeit wieder in Losung gebracht, so reagiert er mit dem Analyten innerhalb einer
Antigen-Antikorperreaktion. Ist die Konzentration des Analyten deutlich héher als die Kon-
zentration des gelabelten Antikorpers, so stehen nicht genligend Reaktionspartner fiir jedes
Analytmolekiil zur Verfiigung und als Folge kommt es innerhalb der Testlinie zu einer Kon-
kurrenzsituation zwischen den gebildeten Antigen-Antikdrperkomplexen und den Analytmo-
lekiilen, die keinen Reaktionspartner gefunden haben. Durch diese Konkurrenzsituation
nimmt die resultierende Signalintensitdt ab. Tatsdchlich stellt eine Analytkonzentration von
48 png/mL eine sehr hohe Analytkonzentration fiir einen Lateral-Flow-Assay dar, so dass die-
ses eine mogliche Ursache darstellen konnte. Nach 30 Minuten wiesen alle in Tab. 2-2
abgebildeten Tests ein unspezifisches und konzentrationsunabhéngiges Signal der Testlinie
auf. Somit ergibt sich das folgende Ergebnis:
e Der BADD™ Test besitzt eine Sensitivitit von 5 ng/mL in Bezug auf BoNT/D. Er
liegt damit um den Faktor 50 unter der vom Hersteller angegebenen Sensitivitdt von
100 pg/mL und um den Faktor 10*-10° unter der in dieser Arbeit angestrebten Sensiti-

vitat.

e Der zum Nachweis geeignete Konzentrationsbereich von 5 ug/mL - 48 ug/mL ist fiir

einen Lateral-Flow-Test relativ eng.

e Die Testzeit betrdgt 10-15 Minuten. Besondere Probenvorbereitungen miissen nicht

vom Anwender durchgefiihrt werden.

e Die Stabilitét der Testsignale ist nur fiir einen Zeitraum von 15 Minuten nach der Ap-
plikation der Probenfliissigkeit garantiert. In den hier untersuchten Tests trat in allen
Féllen ein falsch-positives Signal nach 30 Minuten auf, was auf nicht optimale Bedin-

gungen hinweist (Kapitel 3.1).

¢ Eine optische Auswertung ist wegen der Instabilitit des Testsignals nicht moglich.
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2.3 Patentsituation von Lateral-Flow-Tests und fiir BoNT

Neben der géngigen Fachliteratur stellen Patente eine sehr gute Quelle fiir Informatio-
nen dar, die konsequent genutzt werden sollte. Zur Patentrecherche stehen beispielsweise die
Internetseiten des PTO' zur Verfiigung. Eine andere Recherchemdglichkeit auBerhalb der

USA bietet auch das europiische Patentamt’.

Einige interessante Patente auf dem Gebiet immunochromatographischer Schnelltests
und immunologischer Nachweisverfahren fiir BONT sind in Tab. 2-3 angefiihrt. Diese Patente
konnen in die vier Bereiche ,,geschiitzte Konstruktionen bzw. Formate®, ,,LF-Tests zum
Nachweis spezieller Analyte®, ,,Tests mit einer Verstirkung des Testsignals® und ,,fiir LFD

geschiitzte Label* eingeteilt werden.

Tab. 2-3: Auswahl einiger fiir die vorliegende Arbeit relevanter Patente aus dem Bereich der Lateral-Flow-
Testformate, Testformate fiir bestimmte Analyte, Moglichkeiten der Signalverstirkung bei LFD und fiir

den Einsatz bei LFD geschiitzter Label-Reagenzien.

Geschiitzte Kon- Okumara (2002); Medel-Hartvig et al. (2002); Ford et al. (2002); Ki-
struktionen bzw. tawaki et al. (2001); Chandler et al. (2002); Carlsson und Loennberg
Formate (2001a); Feistel (2001); Cullmann et al. (2001a); Carlsson und Loenn-

berg (2001b); Hajizadeh und Wijesuriya (2000); Dinello et al. 2000;
Jones (1999); Kroll et al. (1999); Miyazaki et al. (1999); Cunningham
et al. (1998); Mortensen und Tom (1993); Chandler (1999); May et al.
(1987); Chowdhury und Mc Clintock (1999); Chambers und Fathallah
(2001); Harris und Richards (2002); Lee (2002); Marsen (2002); Sun

und Hill (2002)
LF-Tests zum Duan und Hartmann (2002); Ford et al. (2002); Brooks et al. (2001);
Nachweis spezieller Barrantes et al. (2001); Cullmann et al. (2001); Metzger und Ter-
Analyte letskaia-Ladwig (2000); Cheng et al. (1999); Cunningham et al.
(1999); Muscat et al. (2000)
Verstirkung des Chandler (1999); Cunningham et al. (1998)
Testsignals
Fiir LFD geschiitzte Laborde und La Borde (2001); Jones (1999); Ashhara et al. (1998);
Label Cunningham et al. (1998); Chang et al. (1997); Yongsheng et al.

(1999); Chowdhury und Mc Clintock (1999); Ames et al. (2000)

¥ The US Patent and Trademark Office, http://www.uspto.gov/patft/

2 http://www.epo.co.at/epo/




2 CLOSTRIDIUM BOTULINUM UND BOTULINUM-NEUROTOXINE 21

Beispielsweise werden in dem Patent der Firma Unilever N.V. [May et al., 1987] Late-
ral-Flow-Tests im Dipstickformat geschiitzt. Diese ,,Dipsticks* zeichnen sich dadurch aus,
dass sie direkt in eine Probenfliissigkeit getaucht werden konnen, d. h. die Testlosung muss
nicht in ein ,,Testfeld aufgetragen werden. Andere Patente beschreiben BoNT-Nachweise,
beispielsweise mittels der Messung der Endopeptidaseaktivitdt [Hallis et al., 1995], der Mes-
sung elektrochemischer Anderungen [Case und Worley, 1993], des Western Blotts [Aoki und
Spanoyannis, 2001] und der Messung von Fluoreszenzdnderungen [Song und Swanson,
1999]. Auch werden fiir die Verwendung von rekombinanten Antikorperfragmenten [Burans
et al., 1999] oder dem Nachweis von BoNT-Antikdrpern [Aoki und Spanoyannis, 1998;
Miller, 1996] entsprechende Verfahren beschrieben. Abe et al. (1998) beschreiben in ihrem
Patent eine geeignete Konstruktion zur Probensammlung und Kultivierung von verschiedenen
Bakterien, zu denen auch das Clostridium-botulinum gehdrt. Eine Signalverstidrkung mittels
Silberverstarkung wird in dem Patent von Chandler (1999) beschrieben. Es schiitzt ein Late-
ral-Flow-Testformat, das durch seinen speziellen Aufbau eine zeitlich getrennte Anwesenheit

von bestimmten Chemikalien an der Testlinie sicherstellt.

2.4 Zusammenfassung

Zurzeit konnen sieben verschiedene Toxintypen aufgrund ihrer serologischen Eigenschaf-
ten unterschieden werden, die sich strukturell sehr dhneln. Diese strukturelle Ahnlichkeit stellt
sehr hohe Anforderungen an einen typspezifischen immunologischen Nachweis. Unter Be-
riicksichtigung der in diesem Kapitel beschriebenen Eigenschaften und Nachweismethoden
des Analyten BoNT, lassen sich folgende erste Anforderungen an den zu entwickelnden

BoNT/D Lateral Flow Assay formulieren.

e Der Toxinnachweis in der Maus ist nur dann durch eine /n-vitro-Methode zu ersetzen,

wenn diese eine Nachweisgrenze im Bereich von 50-500 pg/mL besitzt.

e Zusitzlich sollte die Handhabung, Reproduzierbarkeit und Testzeit im Vergleich zu

dem Toxinnachweis in der Maus entsprechend bzw. verbessert sein.
e Die Ergebnisse sollten quantifizierbar sein.

Zwel in dieser Arbeit verwendete In-vitro-Nachweisverfahren — der ,,ijmmunochroma-
tographische Saulentest und der ,,Magnetic-Beads-Assay* — erfiillen die Sensitivititsansprii-
che; auch sind sie im Vergleich zu anderen in der Literatur beschriebenen Nachweisverfahren

vergleichsweise einfach in der Durchfithrung. Dennoch benétigen sie im Durchschnitt eine
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Testzeit von ca. 14 Stunden, was immer noch deutlich schneller als der Toxinnachweis in der
Maus ist. Die bei diesen Assays verwendeten BoNT/D-Antikorper sind vom Institut fiir an-
gewandte Biotechnologie in den Tropen entwickelt worden, und stehen Dank Threr freundli-

chen Unterstiitzung auch fiir diese Arbeit zur Verfiigung.

Ein kommerzieller Lateral-Flow-Assay (BADD™-Test) zum Nachweis von BoNT zeigt
unter den getesteten Bedingungen folgende Eigenschaften:

e Der BADD™-Test besitzt eine Sensitivitit von 5 pg/mL. Er liegt damit um den Faktor

50 unter der vom Hersteller angegebenen Sensitivitit von 100 ng/mL und um den Fak-

tor 10*-10° unter der in dieser Arbeit angestrebten Sensitivitit.

e Der zum Nachweis geeignete Konzentrationsbereich von 5 pg/mL - 48 pg/mL ist fiir

einen Lateral-Flow-Test gering.

e Die Stabilitdt der Testsignale ist nur fiir einen Zeitraum von 15 Minuten nach der Ap-
plikation der Probenfliissigkeit garantiert. Bei den hier untersuchten Tests trat in allen
Fillen ein falsch-positives Signal nach 30 Minuten auf, was auf nicht optimale und un-

reproduzierbare Bedingungen hinweist.

Eine Betrachtung der existierenden Patente zeigt, dass es verschiedene Moglichkeiten der
Sensitivitidtserhoung von Lateral-Flow-Tests gibt. Ein spezielles Lateral-Flow-Format zum

Nachweis von BONT wurde im Rahmen der vorliegenden Patentrecherche nicht gefunden.
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3 IMMUNOCHROMATOGRAPHISCHE ASSAYS

In Kapitel 2 wurden Eigenschaften und Nachweismethoden des BoONT/D niher betrach-
tet und erste grundlegende Anforderungen des Analyten an einen /n-vitro-Assay ermittelt. Der
kommerziell erhiltliche und im Rahmen der vorliegenden Arbeit getestete BADD™ Lateral-
Flow-Assay (LFA) bietet eine schnelle Moglichkeit, BONT typunspezifisch mit einer Nach-
weisgrenze von 5 pg/mL nachzuweisen. Obwohl der BADD™ Test keine hinreichende Sensi-
tivitdt und Quantifizierungsmoglichkeit der Testergebnisse besitzt, bestdtigt sich aufgrund der
deutlich verkiirzten Testzeit das Potenzial der Lateral-Flow-Assays als interessante alternative
In-vitro-Nacheismethode. Um die Leistungsfahigkeit sowie verschiedene Entwicklungsansit-
ze des Lateral-Flow-Testformates besser einschitzen zu konnen, wird in diesem Kapitel zu-
nédchst auf allgemeine theoretische Grundlagen eingegangen. Die Diskussion eines Anforde-
rungsprofils an einen LFA erfolgt im ndchsten Schritt anhand eines Schwangerschaftstests.
Nach diesen Betrachtungen werden die allgemeinen Anforderungen an die Nachweismethode
(z.B. reproduzierbare Testbedingungen oder Haltbarkeit) und die Anforderungen des Analy-
ten BoNT/D an einen immunologischen Assay zu einem Anforderungsprofil eines BoNT/D-
Lateral-Flow-Assay zusammengefiihrt. Die Ergebnisse eines ,klassischen* LFD-Testansatzes
und weiterfilhrende Untersuchungen verschiedener Reaktionsparameter mittels eines Flow-
Through-Assays dienen als Grundlage fiir die im nédchsten Kapitel beschriebenen Entwick-

lungen verschiedener Lateral-Flow-Assays.

Bereits seit 1960 gelten immunologische Testverfahren als verldssliches und spezifi-
sches Werkzeug der analytischen Chemie, die kontinuierlich verbessert und weiterentwickelt
werden [O’Beirne und Cooper, 1979; Price und Newman, 1991; Tijssen, 1993; Ishikawa,
1993; Wild, 1994; Deshpande, 1996; Buttler, 2000]. Charakteristisch ist fiir alle immunologi-
schen Nachweisverfahren, dass sie auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion basieren [Jefferis
et al., 1991]. Mittels dieser immunologischen Reaktion ist der Nachweis von einem der Reak-
tionspartner und die Bestimmung seiner Konzentration moglich. Der Testaufbau eines immu-
nochemischen Tests kann hierbei besonders in Bezug auf die Bildung und Auswertung der
Testsignale stark variieren. Als bekannte und héufig genutzte Formate kdnnen hierfiir radio-
immunologische Verfahren (RIA: radio-immunoassay), ELISA-Testsysteme (enzyme linked
immunospecific assay) bis hin zu Lateral-Flow-Devices (LFD) genannt werden. Als schnelle
Immunoassay-Technik bietet die im Folgenden beschriebene Immunochromatographie bzw.
Lateral-Flow-Technologie binnen Minuten reproduzierbare und sensitive Ergebnisse [Price

und Newman, 1991].
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3.1 Der Lateral-Flow-Assay

Immunochromatographischer Test (ICT), Lateral-Flow-Assay (LFA), Lateral-Flow-
Device (LFD), Dipstick-Assay oder One-Stepp-Test sind nur einige Namen unter denen das
nun diskutierte Testformat in der Literatur gefunden werden kann. Alle Bezeichnungen sind
Synonyme fiir ein auf Partikeln basierendes immunochromatographisches Aufkonzentrie-
rungsformat, das sich mittlerweile eines sehr breiten Einsatzgebietes erfreut. Der Grund hier-
fiir liegt in den positiven Eigenschaften eines Lateral-Flow-Assays, die ein anwenderfreundli-
ches Testformat, Langzeitstabilitét und gilinstige Produktionskosten beinhalten. So konnte die-
se Technologie wihrend der letzten 15 Jahre fiir iiber 150 verschiedene Analyte erschlossen
werden [Klewitz, 2000]. Als rezeptfreie Produkte werden liberwiegend qualitative - bzw. se-

miquantitative -Testformate angeboten.

3.1.1 Kompetitive und nicht-kompetitive LFD

Eine Moglichkeit der Nomenklatur von immunologischen Tests bietet neben der Pro-
benart (antigenhaltig oder antikdrperhaltig) oder der Analysenart (z.B. qualitativ oder quanti-
tativ) die Form des Gesamtsystems [Miyai, 1991], welche in Abb. 3-1 dargestellt ist.

Immunoassay
Immunoassay ohne Immunoassay mit
Marker (,,label”) Marker (,,label”)
homogener heterogener
Immunoassay Immunoassay
kompetitiver nicht-kompetitiver

Abb. 3-1: Klassifikation eines Immunoassays nach der Form des Gesamtsystems.

Wendet man diese Klassifikation auf die Lateral-Flow-Devices (LFD) an, so ergibt sich
die folgende Nomenklatur. Zunichst verwenden LFD mit Labeln versehene Reaktanden. In-
nerhalb dieser Gruppe der ,Immunoassays mit Labeln* kann eine weitere Einteilung in ho-
mogene und heterogene Testdurchfiihrungen vorgenommen werden. Zu der letzteren Gruppe
gehort das Lateral-Flow-Testformat, da einer der Reaktanden innerhalb einer Testzone immo-
bilisiert ist, wahrend sich die anderen Reaktanden in einer fliissigen Phase befinden. Als wei-
tere wichtige Untergruppen der heterogenen Immunoassays werden im Allgemeinen das

nicht-kompetitive Format und das kompetitive Testformat unterschieden [Miyai, 1991; Arista
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Biologicals, 2002; Whatman, 2002]. Beide Formate konnen sowohl bei einem LFD als auch
bei einem Flow-Through-Assay Anwendung finden.

Nicht-kompetitiver LFD-Immunoassay (Sandwich Assay)

Bei einem nicht-kompetitiven LFD bildet ein mit einem Label markierter Antikdrper
aufgrund einer immunologischen Reaktion mit dem nachzuweisenden Antigen (Analyt) in der
Probenlésung einen Antigen-Antikorper-Komplex. Dieser Komplex wird mittels einer zwei-
ten immunologischen Reaktion zwischen einem anderen Epitop des Antigens und einem im-

mobilisierten Antikorper nachgewiesen.

Zugabe einer Nachweisreaktion
antigenhaltigen Probe

o
-Posmv I .

Negativ
marklener Immobilisicrter Antigen mit
Anl]kmper Antikérper 2 Epitopen

Abb. 3-2: Verlauf eines nicht-kompetitiven LFD.

Der Nachweis erfolgt liber die Auswertung eines Farbsignals. Mit zunehmender Kon-
zentration des Analyten nimmt die Intensitét des Testsignals zu (Abb. 3-2). Grundlegende
Voraussetzungen fiir die Entwicklung eines solchen Nachweises sind, dass das nachzuwei-
sende Antigen grof3 genug ist, um von mehreren Antikérpern gebunden zu werden und zusitz-

lich iiber mehrere immunologisch unterscheidbare Epitope verfiigt.

Kompetitiver LFD-Immunoassay

Bei einem kompetitiven LFD wird zu einem mit einem Label markierten Reaktanden -
der das gleiche Epitop wie der Analyt besitzt - in einer Probenldsung das Antigen hinzugege-
ben. Innerhalb einer Testzone ist ein spezifischer Antikdrper gegen das Epitop des markierten

Reaktanden und des Antigens immobilisiert.
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Aufgrund der Bindungskonkurrenz zwischen dem markierten Reaktanden und dem
Analyten kommt es bei einem kompetitiven LFD mit zunehmender Analytkonzentration zu
einer Intensitdtsabnahme des Testsignals (Abb. 3-3). Dieses Testformat bietet sich fiir kleine
Analyte an, die nur iiber ein Epitop verfiigen bzw. die nicht von mehreren Antikorpern ge-

bunden werden konnen.

Zugabe einer Nachweisreaktion
antigenhaltigen Probe

2
LN W, |
+ —>\—>
e WY

Positiv I .
Negativ I I .

ﬂ markicrtes Immobilisierter Antigen mit
Antigen Antikorper einem Epitop

Abb. 3-3: Verlauf eines kompetitiven LFD.

3.1.2 Aufbau und Prinzipien

Gemeinsam ist allen Lateral-Flow-Assays, dass die Anwesenheit eines Analyten ab ei-
ner bestimmten Schwellenkonzentration mittels eines Farbsignals nachgewiesen wird, wobei
die Farbintensitit innerhalb einer Testzone mit der Analytkonzentration korreliert. Abb. 3-4
zeigt einen schematischen Aufbau, der prinzipiell allen immunochromatographischen Lateral-

Flow-Tests zugrunde liegt [Tisone et al., 1999].

Mit seinen weltweit verkauften  Stiickzahlen stellt der Lateral-Flow-
Schwangerschaftstest wohl die bekannteste Anwendung dar. Aus diesem Grund und da ein
Schwangerschaftstest in der vorliegenden Arbeit zur Entwicklung einer chemischen Signal-
verstirkung genutzt wird, werden die verschiedenen Aufgaben der einzelnen Komponenten

eines Lateral-Flow-Tests nun anhand eines Schwangerschaftstests erldutert (Abb. 3-4).
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Testlinie (T) \ /Kontrolllinie (K)

Absorbent-
Sample-Pad Pad
Diagnostische
Membran
I A2 |
\’lastikverstéirkung

Abb. 3-4: Aufbau und Komponenten eines Lateral-Flow-Assays.

Wie in Kapitel 3.1.4 beschrieben, liegt das humane Choriongonadotropin (hCG) erst im
Falle einer Schwangerschaft im Urin vor. Demzufolge kann es zum immunologischen Nach-
weis einer Schwangerschaft genutzt werden. Die Anwenderin tragt bei der Verwendung des
Tests ihren Urin auf ein Aufnahmepapier (,,Sample-Pad*) auf. Das Sample-Pad dient als gro-
ber ,,Vorfilter fiir Schwebeteilchen und ist im Allgemeinen mit verschiedenen Puffersalzen
belegt. Diese Puffersalze stellen die Probenfliissigkeit auf einen fiir die immunologische Re-
aktion optimalen pH-Wert ein. Der aufgetragene Urin flie3t dann durch ein Reagenzienvlies
(,,Conjugate-Pad*/,,Release-Pad*). Hierbei bringt die Probenfliissigkeit neben weiteren Puf-
fersalzen, Tensiden, Zuckern und Proteinen einen zuvor abgelegten markierten Anti-B-hCG-
Antikorper in Losung. Die erste immunologische Reaktion zwischen der f-Untereinheit des
hCG und dem markierten Anti-B-hCG-Antikorper findet in der Losung statt und hat die Bil-
dung eines immunologischen Komplexes zur Folge. Die Probenfliissigkeit wandert mit den
gebildeten immunologischen Komplexen aufgrund von Kapillarkriften durch eine Polymer-
membran und iiber zwei Reagenzienlinien - die Testlinie (,,Capture Line*) und die Kontrollli-
nie (,,Control Line*) - in ein weiteres Aufnahmevlies (,,Absorbent-Pad*). Innerhalb der Test-
linie wurden bei der Herstellung des Schwangerschaftstests Anti-a-hCG-Antikérper immobi-
lisiert. Diese reagieren spezifisch mit der a-Untereinheit des hCG-Hormons. Sobald der zuvor
gebildete immunologische Antigen-Antikorper-Komplex in ihre Ndhe kommt. Das Resultat
ist ein innerhalb der Testlinie immobilisierter Sandwich-Komplex, der aufgrund des Labels

des Anti-B-hCG-Antikorpers eine Farbinformation tréagt.

Ist die Konzentration des immobilisierten Labels innerhalb der Testlinie gro3 genug, so
wird ein positives Ergebnis durch eine farbige Testlinie erkennbar. Das Ergebnis eines Tests
kann nach wenigen Minuten mit bloBem Auge abgelesen werden und eine verfarbte Kontroll-

linie stellt fiir die Anwenderin sicher, dass der Test korrekt verlief.
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Als Label in Lateral-Flow-Assays werden verschiedenste Partikel, wie beispielsweise
blaue Latexpartikel (Polystyrol), paramagnetische Partikel (magnetische Eisenoxide (FeOy)),
Russpartikel und verschiedene kolloidale Metallpartikel verwendet. Jedes Label besitzt hier-
bei verschiedene Vor- und Nachteile, wie z.B. Haltbarkeit, Loslichkeit, Verfligbarkeit und
Farbe. Als Faustregel gilt lediglich, dass die Partikelgroe nicht 10% der Membranporengro-

Be iiberschreiten darf, damit eine gute Mobilitdt in der Membranstruktur gegeben ist.

Aufgrund der Ahnlichkeit zu ELISA werden viele Lateral-Flow-Tests auf der Grundlage
bereits bestehender ELISA entwickelt. Im Vergleich zu diesen besitzen Lateral-Flow-Assays
im Allgemeinen die gleiche oder sogar eine hohere Sensitivitit. Abhidngig von den verwende-
ten Antikdrpern, dem nachzuweisenden Analyten und dem verwendeten Label konnen Sensi-
tivitdten im ng/mL Bereich erreicht werden [Horton et al., 1991; Birnbaum et al., 1992; Van
Amerongen et al., 1994; Miiller-Bardorff et al., 1999]. Viele Analyten, wie beispielsweise die
Botulinum-Neurotoxine, benétigen jedoch fiir einen effektiven Nachweis sogar noch deutlich
hohere Sensitivitdten. Um diesen Anspriichen gerecht zu werden, miissen neue Wege be-
schritten werden. Im Folgenden werden daher einige Mdglichkeiten zur Sensitivitidtsehohung

erlautert.

Methoden zur Sensitivititserhohung

Der Einsatz einer neuen Generation von Labeln stellt eine interessante Moglichkeit zur
Sensitivitdtserhohung dar. Zu dieser Generation kdnnen Reagenzien wie beispielsweise para-
magnetische Partikel [LaBordee und O’Farrell, 2002], Kohlenstoffpartikel [Lonnberg und
Carlsson, 2001; Van Amerongen et al., 1994] oder UPT —Reporter (Up-Converting Phosphor-
Reporters) [Corstjens et al., 2001 und Corstjens et al., 2003] gezédhlt werden. Die Nutzung
von magnetischen Nanopartikeln als Markierungsreagenz ist nicht neu; dennoch wurde erst in
jlngerer Zeit ein entsprechendes System fiir Lateral-Flow-Testformate auf den Markt ge-
bracht. Mittels eines Auslesegerites konnen nun alle innerhalb der Test- und Kontrolllinie
immobilisierten magnetischen Partikel erfasst und analysiert werden. Der Vorteil dieser Me-
thode liegt darin begriindet, dass nicht nur die optisch zugéngliche Oberfliche, sondern das
gesamte Volumen der Testzone ausgelesen wird. Es werden Nachweisgrenzen von 10 fg/mL

mit diesem System von der U.S Navy erreicht [LaBordee und O’Farrel, 2002].

Kohlenstoffpartikel scheinen gegeniiber den herkommlichen Labeln wie kolloidalem
Gold oder Latex eine hohere Signalintensitit zu besitzen [Lonnberg und Carlsson, 2001; Van
Amerongen et al., 1994]. Sie sind fiir eine Konjugierung gebrauchsfertig in verschiedensten
Formen und definierten Partikelgroen erhiltlich. AuBerdem sind sie kostengiinstig, nicht to-

xisch und Antikorper konnten absorptiv an die gro3e Oberflache binden.
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UPT—Reporter in Kombination mit einer neuartigen optoelektronischen Auswertung
[Corstjens et al., 2001 und Corstjens et al., 2003] erlauben ebenfalls eine signifikante Signal-
erhohung. Bei diesem System werden innerhalb der Testzone immobilisierte Lumineszenz-
partikel mittels eines Lasers angeregt. Die Auslesung der verzdgerungsfreien Emission des
Labels zeigt aufgrund von reduzierten Hintergrundsignalen eine um den Faktor 10 erhohte
Empfindlichkeit.

Ein anderer Ansatz stammt von der Sartorius AG [Sartorius AG, 2002] und befindet
sich momentan noch in der Patentierungsphase. Eine Signalverstirkung wird dadurch erreicht,
dass die pordse Struktur der diagnostischen Cellulosenitratmembran mittels einer Losung zer-
stort und in einen klaren, transparenten Cellulosenitratfilm iiberfiihrt wird. Betrégt die Sicht-
tiefe einer diagnostischen Membran ungefdhr 10-20 um, so nimmt der ,,Signalbeitrag* tieferer
Schichten ab und ein Teil des Testsignals eines LFD geht in der Struktur verloren. Durch die
Moglichkeit die Membran transparent zu machen, wird dieser Signalverlust auf mindestens
50% herabgesetzt. Die transparente Membran kann nun im Durchlicht oder Auflicht optisch

ausgewertet werden.

Eine chemische Signalverstidrkung durch eine Silberfixierung von Goldlabeln [Chandler,
1996; Shyu et al., 2002] kann die Signalintensitdt um den Faktor 10—100 erhdhen. Somit wer-
den Nachweisgrenzen im pg/mL mdoglich. Bei dieser indirekten Methode lagern sich Silberio-
nen an die in der Testzone immobilisierten Label (kolloidale Goldpartikel) an und werden
dann zu elementarem Silber ,,entwickelt”. Der Anwender kann so mit dem bloen Auge posi-
tive Ergebnisse geringster Analytkonzentrationen ablesen, die ohne Silberfixierung aufgrund

der geringen Farbintensitit nicht sichtbar gewesen wéren.

3.1.3 Typische Entwicklungsprobleme
Die schematische Abbildung eines LFD (Abb. 3-4) zeigt ein relativ einfach aufgebautes

Testformat. Dennoch werden die folgenden Kapitel zeigen, dass die Interaktionen der einzel-
nen Komponenten eines LFD nicht einfach zu optimieren sind. Der beachtliche Aufwand bis
zur Produktionsreife eines verldsslichen Tests zahlt sich dadurch aus, dass einfache, reprodu-
zierbare Soforttests fiir den Laien kostengiinstig hergestellt werden konnen. Die wichtigsten
Komponenten und Einflussparameter sind hierbei die Vorbehandlung der verschiedenen Pads,
das verwendete Label, die diagnostische Membran und deren Vorbehandlung, Applikation
von Test- und Kontrolllinie und die Giite und Eigenschaften der verwendeten Antikorper.

Durch die Interaktion der einzelnen Komponenten eines LFD steigt der Entwicklungsaufwand
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noch einmal signifikant. In Abb. 3-5 sind einige kritische Zonen eines fertigen Lateral-Flow-

Teststreifens dargestellt.

Uberschiissige Salzkonzentrationen Durch Lagerung
hydrophobe Proteinlinie zerstorter Antikorper

Schlechter Kontakt,
Stopp im Proben-
fluss

Falsche chemische
Bedingungen

Hydrophobe
Membran

|| AN I |

Abb. 3-5: Komponenten eines Lateral-Flow-Tests, die fiir Entwicklungsprobleme besonders anfillig sind.

So kann die Losung eines der in Abb. 3-5 dargestellten Probleme durch die Interaktion
der Komponenten zu einem anderen Problem fiihren. Die Schwierigkeiten der Verarbeitung
steigen fiir quantitative Tests, da hier die Farbintensitdt der Testlinie im Rahmen der Produk-
tionsschwankungen in engen Grenzen reproduzierbar sein muss. Sechs Phdnomene beschrei-
ben die Entwicklungsprobleme, die bei der Herstellung eines Lateral-Flow-Tests auftreten
konnen. Sie sind in der Abb. 3-6 dargestellt, ansonsten wird an dieser Stelle auf die einschla-
gige Literatur verwiesen [Tijssen, 1993.; Price und Newman, 1997; Jones, 1999a; Jones,
1999b; Chandler et al., 2001; Beer et al., 2002].

Unspezifische
Signale
) ) Schwache
UngleichméBige
L und/oder diffuse
Linienintensitaten
Testlinien
Zu diinne UngleichméiBige
Testlinie Testlinienbenetzung
Zu breite
Testlinie

Abb. 3-6: Typische Probleme bei der Entwicklung eines Lateral-Flow-Assays.

Eine wichtige Frage wéhrend der Entwicklungsphase ist, ob der Prototyp des betreffen-

den Testformates eine geniigende Stabilitit aufweist. Das ist dann der Fall, wenn die Lage-
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rungsfahigkeit und die von der Lagerungszeit abhingige Leistungsfihigkeit des Tests dem

Anforderungsprofil und dem Kunden geniigen. Da in der Entwicklungsphase generell nicht

ausreichend Zeit fiir einen realen Lagertest von beispielsweise drei Jahren vorhanden ist, muss

ein Stresstest zur Hilfe genommen werden.
Faktoren wie Luftfeuchtigkeit, Licht und
zu hohe Temperaturen wirken sich negativ
auf die Stabilitit von Membranen, Stabili-
satoren, Benetzungsreagenzien, Blockie-
rungsreagenzien und von gelabelten Anti-
korpern aus. Da Stressfaktoren wie Licht
und Luftfeuchtigkeit durch entsprechende
Verpackungen fast beseitigt werden kon-
nen, bleibt als Stressfaktor die Hitze. Da-
her sind bestimmte Hitzestresstests auch
von einigen Regulierungsbehérden ver-
bindlich vorgeschrieben. In Tab. 3-1 wer-

den die Testintervalle fiir einen typischen

Tab. 3-1: Empfohlene Testintervalle eines Lateral-

Flow-Assays bei einem Lagerungstest in Abhiin-

gigkeit von der Temperatur [Arista Biologicals;

2002].

Temperatur [°C]

Testintervall

70 Jeden 2.-3. Tag
60 Einmal wochentlich
50 Einmal wochentlich
40 Einmal alle 14 Tage
Raumtemperatur Einmal monatlich
2-8 Einmal monatlich
-20 Einmal monatlich

Hitzestresstest einer Membran dargestellt. In Tab. 3-2 wird aufgezeigt, wie lange eine Mem-

bran verschiedenen Temperaturen ausgesetzt werden muss, um verschiedene Lagerungszeiten

zu simulieren [Arista Biologicals; 2002]. Weist der Prototyp eine geniigende Stabilitit auf, so

kann das endgiiltige Testdesign festgelegt werden.

Tab. 3-2: Abhingigkeit der simulierten Lagerungszeit eines Lateral-Flow-Assays von der Lagerungstem-

peratur [Arista Biologicals 2002].

Lagerungstemperatur Lagerungszeit Lagerungszeit Lagerungszeit
[°C] 3 Jahre bei RT 2 Jahre bei RT 1 Jahr bei RT
70 3-4 Wochen 2 Wochen 1 Woche
60 2 Monate 1 Monat 2 Wochen
50 6 Monate 2-4 Monate 1 Monat
40 ein Jahr 5-7 Monate 2-3 Monate

3.1.4 Erstellung eines exemplarischen Anforderungsprofils

Der Schwangerschafistest

Um die Anforderungen an einen LFD besser nachvollziehen zu kénnen, wird nun ein in

der Literatur beschriebenes Anforderungsprofil eines Lateral-Flow-Schwangerschaftstests né-
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her betrachtet. Hierfiir werden zunichst die biologischen Aspekte des Analyten dargestellt,

um diese mit dem beschriebenen Anforderungsprofil abzugleichen.

Das Ausbleiben der Menstruationsblutung ist fiir die meisten Frauen der erste Hinweis
auf eine Schwangerschaft. Zu diesem Zeitpunkt sind seit der Befruchtung der Eizelle im Eilei-
ter mindestens 15 Tage vergangen. Die Eierstocke beginnen ein bis zwei Tage nach dem Ein-
nisten der befruchteten Eizelle mit der Hormonproduktion, bis ab der 10.-12. Schwanger-
schaftswoche der Mutterkuchen selbst in der Lage ist, ausreichend humanes Choriongona-
dotropin (hCG = human Chorion Gonadotropin) zu bilden. Als drztliche Untersuchungsme-
thoden zur Feststellung einer Schwangerschaft kommen neben der Anamnese die vaginale
Untersuchung, der Urintest und der Schwangerschaftsbluttest in Betracht. Wenn der Chorion-
gonadotropin-Wert 10 IU/I im Blut tiberschritten hat, kann grundsitzlich von einer Schwan-
gerschaft ausgegangen werden (Ausnahmen: Tab. 3-3). Der Bluttest kann schon zu einem
sehr frithen Schwangerschaftsstadium fiir einen Nachweis genutzt werden. Im Harn gelingt
der Nachweis bei empfindlichen Tests etwa zum Zeitpunkt der erwarteten Regelblutung und
damit erst ein paar Tage spater. Als Urintest gibt es in der Apotheke frei verkdufliche Schnell-
tests nach dem bekannten Lateral-Flow-Format, welche die Frau alleine zu Hause durchfiih-

ren kann.

Tab. 3-3: Griinde fiir falsch-negative und falsch-positive Ergebnisse immunologischer Nachweismethoden

fiir humanes Choriongonadotropin.

Falsch-negatives Ergebnis Falsch-positives Ergebnis

(Test zeigt keine Schwangerschaft an, es be- | (Test zeigt eine Schwangerschaft an, es be-
steht aber eine) steht aber keine)

Zu starke Verdiinnung des Hormons auf- Blasenmole (Tumor)
grund einer zu groflen Harnmenge. Keimzelltumoren auflerhalb der Keimdriisen
Der Eisprung erfolgte spéter als angenom- Seltener durch andere Tumoren des Darms,
men. der Niere, der Brust, des Magen-
Die Schwangerschaft ist noch zu jung, um Darmtraktes, der Leber, der Bauchspeichel-
ein positives Ergebnis zu verursachen. driise, der Lunge, der Eierstocke.
hCG-Konzentration ist im letzten Schwan- Starke Erh6hung bei Frauen nach der Meno-
gerschaftsabschnitt bereits wieder niedrig. pause und Eklampsie.

Humanes Choriongonadotropin (hCG) besteht aus einer Alpha- und einer Beta-
Untereinheit. Klinisch wichtig sind das gesamte hCG-Molekiil sowie seine Beta-Untereinheit,

da bestimmte Tumoren lediglich die freie Beta-Kette setzernieren konnen. Zur Bestimmung
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von hCG und/oder seiner Beta-Untereinheit stehen momentan drei verschiedene Immunoas-
says zur Verfligung. Diese Immunoassays erfassen entweder das intakte hCG-Molekiil, nur
die freie Beta-Untereinheit (Beta-hCG) oder sowohl das intakte hCG-Molekiil als auch die
freie Beta-Untereinheit (hCG + Beta-hCG) [Cole et al., 1994; Alfthan und Stenman, 1996;
Birken et al., 1996; Cole, 1997, Elliott et al., 1997].

Ein Anforderungsprofil, das von dem verantwortlichen Forschungs- und Entwicklungs-
leiter verwirklicht werden sollte, wird beispielsweise von Weiss (1999) beschrieben. Er for-
dert fiir die Entwicklung vom LabormaBstab bis hin zur Produktionsreife eines Lateral-Flow-

Tests zum Nachweis von hCG im Urin folgende Voraussetzungen:

Anforderungen an den Nachweis einer Schwangerschaft
e 99% der getesteten Realproben mit einer hCG-Konzentration von 25 mIU/mL zeigen ein

positives Ergebnis an (Nachweisgrenze zum Nachweis einer Schwangerschaft).

e 99% der getesteten Proben mit einer hCG-Konzentration von unter 5 mIU/mL sind nega-

tiv (Ausschluss von falsch-positiven Ergebnissen aus Griinden, wie sie beispielsweise in
Tab. 3-3 dargestellt sind).

Anforderungen an die Testperformance

e Im Falle eines funktionsfahigen und richtig verwendeten Tests muss die Kontrolllinie bei

allen Proben ein Signal geben (Sicherheit fiir den Anwender, dass der Test korrekt ver-

lief).

e Das Ergebnis einer positiven Probe ist fiir den Fachmann innerhalb von 3 Minuten er-

kennbar (Effektivitdt des Tests und Einhaltung einer Testzeit von maximal 8 Minuten).

e Dieses Testergebnis muss mindestens 30 Minuten stabil sein (Stabile Reaktionsbedingun-

gen, die zu reproduzierbaren Ergebnissen fiihren).

e Der Teststreifen wird mit einer entsprechenden Verpackung und mit einer Gebrauchsan-
weisung geplant und entwickelt (Beriicksichtigung und Verbesserung der Lagerungsfa-
higkeit).

e Die Haltbarkeit des verpackten Produktes betrdgt mindestens 18 Monate bei

Raumtemperatur (Anforderungen des Kunden).
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Wirtschaftliche Aspekte

e Die Herstellungskosten des verkaufsfertigen Produktes diirfen nicht iiber 25 Cent liegen.
Dieser Orientierungsbetrag beinhaltet keine Lizenzgebiihren oder andere Verbindlichkei-
ten, die zur Herstellung nétig sind. Die benotigten Gerétschaften sollten {iber einen ldnge-
ren Zeitraum iiber jahrlich verkaufte Stiickzahlen abgeschrieben werden. Hierbei bietet es

sich an, primédr Materialkosten und Laborkosten zu beriicksichtigen.

e Das Produkt muss innerhalb von 18 Monaten verkaufsfertig sein. Dieser Zeitrahmen um-
fasst auch einen Stabilititstest (4 Monate bei RT), eine Uberpriifung der Leistungsfihig-
keit, ein abgeschlossenes Produktdesign und ein potentielles Produktionsvolumen, das den
vorldufigen Marktanalysen entspricht (Entwicklungs- und Einfiihrungskosten diirfen einen

bestimmten Rahmen nicht iiberschreiten).

Die prinzipiellen Anforderungen an die Testperformance konnen auf einen BoNT/D-LFD
iibertragen und angepasst werden. Dieses wird nun im nichsten Kapitel bei der Verwirkli-

chung eines ,,klassischen Entwicklungsansatzes beschrieben.

3.1.5 Entwicklung eines ,klassischen“ BoNT/D-LFD-Assays

Das generelle Anforderungsprofil

Die strukturellen Ahnlichkeiten der sieben serologisch unterscheidbaren BoNT-Typen
stellen sehr hohe Anforderungen an einen typspezifischen immunologischen Nachweis. Ein
moglicher Ansatz zur Berlicksichtigung dieses Aspektes stellt ein Sandwich Immunoassay
dar, der zum Nachweis die Bildung eines Komplexes zwischen einem Antigen und zwei An-
tikdrpern nutzt. Die biologisch aktive zweikettige Form der Botulinum-Neurotoxine (siche
Kapitel 2) besteht aus einer Schweren (S-Kette, 100 kDa) und einer Leichten Kette (L-Kette,
50 kDa). Damit sind die BoNT mit einer Molekiilgrof3e von ca. 150 kDa grof3 genug, um von
mehreren Antikdrpern gebunden zu werden. Dariiber hinaus verfiigen sie iiber mehrere im-
munologisch unterscheidbare Epitope, so dass die Voraussetzungen fiir die Entwicklung eines
LFD im Sandwichformat erfiillt sind (Kapitel 3.1.1). Durch die Verwendung von zwei Anti-
korpern und somit von zwei Epitopen zum Nachweis eines BoNT-Typs kann die Spezifitdt

soweit erhoht werden, dass ein typspezifischer Nachweis mdglich wird.

Wie in Kapitel 2.2.2 dargestellt, ist der Toxinnachweis von BoNT in der Maus nur dann
durch eine In-vitro-Methode ersetzbar, wenn diese eine Nachweisgrenze in einem Bereich

von ca. 50-500 pg/mL besitzt.



3 ENTWICKLUNG VON IMMUNOCHROMATOGRAPHISCHEN ASSAYS 35

In Kapitel 3.1.4 werden grundlegende Voraussetzungen und Anforderungen an einen
Lateral-Flow-Schwangerschaftstest dargestellt. Von diesem Profil kénnen die Anforderungen
an die Testperformance generell iibernommen werden, so dass sich die folgenden Ziele fiir ein

BoNT/D-Lateral-Flow-Assay Anforderungsprofil ergeben:

e Aufgrund der groBen strukturellen Ahnlichkeiten wird fiir einen typspezifischen immuno-
logischen Nachweis des BONT/D ein Sandwich-Immunoassay entwickelt.

e Die Sensitivitdt des Tests muss zwischen 50-500 pg/mL liegen. Gegebenenfalls miissen
Methoden zur Signalverstirkung etabliert und Versuchsdurchfiihrungen standardisiert
werden.

e Der Test muss eine einfache Handhabung mit reproduzierbaren Ergebnissen ermdglichen
und die Testzeiten miissen vergleichsweise verkiirzt sein.

e Der Test muss eine Mdglichkeit der Quantifizierung der Testergebnisse besitzen.

e Im Falle eines funktionsfidhigen und richtig verwendeten Tests muss die Kontrolllinie bei
allen Proben ein Signal geben.

e Das Testergebnis muss mindestens 30 Minuten stabil sein und darf sich nicht verdndern.
Eine Veridnderung der Testlinie deutet auf instabile und nicht reproduzierbare Bedingun-
gen hin.

o FEin Stabilititstest (3 Monate bei RT) muss zufrieden stellend verlaufen sein.

Ansiitze zur Entwicklung eines ,,klassischen* BoNT/D-Sandwichassays

Ausgehend von den fiir diese Arbeit zur Verfiigung stechenden Antikorpern und dem er-
arbeiteten Anforderungsprofil werden in diesem Abschnitt einige mogliche Entwicklungsan-
satze diskutiert. Dem Anforderungsprofil folgend beschiftigt sich die vorliegende Arbeit mit
der Entwicklung eines Lateral-Flow-Devices im Sandwich-Format zum Nachweis von
BoNT/D. Dank der freundlichen Unterstiitzung des Instituts fiir angewandte Biotechnologie
in den Tropen stehen fiir die Entwicklung eines BoNT/D Lateral-Flow-Tests folgende drei

Toxinantikorper zur Verfiigung:

. Monoklonaler BoNT/D-Antikorper IgG (Maus) (zukiinftig: monoklonaler Antikdrper
(Maus)), gegen determinante Gruppen der S-Kette gerichtet.

o Polyklonaler BoNT/D-Antikorper IgY (Huhn) (zukiinftig: polyklonaler Antikdrper
(Huhn)), gegen determinante Gruppen der S- und L-Kette gerichtet.

. Biotinylierter polyklonaler BoNT/D-Antikorper IgG (Ziege) (zukiinftig: biotinylier-
ter polyklonaler Antikdrper (Ziege)), gegen determinante Gruppen der S- und L-Kette
gerichtet.



3 ENTWICKLUNG VON IMMUNOCHROMATOGRAPHISCHEN ASSAYS 36

Fiir eine Lateral-Flow-Applikation sind kolloidale Goldpartikel mit einer Partikelgrof3e
von ca. 40 nm ein géngiges und in der Literatur gut beschriebenes direktes Markierungsrea-
genz. Goldkonjugierte Antikdrper besitzen hinsichtlich ihrer Verarbeitung in Lateral-Flow-
Testformaten hervorragende Eigenschaften (Chandler, 2000; Chandler et al., 2001; Chaudhuri
und Raychaudhuri, 2001). Ferner bieten sie die Moglichkeit einer Silberverstirkung mittels
der die Testsensitivitdt erhoht werden kann (Kapitel 3.1.2). Die Goldkonjugierung des mo-
noklonalen Antikérpers (Maus) und des polyklonalen Antikorpers (Huhn) wird von der Firma
Alchemy Labs (Dundee, Vereinigtes Konigreich) durchgefiihrt. Fiir eine Konjugierung des
biotinylierten polyklonalen Antikdrpers (Ziege) steht nicht die benotigte Antikdrpermenge zur
Verfiigung.

Ausgehend von den verfiigbaren Antikdrpern bietet es sich an, verschiedene Sandwich-
Assays parallel zu entwickeln. Das Probenformat bzw. ein schematischer Aufbau eines ,,klas-
sischen® Lateral-Flow-Assay zum Nachweis von BoNT/D ist in Abb. 3-7 dargestellt. Inner-
halb eines Sample-Pads eines Lateral-Flow-Assays ist ein goldkonjugierter Antikdrper abge-
legt. Durch den Probenauftrag wird dieser in Losung gebracht und reagiert mit dem Analyten
(BoNT/D) innerhalb einer Antigen- |7
Antikorperreaktion. Aufgrund von Kapillarkraf- Absorbent-Pad

ten der Membran migriert die Reaktionslosung in

Richtung des Absorbent-Pads, wobei sie die

] q{ Kontrolllinie (K) ‘
Testzone passiert. Innerhalb der Testzone ist ein
zweiter, gegen andere determinante Gruppen des
Antigens gerichteter Antikorper, immobilisiert. B Testlinie (T) ‘

Es kommt zur zweiten immunologischen Reakti-
on zwischen dem immobilisierten Antikorper
und dem Analyten. Die Bildung eines Sand-

. . . . Sample-Pad/
wichkomplexes zwischen dem immobilisierten Conjlflgatc-Pad

Antikorper, dem Analyten und dem goldkonju-
. L . . Goldkonjugicrter
gierten Antikorper ist damit abgeschlossen. Der L Antikdrper

Sandwichkomplex wird in diesen Testformaten

. . .. Abb. 3-7: Aufbau und Komponenten eines mog-
demnach wiéhrend der Testdurchfiihrung gebil-

lichen ,klassischen®“ Lateral-Flow-Assay zum
det. Ausgehend von den verfiigbaren Antikor- nachweis von BoNT/D.
pern ergeben sich die vier in Tab. 3-4 dargestell-

ten Kombinationsmoglichkeiten.
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Tab. 3-4: Mogliche Kombinationen der in der vorliegenden Arbeit verfiigharen BoNT/D-AK zur Entwick-

lung eines ,,klassischen® LFD-Testformats zum Nachweis von BoNT/D (Abb. 3-7).

Goldkonjugierter Antikorper Testlinie Kontrolllinie
(AK) (Immobilisierter Antikorper) (Immobilisierter Antikorper)
Monoklonaler AK (Maus) Polyklonaler AK (Huhn) Anti-Maus-IgG
Monoklonaler AK (Maus) Biotinylierter polyklonaler Anti-Maus-IgG
AK (Ziege)
Polyklonaler AK (Huhn) Monoklonaler AK (Maus) Anti-Huhn-IgY
Polyklonaler AK (Huhn) Biotinylierter polyklonaler Anti-Huhn-IgY

AK (Ziege)

Mit jeder der vier Kombinationsmoglichkeiten werden im ersten Schritt verschiedene
pH-Werte zur Optimierung der immunologischen Reaktion untersucht. Die Vorbehandlung
des Release-Pads erfolgt in der Form, dass der als Probenpuffer verwendete Puffer auch zur
Release-Pad-Vorbehandlung genutzt wird. In Tab. 3-5 sind die entsprechenden Bedingungen

zusammengefasst.

Tab. 3-5: Zur Optimierung der ,klassischen“ Lateral-Flow-Assays untersuchte pH-Werte des Probenpuf-

fers und des Belegungspuffers zur Release-Pad-Vorbehandlung.

Probenpuffer

Fiir die Release-Pad-Vorbehandlung

genutzter Belegungspuffer

Zusitzliche Komponenten

des Belegungspufters

KhPhtH-Puffer’'
(40 mM, pH 5,2)

KhPhtH-Puffer
(40 mM, pH 5,2)

NaP-Puffer NaP-Puffer
(40 mM, pH 6,2) (40 mM, pH 6,2)
NaP-Puffer NaP-Puffer

(40 mM, pH 7,2)

(40 mM, pH 7,2)

Borat-Puffer
(40 mM, pH 8.2)

Borat-Puffer
(40 mM, pH 8.2)

Borat-Puffer
(40 mM, pH 9,2)

Borat-Puffer
(40 mM, pH 9,2)

0,6 Gew.-% BSA,

0,4 Gew.-% Tween 20,

1,5 Gew.-% Saccharose

Insgesamt ergeben sich vier verschiedene Kombinationsmoglichkeiten fiir die Ent-

wicklung eines Lateral-Flow-Tests, die jeweils bei 5 verschiedenen pH-Werten getestet wer-

# KhPhtH-Puffer: Kaliumhydrogenphthalat-Puffer
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den. 200 puL des jeweiligen verwendeten und mit verschiedenen BoNT/D-Konzentrationen
dotierten Probenpuffers (50, 5, 0,5 und 0 ng/mL) werden direkt auf das den goldkonjugierten
Antikorper enthaltene Release-Pad des Teststreifens appliziert. Bei den 20 betrachteten Ver-
suchsbedingungen werden jeweils drei diagnostische Membranen mit unterschiedlichen
Migrationsgeschwindigkeiten verwendet (Unisart CN 90, Unisart CN 140 und Unisart CN
200 (Sartorius AG, Géttingen)), die ein breites und géngiges Spektrum an Migrationszeiten
bieten. Die Herstellung der Teststreifen und die Testdurchfiihrung sind in Kapitel 7.4.1 be-

schrieben.

Ergebnisse und Diskussion
Bei keiner der in diesem Kapitel betrachteten 60 verschiedenen Reaktionsbedingungen ge-
lingt ein BoNT/D-Nachweis. Dieses Ergebnis kann durch mehrere Ursachen hervorgerufen
werden, wie beispielsweise durch einen inaktivierten immobilisierten Antikdrper, ein durch
Lagerung beschiddigtes Goldkonjugat oder durch andere unspezifische Interaktionen. Ein wei-
terer Erklarungsansatz ist, dass die Reaktionszeit fiir die Bildung aller hier diskutierten Sand-
wichkomplexe in einem Lateral-Flow-Assay durch die Migrationszeit der Membran determi-
niert wird. Braucht beispielsweise die Probenfliissigkeit 20 Sekunden um bis zur Testlinie zu
flieBen, so stehen fiir die Reaktion des goldkonjugierten Antikdrpers mit dem Analyten nur
diese 20 Sekunden zur Verfiigung. Entsprechend ist die Situation fiir die Reaktion zwischen
dem Antigen und dem in der Testlinie immobilisierten Antikdrper. Die Reaktionszeit ent-
spricht der durchschnittlichen Durchflussgeschwindigkeit der Testlinie von ca. 1 — 3 Sekun-
den. Benétigt die immunologische Reaktion fiir die Einstellung eines fiir den Nachweis vor-
teilhaften Gleichgewichtszustandes langer, so ist beispielsweise die Einfiihrung einer Proben-
vorbereitung ratsam. Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:
e Die Bildung eines immunologischen Sandwichkomplexes findet bei den hier unter-
suchten Bedingungen offensichtlich nicht statt, wodurch ein BoNT/D-Nachweis nicht
moglich ist. Die Ursache hierfiir ist nicht ersichtlich und fiir Optimierungsversuche

miissen die Eigenschaften der verwendeten Antikorper néher betrachtet werden.

e Weitere Versuche sollten mit einer Probenvorbereitung arbeiten, die optimale Bedin-
gungen (z.B.: pH-Wert, Temperatur, Reaktionszeit) fiir einen Toxinnachweis bietet.
Ein moglicher Ansatz hierfiir ist ein Flow-Through-Testformat, welches vom Testab-

lauf dem ,,immunochromatographischen Saulentest* (Kapitel 2.2.5) dhnlich ist.

Aus diesen Griinden wird im folgenden Abschnitt die Entwicklung eines Flow-Through-

Assays beschrieben.
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3.2 Der Flow-Through-Assay (FTA)

Mit der Entwicklung von RIA- und ELISA-Technologien begannen immunologische
Testformate ihren erfolgreichen Einzug in die klinische Diagnostik. Trotz des grof3en Potenzi-
als dieser Technologien konnen auch heute noch Ansatzpunkte zu ihrer Optimierung gefun-
den werden. So konnte der Kostenfaktor gesenkt werden, indem die relativ zeitintensiven
Testdurchfiihrungen durch schnellere Methoden ersetzt wiirden. Eine Losung bieten auf
diagnostische Membranen aufgebaute Testformate. Dieser Ansatz fiihrte in den frithen 1980er
Jahren zu den ersten immunologischen Aufkonzentrierungsformaten, den so genannten

Immunoconcentration-/Flow—Through-Tests.

Zum ersten Mal wurde eine Membran nicht nur als Tragermaterial flir die Immobili-

sierung von Antikérpern genutzt. Vielmehr kam die Membran in vertikaler

Probenflussrichtung auch als Filtrati- Zugabe von

onsmembran zum Einsatz. Der Vorteil verschiedenen Losungen

dieses Filtrationsansatzes im Vergleich in mehreren Schritten

det werden kann, wodurch pro Nach-

weis mehr potentielle Analytmolekiile Absorbent-Pad __

zur Verfligung stehen. Auch verringer-

zu ELISA-Tests besteht darin, dass ein
relativ grofes Probenvolumen verwen- ) _
Diagnostische Membran \:ﬁ
v

ten sich mittels dieser Formate die In-
Abb. 3-8: Komponenten und Aufbau eines Flow-

kubationszeiten von entsprechenden
Through-Tests.

ELISA-Tests um den Faktor 10
[Arista, 2002]. Im Vergleich zu RIA- und ELISA-Technologien entfielen hierbei spezielle
Geritschaften. Mit diesen Verbesserungen konnten Nachweisverfahren fiir Laien, also einfa-

che und reproduzierbare Soforttests flir den Heimanwender, auf den Markt gebracht werden.

Ahnlich wie im Falle eines ELISA sind fiir einen Flow-Through-Test mehrere Ver-
suchsschritte notwendig. So wird beispielsweise bei einem nicht-kompetitiven Test im ersten
Schritt eine fliissige Probenlosung auf eine diagnostische Membran aufgetragen (Abb. 3-8).
Die diagnostische Membran wurde zuvor mit einer bestimmten Menge eines spezifischen
Antikorpers belegt. Wenn in der Probenfliissigkeit das Zielantigen (Analyt) enthalten ist,
findet nun die erste immunologische Reaktion zwischen dem Analyten und dem immobi-
lisierten Antikorper statt. Die Folge dieser Reaktion ist eine Aufkonzentrierung des Analyten
innerhalb der diagnostischen Membran. Uberschiissige Probenfliissigkeit und ungebundene
Analytmolekiile werden in Filtrationsrichtung durch das Absorbent-Pad aufgenommen. Im

zweiten Schritt wird eine Lésung aufgetragen, welche einen markierten Antikorper enthilt.
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Schritt wird eine Losung aufgetragen, welche einen markierten Antikérper enthilt. Dieser
markierte Antikorper reagiert spezifisch mit einem anderen Epitop des Analyten als der im-
mobilisierte Antikdrper. Nach der Applikation des gelabelten Antikorpers flieBen alle mar-
kierten Antikorper in Filtrationsrichtung durch die Membranmatrix in das Absorbent-Pad.
Wihrend dieser Filtration kommt es zur zweiten immunologischen Reaktion zwischen dem
gelabelten Antikdrper und dem innerhalb der diagnostischen Membran immobilisierten Ana-
lyten. Es resultiert eine Aufkonzentrierung des Labels innerhalb der Membranmatrix durch
die Ausbildung eines Sandwich-Komplexes zwischen dem Analyten, dem immobilisierten
und dem goldkonjugierten Antikorper. Um unspezifische Hintergrundfarbungen und somit
falsch-positive Ergebnisse zu verhindern, wird innerhalb eines 3. Schrittes ein Waschpuffer
aufgetragen. Uberschiissige und ungebundene gelabelte Antikorper werden so aus der Mem-
bran in das Absorbent-Pad gewaschen. Ein positives Ergebnis kann anhand der Fiarbung des

Testfeldes erkannt werden.

Auch bei Vorversuchen im Rahmen vom anderen Forschungs- und Entwicklungsprojek-
ten bietet dieses Format ideale Charakteristika. So konnen hier wichtige Parameter von Late-
ral-Flow-Assays getrennt voneinander untersucht werden. Beispielsweise ist es fiir einen Ver-
gleich von verschiedenen Antikdrpern moglich, die Eigenschaften in Bezug auf die Bin-
dungsaffinitdt zur Membran, Kreuzreaktivititen und Bindungsaffinititen zum Analyten zu
ermitteln. Zusétzlich konnen erste kinetische Untersuchungen erfolgen, die Auskunft iiber den
optimalen pH-Wert, die Reaktionsgeschwindigkeit, die optimalen Konzentrationen der Reak-
tanden und die Giite der markierten Antikorper geben. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wird das Flow-Through-Testformat zur Untersuchung verschiedener Parameter genutzt. Die

Ergebnisse werden in den folgenden Unterkapiteln zusammengefasst.

3.2.1 Entwicklung des BoNT/D-Flow-Through-Assays 1

In Anlehnung an den in Kapitel 2.2.5 beschriebenen im-
munochromatographischen Séulentest wird der Flow- — Spritze
Through-Assay 1 aufgebaut. Auch bei diesem Flow-
Through-Test wird innerhalb einer Probenvorbereitung

zwischen dem Analyten und einem monoklonalen Anti- Spritzenvorsatz

korper (Maus) sowie einem biotinylierten polyklonalen Belegte Membran

Antikorper (Ziege) ein Sandwich-Komplex ausgebildet.

Diese Sandwich-Komplexe werden dann bei der Durch-
Abb. 3-9: Komponenten und Auf-

fihrung eines Flow-Through-Tests mittels eines bau eines Flow-Through-Assays.
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immobilisierten sekunddren Antikorpers (Anti-Maus-IgG, Ziege) innerhalb eines Testfeldes
immobilisiert. Durch einen weiteren Schritt wird an das Biotin des biotinylierten polyklonalen
Antikorpers HRP-konjugiertes (horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase) Streptavidin
gekoppelt. Der Farbnachweis des Toxinkomplexes erfolgt aufgrund einer enzymatischen Re-
aktion der Meerrettichperoxidase mit einem Farbungsreagenz. In Abb. 3-9 ist der verwendete
Flow-Through-Assay dargestellt, die Flow-Through-Assayherstellung ist in Kapitel 7.2.1 be-

schrieben.

Probenvorbereitung und Testdurchfiihrung
Fiir eine Probenvorbereitung werden 500 pL eines mit verschiedenen BoNT/D-
Konzentrationen versetzten 28 mM GP-Puffers (pH 6,2) auf folgende Antikdrperkonzentrati-

onen eingestellt:
0,3 ng/mL monoklonaler Antikdrper (Maus)
0,2 pg/mL biotinylierter polyklonaler Antikorper (Ziege)

Die dotierten Probenpuffer werden iiber Nacht (12 h) bei 37°C auf einem Uberkopfschiitt-
ler bei stdndiger Drehbewegung auf niedrigster Stufe inkubiert. Unmittelbar vor der Flow-
Trough-Testdurchfithrung werden die Flow-Through-Membranproben mittels eines
28 mM GP-Puffers (pH 6,2) benetzt, in Filtrationsvorsitze eingelegt und mit einer 1-ml-
Spritze versehen (Abb. 3-9). Dann erfolgen mehrere Filtrationsschritte in der unten angegebe-
nen Reihenfolge. Der sich anschlieBende Schritt erfolgt immer erst dann, wenn die jeweilige
Losung vollstindig durchgelaufen ist. Die Durchtropfgeschwindigkeit betrdgt pro Minute ca.
100 pL. Es handelt sich um eine Filtration iiber Schwerkraft.

e  Waschen mit 750 pL eines 28 mM GP-Puffers (pH 6,2)

e Zugabe des mit Toxin dotierten Probenpuffers (500uL)

e 3 x Waschen mit jeweils 750 pL Caseinpuffer (pH 7,2)

e Zugabe von 500 pL einer HRP-konjugierten Streptavidinlosung
e 2 x Waschen mit jeweils 750 uL Caseinpuffer (pH 7,2)

e Waschen mit 750 puL dest. Wasser (sterilfiltriert)

e Zugabe von 500 uL. BM-Blue (Farbstoff). Nach ca. 5 Minuten tritt bei den Proben die
in Tab. 3-6 angegebene Farbung auf.
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Tab. 3-6: Ergebnisse eines Flow-Through-Assays vor einem Waschschritt
50 ng/mL 5 ng/mL 500 pg/mL 50 pg/mL Blindprobe
[BoNT/D] [BoNT/D] [BoNT/D] [BoNT/D]
Sehr deutliche Deutliche Schwache Schwache Leichte Farbung
Blaufirbung Blaufirbung Blaufdrbung Blaufdrbung

e Stoppen und Waschen durch zweimalige Zugabe von 750 pL dest. Wasser

e Nach dem letzten Waschschritt werden die Membranen aus dem Filtrationsvorsatz he-

rausgenommen und getrocknet. In Tab. 3-7 sind die Ergebnisse dargestellt.

Tab. 3-7: Ergebnisse des Flow-Through-Assays 1 nach Abschluss der Versuchsdurchfiihrung und nach

Einfiihrung eines Waschschrittes.

50 ng/mL 5 ng/mL 500 pg/mL 50 pg/mL Blindprobe
[BoNT/D] [BoNT/D] [BoNT/D] [BoNT/D]
Sehr deutliche | Deutliche Blau- | Schwache Blau- | Sehr schwache | Keine Fiarbung
Blaufirbung farbung farbung Blauférbung

Die in Tab. 3-7 dargestellten Proben weisen alle eine ungleichméfige Beleuchtung
und einen ungleichmifBigen Hintergrund auf. Diese Phinomene werden durch das verwendete
Aufnahmesystem hervorgerufen, so dass sich nicht die visuelle Beurteilung und die Qualitét
des Tests beeinflussen. Auffillig ist, dass die abgebildeten Membranen alle eine ungleichmé-
Bige Farbung der Oberfliche (Testfeld) zeigen. Dieses kann auf einen ungleichméBigen Pro-
benfluss in Filtrationsrichtung hindeuten. Auf der Membranoberfldche verbleibende Luftbla-
sen konnen dieses Phidnomen hervorrufen, womit es sich um ein technisches Problem handeln
wiirde. Die Farbintensitit der Blaufirbung der Membranen nimmt entsprechend der Toxin-
konzentration von sehr intensiv (50 ng/mL BoNT/D) bis sehr schwach (50 pg/mL BoNT/D)
bzw. keine Farbung (Blindwert) ab. Damit ist ein semiquantitativer Nachweis von BoNT/D
erbracht, da ab einer bestimmten Toxinkonzentration ein Farbsignal auftritt, dessen Intensitit

in dem betrachteten Konzentrationsbereich mit der Toxinkonzentration korreliert.

Fraglich ist, ob dariiber hinaus eine quantitative Auswertung des Flow-Through-Tests
mittels einer optischen Auswertung der Oberflachenfirbung vorgenommen werden kann.
Aufgrund von technischen Problemen bei der Testdurchfithrung entsteht ein ungleichméBiger

Probenfluss durch die Membran. Die daraus resultierenden UnregelméBigkeiten der Farbung
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der Membranoberfliche (Tab. 3-7) haben einen signifikanten Einfluss auf eine optische Aus-
wertung. So entfallen fiir eine optische Auswertung unreproduzierbar bis zu 30% der auszu-
wertenden Membranoberfldche. Der daraus resultierende Fehler fiihrt nur zu qualitativen Aus-

sagen liber eine Toxinkonzentration.

3.2.2 Entwicklung des BoNT/D-Flow-Through-Assays 2

Nach einer erfolgreichen Ubertragung des in Kapitel 2.2.5 beschriebenen
immunochromatographischen Assays auf den Flow-Through-Assay 1, kann der Einfluss der
Goldkonjugierung auf die Testperformance untersucht werden. Hierfiir wird der biotinylierte
polyklonale Antikorper (Ziege) durch einen goldkonjugierten polyklonalen Antikdrper
(Huhn) ersetzt. Da bei Format ein von vornherein farbiges Label eingesetzt wird, entfallen bei
dieser Testdurchfiihrung die Biotin-Streptavidin-Kopplung und der darauf folgende indirekte

Férbeschritt mittels einer enzymatischen Reaktion.

Die verpackten gebrauchsfertigen Flow-Through-Membranen (Herstellung in Kapitel
7.2.1) werden unmittelbar vor ihrer Nutzung mittels eines GP-Puffers (28 mM, pH 6,2) be-
netzt, in Filtrationsvorsdtze eingelegt und mit einer 1-ml-Spritze versehen (Abb. 3-9). Im
Rahmen der Probenvorbereitung werden jeweils 500 pL der in Tab. 3-8 angegebenen Proben-

puffer angesetzt.

Tab. 3-8: Zur Optimierung des Flow-Through-Assays 2 untersuchte pH-Werte des Probenpuffers, verwen-

dete Antikérperkonzentrationen und BoNT/D-Konzentrationen.

Probenpuffer Fiir die Probenvorbereitung enthaltene Untersuchte BoNT/D-

Antikorper Konzentrationen

KhPhtH-Puffer?
(40 mM, pH 5,2)

NaP-Puffer 0,3 pg/mL monoklonaler Antikorper
(40 mM, pH 6,2) (Maus)
NaP-Puffer 50 ng/mL; 5 ng/mL;
(40 mM, pH 7,2) 0,5 ng/mL; 0 ng/mL
Borat-Puffer
(40 mM, pH 8,2) 1,0 pg/mL goldkonjugierter
Borat-Puffer polyklonaler Antikdrper (Huhn)

(40 mM, pH 9,2)

2 KhPhtH-Puffer: Kaliumhydrogenphthalat-Puffer
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pH-Optimierung

Zunichst soll der optimale pH-Wert fiir die Ausbildung des Sandwichkomplexes er-
mittelt werden. Eine Inkubation bei 37°C auf einem Uberkopfschiittler bei stindiger Drehbe-
wegung auf niedrigster Stufe fiihrt in einem ersten Ansatz zu einer Beschddigung des gold-
konjugierten Antikdrpers. Diese Beschiddigung ist durch einen Farbwechsel der Goldkonju-
gatlosung von rot zu violett bis braun-violett und durch unspezifisches Bindungsverhalten zu
erkennen (falsch-positive Ergebnisse). Um derartige Beschddigungen zu verhindern, werden
die in Tab. 3-8 angegebenen dotierten Probenpuffer iiber Nacht bei 37°C in einem Wasserbad
inkubiert, was zu keiner Beschiddigung des goldkonjugierten Antikorpers fiihrt.

Unmittelbar vor der Flow-Trough-Testdurchfiihrung werden die Membranproben mit-
tels eines GP-Puffers (28 mM, pH 6,2) benetzt, in Filtrationsvorsitze eingelegt und mit einer
1-ml-Spritze versehen (Abb. 3-9). Dann werden mehrere Filtrationsschritte in der unten ange-
gebenen Reihenfolge durchgefiihrt. Der sich anschlieBende Schritt erfolgt immer erst dann,
wenn die jeweilige Losung vollstindig durchgelaufen ist. Die Durchtropfgeschwindigkeit bei

dieser Filtration liber Schwerkraft betrdgt ca. 100 pL/Minute.

e Waschen mit 750 pL des zur Verdiinnung genutzten Probenpuffers (Tab. 3-8)
e Zugabe der dotierten Testproben (jeweils 500uL)

e 3 x Waschen mit jeweils 750 pL des zur Verdiinnung genutzten Probenpuffers
(Tab. 3-8). In Tab. 3-9 und Tab. 3-10 sind die Ergebnisse dargestellt.

Tab. 3-9: Ergebnisse verschiedener pH-Werte des Probenpuffers auf die Testsensitivitit des Flow-
Through-Assay 2.

Probenpuffer Sensitivitét

40 mM KhPhtH-Puffer (pH 5,2) Kein Signal

40 mM NaP-Puffer (pH 6,2) Kein Signal
40 mM NaP-Puffer (pH 7,2) 50 ng/mL

40 mM Borat-Puffer (pH 8,2) Kein Signal

40 mM Borat-Puffer (pH 9,2) Kein Signal

Die Ergebnisse zeigen, dass der fiir die immunologische Bildung eines Sandwichkom-
plexes optimale pH-Wert bei 7,2 liegt, da bei keinem anderen pH-Wert ein Nachweis des To-
xins gelingt. Die Nachweisgrenze bei einem pH-Wert von 7,2 betrdgt 50 ng/mL und damit
liegt die Sensitivitit um den Faktor 1.000 unter der bei dem oben beschriebenen Flow-

Through-Assay 1 mit einer indirekten enzymatischen Farbereaktion.
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Tab. 3-10: Ergebnisse des Lateral-Flow-Assays 2 bei Verwendung eines Probenpuffers mit einem pH-Wert

von 7,2.
50 ng/mL 5 ng/mL 500 pg/mL Blindprobe
[BoNT/D] [BoNT/D] [BoNT/D]
Sehr schwache Rot- Keine Fiarbung Keine Fiarbung Keine Fiarbung
farbung

Auch zeigt sich bei den in Tab. 3-10 abgebildeten Membranproben wieder eine un-
gleichmidfige Farbung der Oberfliche, welche eine quantitative optische Auswertung er-
schwert. Eine Variation der Inkubationszeit von 6, 8 und 18 Stunden sowie eine Variation der
Durchtropfgeschwindigkeit von 100, 75, 50, 25 pL/Min. kénnen die Sensitivitidt der in
Tab. 3-9 dargestellten Ergebnisse nicht beeinflussen. Die Bildung des Sandwichkomplexes
scheint innerhalb einer Probenvorbereitungszeit von 6 Stunden abgeschlossen zu sein, da mit
dieser Inkubationszeit ein BoNT/D-Toxinnachweis mdoglich ist. Der Wegfall der Inkubation

fiihrt zu keinem positiven Signal in dem betrachteten Konzentrationsbereich.

3.2.3 Entwicklung des BoNT/D-Flow-Through-Assays 3

Ein weiterer Entwicklungsansatz ist die Verwendung einer Kombination eines gold-
konjugierten monoklonalen Antikorpers (Maus) mit einem polyklonalen Antikérper (Huhn).
Auch bei diesem Ansatz erfolgt der Nachweis des BoNT/D mittels der Bildung eines Sand-
wichkomplexes, diesmal durch eine Reaktion des polyklonalen Antikdrpers (Huhn), des To-
xins und des goldkonjugierten monoklonalen Antikorpers (Maus). Dieser mobile Sandwich-
komplex wird mittels einer Antigen-Antikdrperreaktion zwischen dem polyklonalen Antikor-
per (Huhn) und einem Anti-Huhn-IgY (Ziege) innerhalb der Testzone immobilisiert. Die Be-
legung der Membran erfolgt entsprechend der in Kapitel 7.2.3 beschriebenen Vorschrift. Zur
Untersuchung des optimalen pH-Wertes werden jeweils 500 uL der in Tab. 2-1 angegebenen

Testlosungen angesetzt.
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Die Probenpuffer werden mit Toxin dotiert und iiber Nacht bei 37°C in einem Was-
serbad inkubiert. Unmittelbar vor der Flow-Trough-Testdurchfiihrung werden die Membran-
proben mittels eines GP-Puffers (28 mM, pH 6,2) benetzt, in Filtrationsvorsitze eingelegt und
mit einer 1-ml-Spritze versehen (Abb. 3-9). Dann werden die Filtrationsschritte in der unten
angegebenen Reihenfolge durchgefiihrt. Der sich anschlieende Schritt erfolgt immer erst
dann, wenn die jeweilige Losung vollstindig durchgelaufen ist. Die Durchtropfgeschwindig-

keit bei dieser Filtration iiber Schwerkraft betrdgt ca. 100uL/Minute.

e Waschen mit 750 pL des zur Verdiinnung genutzten Probenpuffers (Tab. 3-10)
e Zugabe der dotierten Testproben (jeweils 500uL)

e 3 x Waschen mit jeweils 750 pL des zur Verdiinnung genutzten Probenpuffers
(Tab. 3-10). In Tab. 3-11 und Tab. 3-12 sind die Ergebnisse dargestellt.

Tab. 3-11: Einfluss verschiedener pH-Werte des Probenpuffers auf die Testsensitivitit des Flow-Through-

Assays 3.
Probenpuffer Sensitivitét
40 mM KhPhtH-Puffer (pH 5,2) Kein Signal
40 mM NaP-Puffer (pH 6,2) 50 ng/mL
40 mM NaP- Puffer (pH 7,2) Kein Signal
40 mM Borat-Puffer (pH 8,2) Kein Signal
40 mM Borat-Puffer (pH 9,2) Kein Signal

Tab. 3-12: Darstellung der Ergebnisse des Lateral-Flow-Assays 3 bei Verwendung eines Probenpuffers mit

einem pH-Wert von 6,2.

50 ng/mL 5 ng/mL 500 pg/mL Blindprobe
[BoNT/D] [BoNT/D] [BoNT/D]
Schwache Keine Fiarbung Keine Fiarbung Keine Fiarbung

Rotfarbung

Werden die Ergebnisse zusammengefasst, so betrdgt der fiir diese immunologische
Reaktion optimale pH-Wert 6,2. Eine Anderung des pH-Wertes hat zur Folge, dass kein
BoNT/D-Nachweis moglich ist. Bei einem pH-Wert von 6,2 wird hingegen eine Sensitivitét
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von 50 pg/mL erreicht. Diese Sensitivitét ist um den Faktor 1.000 geringer als die Sensitivitdt
des am Anfang dieses Kapitels beschriebenen Flow-Through-Assays 1. Entsprechend der bei-
den zuvor beschriebenen Flow-Through-Assays tritt auch bei diesem Assay eine ungleichma-

Bige Farbung der Oberfliche auf, welche eine optische Auswertung erschwert.

Ein Versuch durch verschiedene Inkubationszeiten von 6, 8 und 18 Stunden oder
durch eine Herabsetzung der Durchtropfgeschwindigkeit auf 100, 75, 50 und 25 pL/Min. auf
die Sensitivitdt Einfluss zu nehmen, gelingt nicht. Die Sensitivitdt wird bei allen Variationen
nicht beeinflusst. Ohne eine Probenvorbereitung hingegen ist in dem betrachteten Konzentra-

tionsbereich kein Nachweis moglich.

3.3 Zusammenfassung

Zuerst wurden in diesem Kapitel folgende Anforderungen an einen Lateral-Flow-Test
zum Nachweis von BoNT/D erarbeitet:
e Fiir einen typspezifischen immunologischen Nachweis des BoNT/D ist die Entwicklung
eines Sandwich-Immunoassays notwendig, dessen Sensitivitdt zwischen 50-500 pg/mL
liegt. Gegebenenfalls miissen Methoden zur Signalverstirkung etabliert und Versuchs-

durchfithrungen standardisiert werden.

e Der Test muss eine einfache Handhabung mit reproduzierbaren Ergebnissen ermdglichen

und die Testzeiten miissen vergleichsweise verkiirzt sein.
e Der Test muss eine Mdglichkeit der Quantifizierung der Testergebnisse besitzen.

e Das Testsignal muss mindestens 30 Minuten stabil sein und darf sich nicht verédndern.

Eine Veridnderung der Testlinie beweist instabile und nicht reproduzierbare Bedingungen.

e FEin Stabilitétstest (3 Monate bei RT) muss zufrieden stellend verlaufen sein.

Ausgehend von den verfligbaren Antikdrpern wurde ein ,klassischer” Lateral-Flow-
Sandwichassay untersucht. Die Ergebnisse der Optimierungsversuche konnen wie folgt zu-
sammengefasst werden:

e Bei keiner der betrachteten Reaktionsbedingungen ist ein BoONT/D-Nachweis moglich.

e Ein moglicher Optimierungsansatz ist bei diesem Assayformat nicht ersichtlich.
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Zur Untersuchung des Einflusses eines Probenvorbereitungsschrittes und anderer Parameter,
wird in der vorliegenden Arbeit ein Flow-Through-Testformat verwendet, das dem in Kapitel
2.2.5 beschriebenen immunochromatographischen Sdulentest dhnelt. Die Ergebnisse lassen

sich wie folgt zusammenfassen:

e Es wurden drei Flow-Through-Testformate entwickelt, mittels derer das BoNT/D semi-

quantitativ nachgewiesen werden kann.

e Bei Verwendung einer enzymatischen Firbereaktion kann die angestrebte Nachweisgren-
ze von 50 pg/mL erreicht werden. Der Einsatz von goldkonjugierten Antikorpern fiihrt bei
den anderen beiden Flow-Through-Assays zu einer Herabsetzung der Testsensitivitdt um
den Faktor 1.000.

e FEine Quantifizierung der Ergebnisse mit Hilfe einer optischen Auswertung ist bei allen

drei Assays aufgrund von ungleichméBigen Farbungen der Testzonen nicht sinnvoll.

e In weiterfiihrenden Arbeiten konnten die durch Luftblasen hervorgerufenen Artefakte

eventuell durch eine vorgeschaltete Verteilerschicht auf der Membran verhindert werden.

e Die Bildung eines mobilen Sandwich-Komplexes zwischen dem Toxin und zwei weiteren

Antikorpern ist bei allen drei Assays spétestens nach 6 Stunden abgeschlossen.

e Wie zu erwarten hat der pH-Wert des Probenvorbereitungspuffers einen signifikanten Ein-
fluss auf die Testsensitivitdt. Zukiinftig werden daher zuerst optimale pH-Werte fiir ein

Testformat ermittelt, bevor andere Parameter untersucht werden.

e Eine Inkubation bei 37°C auf einem Uberkopfschiittler bei stindiger Drehbewegung auf
niedrigster Stufe fiihrt zur Beschddigung der goldkonjugierten Antikorper. Deshalb wer-
den alle zukiinftigen Inkubationen im Wasserbad durchgefiihrt.

Die in diesem Abschnitt gewonnenen Ergebnisse werden im nichsten Kapitel dazu ge-

nutzt, einen Lateral-Flow-Assay mit Probenvorbereitung zu entwickeln.
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4 ERGEBNISSE DER LATERAL-FLOW-ASSAYS

Gemadl dem Infektionsschutzgesetz (ehem. Bundesseuchengesetz) sind Arbeiten mit dem
Clostridium-botulinum und den Botulinum-Neurotoxinen in Laboratorien durchzufiihren die
der Sicherheitsstufe 2 entsprechen. Aus diesem Grund sind alle praktischen Arbeiten mit dem
Botulinum-Neurotoxin Typ D in den L2-Laboratorien des ,,Instituts fiir angewandte Biotech-
nologie in den Tropen‘ (Gottingen) erfolgt. Fiir jeden in der vorliegenden Arbeit beschriebe-
nen Versuch wird eine bei — 80°C gelagerte Toxinprobe der Stammldsung frisch aufgetaut

und nach Gebrauch verworfen.

Fiir die Entwicklung eines immunochromatographischen Assays zum Nachweis von
BoNT/D, wurde in Kapitel 3.1.5 zunéchst ein ,klassischer® Lateral-Flow-Ansatz im Sand-
wichformat gewahlt. Bei diesem Format bildet sich zwischen dem Toxin, dem immobilisier-
ten und dem goldkonjugierten Antikorper wéihrend der Testdurchfithrung ein Sandwichkom-
plex. In Anbetracht der verfligbaren Antikdrper ergeben sich vier verschiedene
Kombinationsmoglichkeiten, die bei verschiedenen pH-Werten und mit verschiedenen
diagnostischen Membranen getestet wurden. Keine der betrachteten Reaktionsbedingungen

ermdglicht einen BoNT/D-Nachweis.

Bei der Untersuchung der Effizienz einer Probenvorbereitung konnten drei Flow-
Through-Tests erfolgreich entwickelt werden. Hier wird deutlich, dass die Bildung eines mo-
bilen Sandwich-Komplexes zwischen dem Toxin und zwei weiteren Antikorpern innerhalb
von 6 Stunden abgeschlossen ist. Diese Ergebnisse erhédrten die Annahme, dass die Bildung
eines Sandwichkomplexes bei allen untersuchten Lateral-Flow-Assays grundsitzlich stattfin-
den konnte, wenn hierfiir geniigend Reaktionszeit zur Verfiigung stiinde. Wir bereits in Kapi-
tel 3.3 erldutert, wird in einem Lateral-Flow-Assay die Reaktionszeit der immunologischen
Reaktion durch die Migrationszeit (laterale FlieBgeschwindigkeit) der Membran determiniert.
Bendtigt diese Reaktion eine langere Reaktionszeit, so ist eventuell die Einflihrung einer Pro-
benvorbereitung unumgénglich. Aufbauend auf Kapitel 3 und in Anlehnung an den immu-
nochromatographischen Sdulentest kann nun der folgende Ansatzpunkt zur Entwicklung eines

Lateral-Flow-Assays untersucht werden.

Der in Abb. 4-1 dargestellte Reaktionsablauf mit Probenvorbereitung zeigt das Grund-
schema eines entsprechenden Testformates. Hier wird im Rahmen einer effektiven Proben-
vorbereitung sichergestellt, dass die zum Nachweis benétigte Bildung des Sandwichkomple-

xes zwischen einem goldkonjugierten Antikorper, dem Toxin und einem weiteren Antikdrper
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vollstidndig erfolgen kann. Nach Ausbildung der mobilen Sandwichkomplexe werden diese
mittels eines Lateral-Flow-Assays nachgewiesen. Innerhalb der Testlinie des Lateral-Flow-
Assays wird ein so genanntes ,,Capture-Reagenz* (,,Fangerreagenz®) immobilisiert, welches

gegen den Antikdrper AK2 des mobilen Sandwichkomplexes gerichtet ist.

Daraus resultiert im Falle einer toxinhaltigen Probe ein positives Testergebnis, indem die
goldgelabelten mobilen Sandwichkomplexe abgefangen werden, so dass sich eine Féarbung
der Testlinie ergibt. Der Vorteil der zusétzlichen Probenvorbereitung liegt darin begriindet,
dass die Bedingungen (pH-Wert, Reaktionszeit, etc.) optimal auf die jeweilige immunologi-

sche Reaktion angepasst werden konnen.

Toxinhaltige Probe,
( Sandwichkomplexe

/\\5/Toxin af .

LY ‘ N
v / Y .§
oy —> *
Goldkonjugicerter,

Antikorper % §

Antikorper

-
ak2 ¥ Q & ?/?//

Probenvorbereitung
(optimierte Bedingungen)

komplexe \ / gerichteter sekundarer AK -~
— ¥ A Testdurchfithrung

Mobile : : Gegen AK 2 gerichtetes
S Y Capture” Reagenz Gegen den goldkonjugierten AK
=

= —
Testlinie / N Kontrolllinie

“Doppelter Sandwichkomplex™ Y Auswertung
— By — (positives Ergebnis)
[ —

Abb. 4-1: Mégliches Lateral-Flow-Testformat mit separater Probenvorbereitung zum Nachweis von
BoNT/D. Innerhalb der Probenvorbereitung kommt es zur Ausbildung eines ,,mobilen“ Sandwichkomple-

xes, der dann mittels eines Lateral-Flow-Assays nachgewiesen werden kann.

Beriicksichtigt man die verfiigbaren Antikorper, so ergeben sich die vier in Tab. 4-1 erldu-
terten Kombinationsmdglichkeiten. Diese vier Kombinationsmoglichkeiten werden in diesem

Kapitel nacheinander ndher untersucht, und im letzten Abschnitt mit Realproben getestet.



4 ERGEBNISSE DER LATERAL-FLOW-ASSAYS 51

Tab. 4-1: Mogliche Kombinationen der in der vorliegenden Arbeit verfiigharen BoNT/D-AK zur Entwick-

lung eines LFD-Testformats mit separater Probenvorbereitung.

Nr. Goldkonjugierter Antikorper »Capture“ Reagenz Sekundirer AK
Antikorper (AK) AK?2 Testlinie Kontrolllinie
1 Polyklonaler AK Monoklonaler AK Anti-Maus-IgG Anti-Huhn-IgY
(Huhn) (Maus)
2 Monoklonaler AK Polyklonaler AK Anti-Huhn-IgY Anti-Maus-I1gG
(Maus) (Huhn)
3 Monoklonaler AK Biotinylierter Streptavidin Anti-Maus-IgG
(Maus) polyklonaler AK
(Ziege)
4 Polyklonaler AK Biotinylierter Streptavidin Anti-Huhn-IgY
(Huhn) polyklonaler AK
(Ziege)

4.1 Lateral-Flow-Assay 1

Innerhalb der Probenvorbereitung der ersten Kombinationsmdglichkeit (Tab. 4-1) soll
ein ,;mobiler Sandwichkomplex* zwischen dem Analyten BoNT/D, einem goldkonjugierten
polyklonalen Antikérper (Huhn) und einem monoklonalen Antikdrper (Maus) gebildet wer-
den. Damit ergibt sich der Aufbau des Lateral-Flow-Assays 1 in Abb. 4-2.

Mobiler Anti-Maus-IgG
Sandwich- (Ziege)

komplex l \ /

SR S {

Anti-Huhn-IgY
(Ziege)

Testlinie Kontrolllinie
Y Monoklonaler % Goldkonjugierter BoNT/D
Antikérper (Maus) polyklonaler Antikorper

(Huhn)

Abb. 4-2: Aufbau und Komponenten des Lateral-Flow-Assays 1.

Nach Bildung des mobilen Sandwichkomplexes wird die Probenldsung auf das mit
Detergenzien vorbehandelte Release-Pad des Lateral-Flow-Assays appliziert. Zur Belegung
des Release-Pads werden die Detergenzien BSA, Tween 20 und Saccharose eingesetzt. Sie
werden durch die aufgetragene Probenldsung in Losung gebracht und flieBen mit der Proben-
16sung den Teststreifen entlang. Das BSA dient zur unspezifischen Blockierung der unbeleg-
ten Oberfldchenplitze der diagnostischen Membran wihrend des Probenflusses. Tween 20

beeinflusst die Migrationsgeschwindigkeit der Probenldsung, zusitzlich fungiert es als unspe-
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zifisches Blockierungsreagenz fiir freie Oberflachenpldtze der Membran, und es hat positive
Auswirkungen auf den Probenfluss (beispielsweise: Beseitigung von Benetzungsproblemen
der Test und Kontrolllinie, Beseitigung ungleichméfiger Lauffronten, etc.) [Arista, 2002].
Saccharose wird verwendet, um die Loslichkeit des BSA iiber einen lingeren Zeitraum zu er-
halten und tridgt damit zur Haltbarkeit des Testsystems bei [Whatman, 2002]. Um zusitzliche
Einflussparameter zu minimieren, entspricht der Belegungspuffer dem verwendeten Proben-

puffer (Tab. 4-3); ergénzt um 0,4 Gew.-% Tween 20 und 5 Gew. -% Saccharose.

Linienapplikation

Die Test- und Kontrolllinie werden mittels eines BioDot-Dispensersystems (BioDot
XYZ, BioDot Ltd, Hantington, England) mit vier separat steuerbaren Dispensern (BioJet
Quanti 3000) appliziert. Die verwendeten Applikationseinstellungen sind in Tab. 4-2 darge-
stellt. Der Auftrag der Testlinie erfolgt mit einer Anti-Maus-IgG Proteinldsung (Anti-Maus-
IgG (Ziege), 1 mg/mL in 20 mM NaP-Puffer (pH 8,0), 150 mM NacCl). Die Applikation der
Kontrolllinie wird mit einer Anti-Huhn-IgY Tab. 4-2: BioDot-Einstellungen fiir eine Test-

Proteinlosung (Anti-Huhn-IgY (Ziege), 2,0 linienapplikation.
Tropfchenvolumen (;,drop*) | 20,83 [nL]
Vorschubgeschw. (,,speed”) | 50 [mm/ s]

Auftragsmenge (,rate) | 0,87 [uL/ cm]

mg/mL applikationsfertige Losung) vorge-

nommen. Die Applikationshéhe der Testlinie

betrdgt 1,5 cm von der Unterkante einer 30 cm Offungszeit  (,on fime™) | 020 [ms]

langen und 2,5 cm hohen Diagnostikmembran.
0,5 cm oberhalb der Testlinie wird die Kontrolllinie aufgetragen. Die Membranproben werden
anschlieBend 30 Minuten bei 40 °C im Trockenschrank getrocknet und danach mit Trock-
nungsmitteln in Siegelrandbeutel aus Alu-Verbundfolie verpackt und bis zum Gebrauch bei

Raumtemperatur gelagert.

Release-Pad-Vorbehandlung und Testherstellung

Fiir die Behandlung von 20 Release-Pads (2,5 cm breit, 25 cm lang) wird 1 L des je-
weiligen Belegungspuffers frisch angesetzt. Der Belegungspuffer entspricht dem verwendeten
Probenpuffer, erginzt um 0,6 Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20 und 5 Gew. -% Saccharo-
se (siche Tab. 4-3).
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Tab. 4-3: Zur Optimierung des Lateral-Flow-Assays 1 untersuchte pH-Werte des Probenpuffers, des Re-

lease-Pad-Belegungspuffers und zusiitzlich verwendete Komponenten des Belegungspuffers.

Probenpuffer Fiir die Release-Pad-Vorbehandlung Zusitzliche Komponenten des

genutzter Belegungspuffer Belegungspuffers

KhPhtH-Puffer”
(40 mM, pH 5,2)

KhPhtH-Puffer
(40 mM, pH 5,2)

NaP-Puffer NaP-Puffer
(40 mM, pH 6,2) (40 mM, pH 6,2)
NaP-Puffer NaP-Puffer

(40 mM, pH 7,2)

(40 mM, pH 7,2)

Borat-Puffer
(40 mM, pH 8,2)

Borat-Puffer
(40 mM, pH 8,2)

Borat-Puffer
(40 mM, pH 9,2)

Borat-Puffer
(40 mM, pH 9,2)

0,6 Gew.-% BSA,

0,4 Gew.-% Tween 20,

5 Gew. -% Saccharose

Die unbehandelten Release-Pads werden in dem Belegungspuffer eingelegt, so dass
sie vollstindig mit Losung bedeckt sind und 4 h bei RT geschiittelt. AnschlieBend werden die
Pads flach auf einen Labortisch gelegt und bei Raumtemperatur zwei Stunden getrocknet. Da-
nach folgt eine Trocknung fiir 30 Minuten bei 30 °C im Trockenschrank. Die vorbehandelten
Release-Pads werden mit Trocknungsmitteln in Siegelrandbeutel aus Alu-Verbundfolie ver-
packt und bis zum Gebrauch bei RT gelagert. Die préparierten Membranproben, Absorbent-
Pads und Release-Pads werden auf einer G&L-Unterstiitzung zusammengefiigt. Die so préipa-
rierten Dipstick-Karten werden mittels einer Schlagschere in 0,5 x 7,5 cm grof3e Streifen ge-

schnitten.

Einfluss des pH-Wertes

Im ersten Schritt wird der optimale pH-Wert fiir die Bildung des Sandwichkomplexes
ermittelt. Alle in Tab. 4-3 aufgefiihrten Probenpuffer werden hierfiir mit verschiedenen
BoNT/D-Konzentrationen versetzt. Jeder Probenldosung werden danach der monoklonale An-
tikdrper (Maus) und der goldkonjugierte polyklonale Antikorper (Huhn) zugegeben. Die Kon-
zentrationen im Probenpuffer betragen 0,3 pg/mL im Falle des monoklonalen Antikdrpers
(Maus) und 1,0 pg/mL im Falle des goldkonjugierten polyklonalen Antikdrpers (Huhn). Die
Proben werden im Wasserbad bei 37°C fiir 12 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation werden
200 pL des jeweiligen Probenpuffers in eine Kammer einer Polystyrol-Mikrotest-Platte gege-

ben. Die trockenen Teststreifen werden mit dem Release-Pad voran in die gefiillte Kammer

# KhPhtH-Puffer: Kaliumhydrogenphthalat-Puffer
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gestellt. Pro Konzentration werden drei verschiedene diagnostische Membranen mit unter-
schiedlichen Migrationsgeschwindigkeiten verwendet (Unisart CN 90, Unisart CN 140, Uni-
sart CN 200).

Innerhalb dieser Versuchsreihe tritt bei allen Lateral-Flow-Assays eine unspezifische
Hintergrundfiarbung der Membran auf. Die gesamte diagnostische Membran erscheint leicht
rosa, wobei sich die Farbverteilung als ,,wolkig* beschreiben ldsst. Diese Hintergrundfarbung
ist nicht durch weitere Waschschritte des Lateral-Flow-Assays zu beseitigen. Das Phinomen
weist darauf hin, dass der goldkonjugierte Antikdrper nicht geniigend Mobilitét innerhalb der
Membranmatrix besitzt. In der Praxis sind solche Phinomene bekannt und sie werden u. a.
durch den Einsatz eines weiteren Proteins im Probenpuffer beseitigt. Bei der Wiederholung
des Versuchs werden daher die in Tab. 4-3 angegebenen Probenpuffer um die Komponente
BSA erginzt. Die BSA Konzentration im Probenpuffer betrdgt 0,8 mg/mL. Tatsdchlich wird
durch die Zugabe von BSA mit einer Unisart CN 200 und bei einem pH-Wert von 7,2 ein
Nachweis von BoONT/D méglich.

Abb. 4-3: Abbildung des mit verschiedenen BoNT/D Konzentrationen getesteten Lateral-Flow- Assays 1.
Dargestellt sind die Ergebnisse mit einer Unisart CN 200 bei einem pH-Wert von 7,2.

In Abb. 4-3 sind die Testergebnisse einer Unisart CN 200 (Sartorius AG) dargestellt.
Unter den getesteten Bedingungen tritt keine unspezifische Farbung der Membran auf. Alle
anderen pH-Werte und getesteten diagnostischen Membranen erwiesen sich dagegen fiir einen

BoNT/D-Nachweis als ungeeignet.

Die schlechte Aufnahmequalitdt von Abb. 4-3 kommt dadurch zustande, dass die Pro-
benergebnisse zur sicheren Handhabung laminiert wurden, wodurch die erkennbaren Reflexi-
onen (Newtonringe) bedingt werden. Zusitzlich ist die ungleichmiBige Beleuchtung der Auf-
nahme schon mit blofem Auge zu erkennen. Zum anderen wurde fiir diese Aufnahmen eine
digitale Kamera mit einer geringen Auflosung und einem nicht optimalen Objektiv verwen-
det. Dennoch ist anhand der abgebildeten Teststreifen deutlich zu erkennen, dass eine Kon-

zentration von 50 ng/mL des BoNT/D nachweisbar ist. Falsch-positive Signale treten nicht
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auf, wobei die Signalintensititen der Testlinien eher schwach sind. Bei einer quantitativen
Auswertung mittels der in Kapitel 7.3.3 etablierten Methode lag der mittlere relative Fehler
bei 30 %. Eine quantitative Auswertung ist somit nicht moglich, da der Fehler gegen eine re-

produzierbare Auswertung spricht.

Einfluss verschiedener diagnostischer Membranen

Nachdem eine effektive Probenvorbereitung ausgearbeitet wurde, konnen nun weitere
diagnostische Membranen getestet werden. Abhéngig vom Hersteller und Membrantyp haben
diagnostische Membranen unterschiedliche Eigenschaften. Das liegt daran, dass zu ihrer Her-
stellung beispielsweise unterschiedliche Additive und Rohstoffe verwendet werden. Als Re-
sultat kann sich eine Membran eines Herstellers fiir eine Applikation hervorragend eignen und

eine Membran mit gleichen physikalischen Parametern eines anderen Herstellers jedoch nicht.

Um diesen Effekt ndher zu untersuchen, werden verschiedene Membrantypen inner-
halb der oben beschriebenen Teststreifenherstellung eingesetzt. Die Belegung des Release-
Pads erfolgt mit einem 40 mM NaP-Puffer (0,6 Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20,
5 Gew. -% Saccharose, pH 7,2). Innerhalb der Probenvorbereitung wird ein mit BoNT/D
dotierter 40 mM NaP-Puffer (0,8 mg/mL BSA, pH 7,2) eingesetzt und die Proben 12 h bei
37°C im Wasserbad inkubiert. Das Testvolumen betragt 200 pL.

In Tab. 4-4 sind neben den Ergebnissen der Testdurchfithrungen auch die Migrations-
geschwindigkeiten und Porengroflen der diagnostischen Membranen angegeben. Die unter-
suchten Migrationszeiten liegen zwischen 68 und 240 Sek./40mm. Die Untersuchungen erga-
ben, dass 14 Membrantypen ungeeignet sind, so dass ein BoNT/D-Nachweis nur mit der Uni-
sart CN 200 moglich ist. Diese Membran besitzt eine Migrationsgeschwindigkeit von 198
Sek./40 mm und eine Porengréfle von 5 pm und liegt daher in einem sehr langsamen Migrati-

onsbereich.
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Tab. 4-4: Einfluss verschiedener diagnostischer Membranen auf die Testsensitivitit des Lateral-Flow-

Assays 1. Jede diagnostische Membran wurde mit verschiedenen BoNT/D-Konzentrationen bei dem opti-

malen pH 7,2 getestet.

Membran Eigenschaften Ergebnisse
Porengrof3e: Migrationsgesschw.
[wm] [Sek./40 mm)]
PuraBind ASP 3 123 Kein Nachweis moglich
PuraBind AFP 5 116 Kein Nachweis moglich
PuraBind ARP Porengrofe: 8 93 Kein Nachweis moglich
FF 60/100 Keine Angabe 84 Kein Nachweis moglich
FF 85/100 Keine Angabe 152 Kein Nachweis moglich
FF 125/100 Keine Angabe 223 Kein Nachweis moglich
Predator Laminated Keine Angabe <240Sek./20mm | Kein Nachweis moglich,
starke Hintergrundfar-
bung
Unisart CN 200 5 198 Sensitivitit von 50
ng/mL
(Abb. 4-3)
Unisart 8 152 Kein Nachweis moglich
CN 14011301
Nicht unterstiitzt
Hi — Flow Plus Keine Angabe 68 Kein Nachweis moglich
HF07504
Hi — Flow Plus Keine Angabe 75 Kein Nachweis moglich
HF09004
Hi — Flow Plus Keine Angabe 124 Kein Nachweis moglich
HF13504

Einfluss verschiedener Goldkonjugatkonzentrationen

Im néchsten Schritt wird der Einfluss der Konzentration des goldkonjugierten Anti-
korpers auf die Testergebnisse untersucht. Dafiir wird ein 40 mM NaP-Puffer (0,8 mg/mL
BSA, 0,3 pg/mL monoklonaler Anti-BoNT/D (Maus), pH 7,2) mit verschiedenen BoNT/D-
Konzentrationen dotiert. Die dotierten Probenlésungen werden mit verschiedenen Konzentra-
tionen des goldkonjugierten polyklonalen Antikorpers (Huhn) versetzt. Es werden Konzentra-
tionen von 0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,6 und 2,0 pg/mL untersucht. Alle Proben werden 12 h bei

37 °C im Wasserbad inkubiert; danach werden 200 pL des Probenpuffers in eine Kammer ei-
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ner Polystyrol-Mikrotest-Platte gegeben. Die Proben werden mit einem Lateral-Flow-Test
getestet, dessen Release-Pad mit einem 40 mM NaP-Puffer (0,6 Gew.-% BSA,
0,4 Gew.-% Tween 20, 5 Gew. -% Saccharose, pH 7,2) imprigniert wurde. Als Membran
wird die Unisart CN 200 verwendet.

In Tab. 4-5 sind die Einflisse Tab. 4-5: Einfluss der Konzentration des

verschiedener Goldkonjugatkonzentrati- Goldkonjugates im  Probenpuffer  auf  die
onen auf die Sensitivitit zusammenge- Testsensitivitiit des Lateral-Flow-Assays 1.

fasst. Auffallig ist, dass ab einer Gold- Goldkonjugat Sensitivitit
konjugatkonzentration von 1,2 pg/mL [png/mL]

die Sensitivitdit um den Faktor 10 auf 0.8 50 ng/mL

eine Nachweisgrenze von 5 ng/mL 1,0 50 ng/mL
steigt. Eine Erhohung der Goldkonjugat- 12 5 ng/mL
konzentration scheint die Bildung des 1.4 5 ng/mL
mobilen Sandwichkomplexes zu begiin- 1.6 5 ng/mL
stigen, obwohl stochiometrisch gesehen 2.0 Unspezifische falsch-
schon bei einer Goldkonjugatkonzentra- positive Signale

tion von 0,8 pg/mL der goldkonjugierte
Antikorper im Uberschuss vorliegt. Steigt die Goldkonjugatkonzentration {iber einen Schwel-
lenwert von 2,0 pg/mL an, so treten falsch-positive Testsignale auf. Fiir die folgenden Versu-
che wird eine Goldkonjugatkonzentration von 1,2 pg/mL eingesetzt, da diese die kleinste
Konzentration mit einer Nachweisgrenze von 5 ng/mL ist und somit das Testsystem nicht un-
ndtig mit iiberschiissigen Chemikalien belastet wird. Auch bei diesen Versuchen wurden die
Probenergebnisse laminiert, wodurch bei der digitalen Aufnahme Reflexionen auf der

Oberfliache entstehen.

Untersuchung der Probenvorbereitungszeit

Ein 40 mM NaP-Puffer (0,8 mg/mL BSA, 0,3 pg/mL monoklonaler Anti-BoNT/D
(Maus), 1,2 pg/mL goldkonjugierter polyklonaler Anti-BoNT/D (Huhn), pH 7,2) wird mit
verschiedenen BoNT/D-Konzentrationen dotiert. Alle Proben werden fiir verschiedene Zeit-
rdume bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Das Probenvolumen betrdgt 200 puL. Das Release-
Pad des Lateral-Flow-Tests wird mit einem 40 mM NaP-Puffer (0,6 Gew.-% BSA,
0,4 Gew.-% Tween 20, 5 Gew. -% Saccharose, pH 7,2) imprigniert. Als diagnostische
Membran dient die Unisart CN 200. Nach 20 Minuten werden die Teststreifen aus der Pro-

benlosung genommen und visuell begutachtet.
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Anhand  der  Ergebnisse in Tab. 4-6: Einfluss der Probenvorbereitungszeit auf die

Tab. 4-6 ldsst sich bestdtigen, dass die Testsensitivitit des Lateral-Flow-Assays 1.

Bildung des Sandwichkomplexes der

Zeit [h] Sensitivitit
zeitlich bestimmende Schritt ist. Es wird 0 Kein Nachweis
deutlich, dass die Bildung nach 4 h abge- 3 Kein Nachweis
schlossen ist, da ab dieser Inkubationszeit

4 5 ng/mL
ein BoNT/D-Nachweis mit einer Sensiti-

6 5 ng/mL
vitdt von 5 ng/mL moglich ist. Eine Re-

12 5 ng/mL
aktionszeit von 4 Stunden ist deutlich

langer als die Zeit, die fiir eine Reaktion
in den Lateral-Flow-Assays in Kapitel 3.1.5 zur Verfligung steht, womit das schlechte Ergeb-

nis der ,.klassischen* Lateral-Flow-Testformate nun erklarbar ist.

Silberfixierung

Mit einer Sensitivitdt von 5 ng/mL ist der in diesem Kapitel entwickelte Lateral-Flow-
Assay um den Faktor 1000 sensitiver als der kommerziell erhiltliche BADD™-Test von der
Osborn Scientific Group. Dennoch ist die Sensitivitdt im Vergleich zum Toxinnachweis in der
Maus um den Faktor 100 geringer. Zur Verstdrkung der Signalintensitdt wird daher entspre-
chend den Ausfithrungen in Kapitel 3.1 und Kapitel 7.3.4 und in Anlehnung an die von
Chandler (1999) beschriebene Methode eine Signalverstirkung mittels einer Silberverstar-

kung durchgefiihrt.

Die Probenvorbereitung, die Herstellung der Teststreifen und die Testdurchfithrung
mit einer Probeninkubationszeit von 4 h erfolgen entsprechend der Beschreibung im Ab-
schnitt ,,Untersuchung der Probenvorbereitungszeit”. Nach der Testdurchfiihrung schlief3t sich
ein Waschschritt mit 70 pL eines 40 mM NaP-Puffer (pH 7,2) an. 10 Minuten nach der Ap-
plikation des Waschpuffers wird das Release-Pad des Lateral-Flow-Tests abgeschnitten und
in 100 pL einer Silberfixierungslosung gestellt. Die Silberfixierungslosung besteht aus einer
1:2 Mischung einer Silbersalzlosung und einer Entwicklerlosung (Silberverstarkungskit
SELK15, British Biocell International Ltd.). In verschiedenen Zeitabstinden werden die Test-
streifen aus der Silberfixierungslosung herausgenommen und eine Minute mit einem Fon ge-
trocknet. Die Menge der Silberfixierungslosung, die durch die Testlinie flieBen kann, wird
durch die Standzeit des Teststreifens in der Losung bestimmt. Dementsprechend hat diese
Standzeit einen signifikanten Einfluss auf die Signalverstirkung, was deutlich in
Tab. 4-7 zu erkennen ist. So werden bei einer Testzeit von einer Minute die Signalintensititen

noch nicht verstirkt. Ein Verstdrkungseffekt tritt erst ab einer Zeit von ca. 1,5 Minuten ein,



4 ERGEBNISSE DER LATERAL-FLOW-ASSAYS 59

auch wenn er sehr schwach und visuell kaum erkennbar ist. Dennoch erhoht sich bei diesem
schwachen Effekt die Nachweisgrenze immerhin von 5 ng/mL auf 0,5 ng/mL. Ab einer

Silberfixierungszeit von 1,5 Minuten tre- Tab.  4-7:  Einfluss  einer  nachtriglichen
Silberfixierung auf die  Testsensitivitit des
Lateral-Flow-Tests 1.

ten falsch-positive Signale auf. Diese sind

auf den Mechanismus der Silberfixierung

S ) ) Einwirkzeit [Min.] Sensitivitit
zuriickzufithren. Die Silberionen der Sil-
. . . : 1,0 5,00 ng/mL
bersalzldsung sind positiv geladen. Die als
1,5 0,50 ng/mL
Label verwendeten kolloidalen Goldparti- ’ o7 e
Falsch-positive Signal
kel weisen aufgrund des Zeta-Potenzials aischrpositive Slgnate
eine negative Oberflichenladung auf. Die 20 0,05 ng/mL
. —_ Falsch-positi ignal
positiv geladenen Silberionen werden alsch-positive Signale
durch diese negative Ladung angezogen 2,5 0,50 fl'g/mL'
und lagern sich an die immobilisierten Falsch-positive Signale
Goldpartikel an. Unter Einwirkung von 3,0 Unspezifische Signale

Licht und/oder eines Entwicklers werden

die Silberionen —&hnlich wie im Falle der Photographie- zu elementarem Silber reduziert.

S = € &
50 ng/mLJ 5 ng/mL 0.5 ng/mL}50 pg/mL | 5 pg/mL EEnegative
g ST R CET e negative]

A) B)

Abb. 4-4: A) Ergebnisse des Lateral-Flow-Assays 1 mit einer Sensitivitit von 5 ng/mL.
B) Ergebnisse nach einem nachtriglichen Silberfixierungsschritt (Einwirkzeit: 2 Minuten) mit einer Sen-

sitivitiat von 50 pg/mL.

Die Silberionen lagern sich allerdings nicht nur an geladene Goldpartikel, sondern
auch an die immobilisierten Proteine an, welche aufgrund ihrer Struktur Bereiche mit einer
partiellen negativen Ladung aufweisen. Durch diese unspezifische Anfiarbung der immobili-
sierten Proteine entstehen falsch-positive Testlinien. Betrachtet man die Ergebnisse in
Tab. 4-7 und Abb. 4-4 B) im Vergleich zu Abb. 4-4 A), so wird deutlich, dass die Testsensiti-
vitdt nur auf Kosten einer vorteilhaften Ja/Nein-Antwort erh6ht werden kann. Eine eindeutige
Ja/Nein-Antwort tiber die Anwesenheit des Analyten ist jedoch ein Hauptvorteil eines Lateral-
Flow-Testformates. Akzeptabel ist dieser Verlust bei diesem Beispiel dann, wenn es moglich
ist, die falsch-positiven Signale mittels einer geeigneten optischen Auswertung sicher zu iden-

tifizieren. So kann die mangelnde Sensitivitdt im Vergleich zu dem Toxinnachweis in der
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Maus erreicht werden, und man koénnte trotzdem eine hinreichende Reproduzierbarkeit garan-
tieren. Es muss fiir jeden Verwendungszweck entschieden werden, ob eine Ja/Nein-Antwort
mit einer deutlich geringeren Testsensitivitdt oder eine hohere Testsensitivitdt mit dem Auf-
treten von unspezifischen Signalen gewéhlt wird. In der vorliegenden Arbeit ist es das Ziel
eine alternative Methode zu dem Toxinnachweis in der Maus ndher zu untersuchen, wobei die
Testsensitivitdt eines der Hauptkriterien ist. Daher werden die falsch-positiven Signale zu-

gunsten einer hoheren Testsensitivitét als Nachteil in Kauf genommen.

Zusammenfassung

Mittels des in diesem Kapitel entwickelten Lateral-Flow-Assays ist ein BoNT/D-
Nachweis mit einer Sensitivitit von 5 ng/mL mdglich. Ein wichtiger Schritt fiir die Entwick-
lung ist die Einfithrung einer Probenvorbereitung bei 37 °C im Wasserbad. Verschiedene Pa-
rameter, wie der pH-Wert (7,2), die Probenvorbereitungszeit (4 h), die Konzentration des
goldkonjugierten Antikorpers (1,2 pg/mL) und der Einfluss verschiedener Membranen konn-
ten erfolgreich untersucht und optimiert werden. Etwas iiberraschend ist das Ergebnis, dass

nur eine einzige diagnostische Membran (Unisart CN 200) einen Nachweis ermoglichte.

Die Sensitivitéit des Tests kann nachtriglich mittels eines Silberfixierungsschrittes um
den Faktor 100-1000 erhoht werden. Die resultierende Sensitivitdt des Tests von mindestens
50 pg/mL gelingt nur mit Generierung von falsch-positiven Ergebnissen und somit unter Ver-
lust der spezifischen Ja/Nein-Antwort. Der Grund fiir das Auftreten der falsch-positiven Er-

gebnisse kann auf den Mechanismus der Silberfixierung zuriickgefiihrt werden.

Die beschriebene Verpackung der Testkomponenten gewihrleistet eine Lagerungsfa-
higkeit von ca. 3 Monaten. Ohne diese Verpackung wurden Lagerungseffekte wie hydrophobe
Testlinien, zerstorte und immobilisierte Antikdrper, nachlassende Signalintensitdten, auffillig
hohe Farbung der Membran (durch den goldkonjugierten AK) und ungleichmiBiges Laufver-
halten der lateralen Fliissigkeitsfront beobachtet. Auch musste die Aktivitit des Silberverstr-
kungskits vor jedem Versuch bestimmt werden, da diese Reagenzien durch eine Lagerung an
Aktivitat verlieren. Hier hétte sich auf ldngere Sicht die Entwicklung eines Standards angebo-

ten, mit dem dieser Aktivititsverlust genauer bestimmt werden konnte.

4.2 Lateral-Flow-Assay 2

Bei der Testdurchfiihrung dieses Assays wird ein ,,mobiler Sandwichkomplex® zwi-

schen dem Analyten BoNT/D, einem goldkonjugierten monoklonalen Antikérper (Maus) und
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einem polyklonalen Antikérper (Huhn) gebildet. Damit ergibt sich der in Abb. 4-5 schema-

tisch dargestellte Lateral-Flow-Assay.

Mobiler

Polyklonaler
Antikorper (Huhn)

Sandwich- (Ziege)
komplex
=

Anti-Huhn-IgY

—

/

Anti-Maus-1gG
(Ziege)

Testlinie

/ N

Goldkonjugierter
monoklonaler
Antikorper (Maus)

Kontrolllinie

N BoNTD

Abb. 4-5: Aufbau und Komponenten des Lateral-Flow-Assays 2.

Die Testlinien aller in diesem Kapitel verwendeten Lateral-Flow-Assays werden mit

einer Anti-Huhn-IgY-Proteinlosung (Anti-Huhn-IgY (Ziege), 2 mg/mL, gebrauchsfertige Lo-

sung) aufgetragen. Die Applikation der Kontrolllinie erfolgt mit einer Anti-Maus-IgG-
Proteinlosung (Anti-Maus-IgG (Ziege), 1 mg/mL, 20 mM NaP-Puffer (pH 8,0), 150 mM
NaCl). Die Applikationshohe der Testlinie betrdgt 1,5 cm von der Unterkante der Membran

und 0,5 cm oberhalb dieser Testlinie wird die Kontrolllinie aufgetragen. Die Linienapplikati-

on, die Release-Pad-Vorbehandlung und die Testherstellung des Lateral-Flow-Assays erfol-

gen entsprechend Kapitel 7.4.3.

Einfluss des pH-Werte

S

Zunichst soll der optimale pH-Wert fiir den immunologischen Nachweis bestimmt

werden. Dazu werden die in Tab. 4-8 dargestellten Bedingungen genutzt.

Tab. 4-8: Verwendete Parameter zur Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf den LFT 2.

Mit BoNT/D dotier- Antikorperkonz. im Probenvorbereitung | Test- Membran
ter Probenpuffer Probenpuffer des Probenpuffers | volumen
Die in Tab. 4-3 auf- | Polyklon. AK (Huhn) Inkubation im 50 uL CN 90
gefiihrten Proben- 2,00 pg/mL Wasserbad bei CN 140
puffer (pH-Bereich: 37°C fur CN 11301
5,2-8,2) Goldkonjugierter 4h

monoklon. AK (Maus)
0,35 pg/mL
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GroBere Testvolumina als 50 pL und ldngere Inkubationszeit als 4 h fithren zu kon-
zentrationsunabhingigen und sehr intensiven Testsignalen, wodurch ein BoNT/D Nachweis
unter nicht moglich ist. Je Konzentration werden drei verschiedene diagnostische Membranen
mit unterschiedlichen Migrationsgeschwindigkeiten verwendet (Unisart CN 90, Unisart CN
140, Unisart 11301), wobei die Unisart 11301 die besten Ergebnisse liefert. Nach der Test-
durchfithrung schlie8t sich eine optische Auswertung entsprechend der Methode aus
Kapitel 7.3.3 an. Im Folgenden werden die Testergebnisse einer Unisart CN 11301 darge-
stellt. Abb. 4-6 zeig die Signalintensitit in Abhédngigkeit von der Konzentration bei verschie-
denen pH-Werten.

- &+ —pHY92 —e—pH82 — & —pH72 —+ —pH6,2 —0—pHS5,2

17000

15000 -

13000 -

11000 -

9000 ~

7000 -

Intensitit [rel. Einheit/mmz]

5000

3000 \ \ \ \ \
0 50 500 5000 50000

BoNT/D-Konzentration [pg/mL]

Abb. 4-6: Einfluss verschiedener pH-Werte auf die durchschnittliche Signalintensitit der Testlinie des
Lateral-Flow-Assays 2. Bei jeder Testreihe erfolgte die Probenvorbereitung und die Belegung des Release-

Pads bei dem jeweils angegebenen pH-Wert.

Deutlich erkennbar ist, dass bei jedem der betrachteten pH-Werte die Blindprobe ein
falsch-positives Signal des Tests bewirkt. Die Verwendung eines pH-Wertes von 5,2 bzw.
von 9,2 flihrt zu konzentrationsunabhéngigen unspezifischen Reaktionen und damit zu unspe-
zifischen Testsignalen. Ein fiir die immunologische Reaktion giinstigerer pH-Bereich liegt
zwischen 6,2 und 8,2; bei den pH-Werten 7,2 und 8,2 betrdgt die Sensitivitit des Lateral-
Flow-Assays 5 ng/mL.
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Die geringste Konzentration kann bei einem pH-Wert von 6,2 nachgewiesen werden.
Hier kann das positive Testsignal einer Toxinkonzentration von 50 pg/mL von dem falsch-
positiven Signal der Blindprobe unterschieden werden. Wie fiir einen nicht kompetitiven Im-
munoassay zu erwarten, ergibt sich generell ein polynomischer Zusammenhang zwischen der
Testsignalintensitdt und der Toxinkonzentration [Kapitel 7.3.3; Price, Newman, 1991; Wild
1994]. Es ist aus dem Graphen ersichtlich, dass die maximale Signalintensitit des Lateral-

Flow-Assays bei diesem pH-Wert aullerhalb des betrachteten Konzentrationsbereiches liegt.

Bei der Testdurchfithrung des Toxinnachweises in der Maus kommt als Probenpuffer
ein 28 mM Gelatine-Phosphatpuffer (GP-Puffer) mit einem pH-Wert von 6,0 zum Einsatz.
Um moglicht nahe an der Testdurchfithrung des Toxinnachweises in der Maus zu sein, wird
in den sich anschlieBenden Versuchen als Probenpuffer ein 28 mM GP-Puffer (pH 6,2) ver-

wendet.

Unspezifische falsch-positive Signale sind eines der bekanntesten Entwicklungspro-
bleme von Lateral-Flow-Assays. Hervorgerufen werden konnen sie durch eine unspezifische
Interaktion des goldgelabelten Antikorpers mit dem innerhalb der Testlinie immobilisierten
Capture-Antikorper. Wird eine verdiinnte Goldkonjugatlosung (40 mM NaP-Puffer, goldkon-
jugierter monoklonaler Antikdrper (Maus) 0,35 pg/mL, pH 6,2) mit dem Lateral-Flow-Assay
2 getestet, ergeben sich wie in Abb. 4-6 bereits beobachtet falsch-positive Ergebnisse. Damit
konnen die in diesen Versuchen auftretenden falsch-positiven Signale auf eine unspezifische
Reaktion des goldkonjugierten Antikdrpers mit dem immobilisierten Testlinienantikorper zu-
riickgefiihrt werden. Neben der Untersuchung von verschiedenen pH-Werten bietet sich zur
Beseitigung dieses Phdanomens ein Zusatz des Antikorpers zu dem Testlinienapplikationspuf-
fer an, der bei der Versuchsdurchfiihrung als gelabelter Antikorper verwendet wird. Die Idee
ist, dass hierdurch unspezifisch reagierende Testlinienantikdrper abgesittigt werden, so dass
die goldgelabelten monoklonalen Antikorper (Maus) innerhalb der Testlinie keinen Reakti-
onspartner finden. Das Ergebnis der Verwendung verschiedener Konzentrationen des mo-
noklonalen Antikorpers (Maus) (0,5; 0,25; 0,1 mg/mL) in dem Linienapplikationspuffer ist,
dass kein BONT-Nachweis mehr gelingt. Uber die Ursachen konnen an dieser Stelle nur Ver-
mutungen angestellt werden. Ein Grund konnte jedoch sein, dass sdmtliche innerhalb der

Testzone immobilisierten Antikdrper unspezifisch blockiert werden.
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Untersuchung der Probenvorbereitungszeit
Zur Ermittlung der optimalen Probenvorbereitungszeit werden die in Tab. 4-9 darge-

stellten Bedingungen genutzt.

Tab. 4-9:Verwendete Parameter zur Untersuchung des Einflusses der Probenvorbereitungszeit auf den

Lateral-Flow-Assay 2.

Mit BoNT/D dotier- Antikorperkonz. im Probenvorbereitung | Test- Membran

ter Probenpuffer Probenpuffer des Probenpuffers | volumen
28 mM GP-Puffer Polyklon. AK (Huhn) | Inkubation im Was- | 150 uL. | CN 11301
(pH 6,2) 2,00 pg/mL serbad bei 37°C fiir
verschiedene

Goldkonjugierter Zeitraume (0-16 h)
monoklon. AK (Maus)
0,35 pg/mL

Es wird ein Lateral-Flow-Test verwendet, dessen Release-Pad mit einem 40 mM NaP-
Puffer (0,6 Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20, 5 Gew. -% Saccharose, pH 7,2) imprégniert
wird. Die Membran Unisart 11301 liefert die besten Ergebnisse, die in Abb. 4-7 und Abb. 4-8
dargestellt sind.
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Abb. 4-7: Einfluss verschiedener Probenvorbereitungszeiten (0 - 4 h) auf die durchschnittliche Signalinten-

sitiit der Testlinie des Lateral-Flow-Assays 2.
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Abb. 4-8: Einfluss verschiedener Probenvorbereitungszeiten (6 - 16 h) auf die durchschnittliche Signalin-

tensitiit der Testlinie des Lateral-Flow-Assays 2.

Auch bei diesen Bedingungen werden bei allen Inkubationszeiten falsch-positive Er-
gebnisse der Blindproben beobachtet. Entféllt die Inkubation (0 h) ist kein Nachweis von
BoNT/D moglich, wohingegen die Bildung des mobilen Sandwichkomplexes bereits nach ei-
ner Inkubationszeit von einer Stunde schon teilweise erfolgt ist. Die Komplexbildung scheint
jedoch noch nicht abgeschlossen zu sein, da nur eine vergleichsweise geringe Sensitivitit von

ca. 5 ng/mL erreicht wird.

Optimale Bedingungen liegen dagegen in einem Zeitrahmen von 2-4 Stunden vor. Die
wihrend dieser Zeit erhaltenen Ergebnisse weisen alle einen dhnlichen (polynomischen) Kur-

venverlauf auf und die Sensitivitét betragt 50 pg/mL.

Ab einer Inkubationszeit von sechs Stunden nimmt die Intensitdt des falsch-positiven
Signals der Blindprobe von einem Wert von ca. 5000 (1-4 h) iiber ca. 6000 (6 h) bis schlieB3-
lich ca. 9000 [rel. Einheit/mm?] (16 h) zu. Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte sein, dass
sich der goldkonjugierte Antikorper zersetzt, bzw. die Bindung zwischen dem Goldpartikel
und dem Antikorper gelost wird. Dadurch wird ein Oberfldchenplatz des als Label verwende-

ten Goldpartikels frei und es hat somit die Moglichkeit unspezifisch zu reagieren. Dieses Phi-
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nomen ist nicht unbekannt und es wird beispielsweise durch falsche Lagerung, zu lange La-
gerung, falsche Reaktionsbedingungen (z.B.: pH-Wert, Additive und Temperatur) hervorgeru-
fen. Durch die Zunahme des Hintergrundsignals mit zunehmender Inkubationszeit nimmt die
Testsensitivitdt immer weiter ab, bis schlieBlich nach 16 Stunden ein BoNT/D-Nachweis nicht

mehr moglich ist.

Die Probenvorbereitungszeit betrdgt in den folgenden Versuchen 3 Stunden, da mit
dieser Inkubationszeit die geringste Analytkonzentration nachweisbar ist und die Signalinten-

sitdt der Blindprobe am geringsten ist.

Einfluss verschiedener Goldkonjugatkonzentrationen

Zur Ermittlung der optimalen Goldkonjugatkonzentration werden die in Tab. 4-10
dargestellten Bedingungen genutzt. Das Release-Pad der Lateral-Flow-Tests wird mit einem
40 mM NaP-Puffer (0,6 Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20, 5 Gew. -% Saccharose, pH
7,2) imprégniert.

Tab. 4-10: Verwendete Parameter zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Goldkonjugatkonzentra-

tionen auf den Lateral-Flow-Assay 2.

Mit BoNT/D dotier- Antikorperkonz. im Probenvorbereitung | Test- Membran

ter Probenpuffer Probenpuffer des Probenpuffers | volumen
28 mM GP-Puffer Polyklon. AK (Huhn) | Inkubation im Was- | 50 uL | CN 11301
(pH 6,2) 2,00 pg/mL serbad bei 37°C fiir
3h
Goldkonjugierter

monoklon. AK (Maus)

verschiedene Konz.

Der Einfluss der Goldkonjugatkonzentration auf die Signalintensitét der Testlinie ist in
Abb. 4-9 dargestellt. Die Verwendung einer Goldkonjugatkonzentration von 0,10 pg/mL fiihrt
zu einer verminderten Nachweisgrenze von 5 ng/mL. Bei allen anderen hier betrachteten
Konzentrationen ist der Nachweis von 50 pg/mL BoNT/D moglich. Jedoch nimmt die Intensi-
tat der falsch-positiven Signale von ca. 4900 [rel. Einheit/mmz] (0,10; 0,35; 0,50 pg/mL gold-
konjugierter Antikdrper) mit steigender Goldkonjugatkonzentration stetig zu, bis schlieBlich
eine Intensitit von 11500 [rel. Einheit/mm®] (0,75 pg/mL) erreicht wird. Mit Zunahme der
Intensitdt des Hintergrundsignals nimmt der dynamische Bereich der jeweiligen Versuchsrei-

he ab. Als dynamischer Bereich ist der Bereich definiert, bei dem das System mit groBen Sig-
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nalintensitdtsunterschieden auf geringste Verdnderungen der Analytkonzentration reagiert.
Der dynamische Bereich kann von Test zu Test variieren, da fiir jeden Analyten ein unter-
schiedliches Anforderungsprofil (Kapitel 3.1.4) aufgestellt werden muss. Im Falle eines
BoNT/D-Nachweises ist ein dynamischer Bereich besonders im unteren Konzentrationsbe-
reich wiinschenswert, da gerade dort eine Aussage iiber die Toxizitit der untersuchten Probe
wichtig ist. Den grofften dynamischen Bereich weist in den hier betrachteten Versuchsreihen

die Versuchsreihe mit einer Goldkonjugatkonzentration von 0,35 pg/mL auf.

— @ —0.10 pg/mL —e—0.35 pg/mL —A — 0.50 pg/mL —e— 0.75 pg/mL
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Abb. 4-9: Einfluss der Konzentration des goldkonjugierten Antikorpers im
Probenpuffer (0,10 — 0,75 pg/mL) auf die durchschnittliche Signalintensitit der Testlinie des Lateral-
Flow-Assays 2.

Einfluss verschiedener Probenvolumina

Zur Ermittlung des optimalen Probenvolumens werden die in Tab. 4-11 dargestellten
Bedingungen genutzt. Das Release-Pad der Lateral-Flow-Assays wird mit 40 mM NaP-Puffer
(0,6 Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20, 5 Gew. -% Saccharose, pH 7,2) imprégniert.
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Tab. 4-11 Verwendete Parameter zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Probenvolumina auf den

Lateral-Flow-Assay 2.

Mit BoNT/D dotier- Antikorperkonz. im Probenvorbereitung | Test- Membran

ter Probenpuffer Probenpuffer des Probenpuffers | volumen
28 mM GP-Puffer Polyklon. AK (Huhn) Inkubation im Wird CN 11301

(pH 6,2) 2,00 pg/mL Wasserbad bei variiert

37°C fiir3 h
Goldkonjugierter
monoklon. AK (Maus)
0,35 pg/mL

In Abb. 4-10 ist erkennbar, dass mit zunehmenden Probenvolumen die Signalintensitét
der negativen Probe zunimmt. Mit einem Probenvolumen von 25 pL kénnen alle mit Toxin
dotierten Probenpuffer vom Blindwert unterschieden werden, jedoch liegen alle resultieren-
den Signalintensititen der toxinhaltigen Proben konzentrationsunabhingig bei einem Wert
von ca. 3450 [rel. Einheit/mm?]. Bei Verwendung eines Probenvolumens von 50, 75 bzw. von
100 pL ist ein BoNT/D-Nachweis mit einer Sensitivitdt von 50 pg/mL mdglich. Ein Proben-
volumen von 125 pL fiihrt zu einer abnehmenden Testsensitivitdt auf ca. 5 ng/mL. Werden
die Ergebnisse miteinander verglichen, so erscheint ein Probenvolumen von 50 pL am Besten
fiir einen sensitiven, quantitativen Toxinnachweis geeignet. Mit diesem Probenvolumen ist
eine Sensitivitdit von 50 pg/mL erreichbar. Die Signalintensitit der Blindprobe ist hier im
Vergleich zu gréferen Probenvolumina geringer und ist somit am Besten von den toxinhalti-

gen Proben zu unterscheiden.
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Abb. 4-10: Einfluss verschiedener Testvolumen (25 — 125 pL) auf die durchschnittliche Signalintensitit
des Lateral-Flow-Assays 2.

Werden diese Ergebnisse betrachtet, so wird deutlich, dass die Intensitéit des falsch-
positiven Signals der Blindprobe ein determinierender Faktor fiir die Nachweisgrenze ist. Je
grofler die Intensitit der Blindprobe ist desto geringer ist die Sensitivitdt des Lateral-Flow-
Assays. Als Grund fiir die falsch-positiven Signale kann eine unspezifische Interaktion des
goldgelabelten Antikorpers mit dem innerhalb der Testlinie immobilisierten Capture-Reagenz
angenommen werden. Die Menge der goldgelabelten Antikorper, die durch die Testlinie
flieBen, kann durch zwei Faktoren beeinflusst werden:

e durch die Konzentration im Probenpuffer und

e durch das getestete Probenvolumen.

Es gibt fiir die Optimierung des Lateral-Flow-Assays neben der Signalintensitit des
falsch-positiven Signals auch noch andere kritische Faktoren, wie beispielsweise die Bildung
des mobilen Sandwichkomplexes. Diese Gleichgewichtsreaktion ist ebenfalls von der Kon-
zentration des goldkonjugierten Antikorpers abhéngig, so dass sich eine verdnderte Goldkon-
jugatkonzentration negativ auswirken konnte. Die Menge des goldkonjugierten Antikdrpers,
die fiir eine unspezifische Reaktion innerhalb der Testlinie zur Verfiigung steht, kann dadurch
bestimmt werden, dass vereinfachend angenommen wird, dass das gesamte Testvolumen (und
nicht wie in der Realitdt nur ein Teil) durch die Testlinie flieBt. Mit dieser Annahme ldsst sich

der Einfluss verschiedener Goldkonjugatkonzentrationen und der Einfluss des Testvolumens
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wie in Tab. 4-12 vergleichen. Betrachtet man die dargestellten Ergebnisse unter diesem As-
pekt, so ist der allgemeine Trend erkennbar, dass mit zunehmender Goldkonjugatmenge die
Signalintensitit der Blindprobe zunimmt. Bei einem Testvolumen von 25 pL scheint die Fliis-
sigkeitsmenge nicht ausreichend zu sein, wodurch der Intensititsabfall der Blindprobe erklér-

bar ist.

Tab. 4-12: Einfluss verschiedener Stoffmengen des goldkonjugierten Antikorpers auf die Nachweisgrenze

und die Signalintensitit des falsch-positiven Signals des Lateral-Flow-Assays 2.

Menge
Goldkonjugat [ng]

Bedingung

Goldkonjugatkonz = GK

Ergebnis

5
(Variation der

Goldkonjugatkonz.)

Testvolumen: 50 puL
GK: 0,10 pg/mL
[Abb. 4-9]

Intensitdt der Blindprobe:
ca. 5000 [rel. Einheit/mm®];

Testsensitivitdt: 5 ng/mL

9
(Variation des

Testvolumens)

Testvolumen: 25 pL
GK: 0,35 pg/mL
[Abb. 4-10]

Intensitét der Blindprobe:
ca. 1500 [rel. Einheit/mm?];
Testsensitivitit: 50 pg/mL

18
(Variation der
Goldkonjugatkonz. und

des Testvolumens)

Testvolumen: 50 pL
GK: 0,35 pg/mL

[Abb. 4-9 und Abb. 4-10]

Intensitét der Blindprobe:
ca. 5000 [rel. Einheit/mm’];
Testsensitivitét: 50 pg/mL

25
(Variation der

Goldkonjugatkonz.)

Testvolumen: 50 pL
GK: 0,50 pg/mL
[Abb. 4-9]

Intensitét der Blindprobe:
ca. 5500 [rel. Einheit/mm’];
Testsensitivitét: 50 pg/mL

26
(Variation des

Testvolumens)

Testvolumen: 75 puL
GK: 0,35 pg/mL
[Abb. 4-10]

Intensitét der Blindprobe:
ca. 9000 [rel. Einheit/mm?];
Testsensitivitit: 50 pg/mL

35
(Variation des

Testvolumens)

Testvolumen: 100 pL
GK: 0,35 pg/mL
[Abb. 4-10]

Intensitét der Blindprobe:
ca. 12000 [rel. Einheit/mm?];
Testsensitivitdt: 50 pg/mL

37
(Variation der

Goldkonjugatkonz.)

Testvolumen: 50 puL
GK: 0,75 pg/mL
[Abb. 4-9]

Intensitit der Blindprobe:
ca. 11500 [rel. Einheit/mm®];
Testsensitivitit: 50 pg/mL

44
(Variation des

Testvolumens)

Testvolumen: 125 pL
GK: 0,35 pg/mL
[Abb. 4-10]

Intensitét der Blindprobe:
ca. 19000 [rel. Einheit/mm?];

Testsensitivitdt: 5 ng/mL
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Uberpriifung der Reproduzierbarkeit und Lagerungsfihigkeit

Nach der Optimierung einzelner Reaktionsbedingungen (pH-Wert, Probenvorberei-
tungszeit, Konzentration des Goldkonjugates und Probenvolumen), kann nun abschlieend
die Reproduzierbarkeit des Lateral-Flow-Assays 2 ermittelt werden. In Abb. 4-11 sind die

verwendeten Testparameter zusammengefasst.

Tab. 4-13: Verwendete Parameter zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit und Lagerungsfihigkeit des

Lateral-Flow-Assay 2.

Mit BoNT/D dotier- Antikorperkonz. im Probenvorbereitung | Test- Membran
ter Probenpuffer Probenpuffer des Probenpuffers | volumen
28 mM GP-Puffer Polyklon. AK (Huhn) | Inkubation im Was- | 50 uL. | CN 11301
(pH 6,2) 2,00 pg/mL serbad bei 37°C fiir
3h
Goldkonjugierter
monoklon. AK (Maus)
0,35 pg/mL

Das Release-Pad der verwendeten Lateral-Flow-Tests wird mit einem 40 mM NaP-
Puffer (0,6 Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20, 5 Gew. -% Saccharose, pH 7,2) imprag-

niert.

Abb. 4-11: Ergebnisse des Lateral-Flow-Assays 2 bei optimaler Testdurchfiihrung. Die Abbildung zeigt den

Einfluss verschiedener BoNT/D-Konzentrationen auf die Signalintensitit der Testlinie.

Wie in Abb. 4-11 deutlich erkennbar, treten auch hier falsch-positive Testergebnisse
der Blindprobe auf, die visuell nur schlecht von einer Toxinkonzentration von 50 pg/mL un-
terscheidbar sind. Zur besseren Differenzierung kdnnen in Abb. 4-12 die Ergebnisse einer op-
tischen Auswertung entsprechend Kapitel 7.3.3 betrachtet werden. Jede Toxinprobe wird mit-

tels einer Dreifachbestimmung analysiert.
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Abb. 4-12: Ergebnisse einer Dreifachbestimmung einer BoNT/D-Konzentrationsreihe mit

Lateral-Flow-Assay 2.

Genauere Aussagen liber die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse lassen sich mittels ei-
ner Fehlerrechnung treffen. Zufdllige Fehler konnen das Messergebnis verfélschen, sie unter-
liegen wahrscheinlichkeitstheoretischen Gesetzen und lassen sich durch Héufung der Mes-
sung verkleinern. So ist bei n-maliger Messung einer Grofe (X, i=1 bis n) der Bestwert X
gleich dem arithmetischen Mittel [Lenk, 1989].

1 < -
Gleichung 4-1: X =—e ZX[ =X
=

Im Vergleich zu anderen denkbaren Mittelwertbildungen zeichnet sich das arithmeti-

sche Mittel dadurch aus, dass die Summe der Quadrate der Abweichungen (w) vom Mittel-
wert X
Gleichung 4-2: (w) = Z(}— X))’
i=1
minimal ist. Damit betrdgt der absolute Fehler bzw. der mittlere Fehler des arithmetischen

Mittels AX.

Gleichung 4-3: AX ==
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Angewendet auf die in Abb. 4-12 abgebildeten Testergebnisse ergeben sich die in
Tab. 4-14 aufgefiihrten arithmetisch gemittelten Ergebnisse mit dem resultierenden Fehler des
arithmetischen Mittels. Betrachtet man diese Werte, so ist eine Unterscheidung der

toxinhaltigen Proben von dem Blindwert Tab. 4-14: Arithmetisch gemittelte Ergebnisse mit

méglich. Die Quantifizierbarkeit der Toxin- absoluten Fehlern AX einer Dreifachbestimmung

. . . . . mit Lateral-Flow-Assay 2.
konzentration fillt eher in einen semiquanti-

) ) ) o BoNT/D Intensitit AX
tativen Bereich, da eine genauere Diskrimi- o o
) L. . . ) [pg/mL] [rel. Einheit] | [rel. Einheit]
nierung beispielsweise der Toxinkonzentrati-
50000 12216 166
onen 50 pg/mL, 40 pg/mL bzw. 100 pg/mL
. o 5000 9387 236
aufgrund der Ergebnisse fraglich ist. Der
Fehlerbereich der Ergebnisse frithrt zu Aus- >00 7610 316
sagen liber einen breiteren Konzentrationsbe- >0 3855 184
: . o Blindwert 4841 124
reich. In dem vorliegenden Beispiel ist eine

Unterscheidung der untersuchten Konzentra-

tionen voneinander gut moglich. Fiir eine

fundierte quantitative Auswertung miissen weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden, um
die optische Auswertung weiter anzupassen und zu standardisieren. Es zeigt sich dennoch,
dass der Lateral-Flow-Assay 2 einen semiquantitativen Nachweis mit einer Nachweisgrenze

von 50 pg/mL ermoglicht.

In einem weiteren Schritt soll nun innerhalb eines dreimonatigen Lagerungstests die
Stabilitdt des Lateral-Flow-Assays liberpriift werden. Dafiir werden die gebrauchsfertigen
Tests mit Trocknungsmitteln in Siegelrandbeutel aus Alu-Verbundfolie verpackt und bis zum
Gebrauch bei RT gelagert. Monatlich erfolgt eine Dreifachbestimmung einer BoNT/D-
Konzentrationsreihe. Die Versuchsvorschrift entspricht hierbei der zu Beginn dieses Ab-
schnitts beschriebenen ,,optimalen Versuchsdurchfiihrung. Aus den Ergebnissen der Drei-
fachbestimmung wird der arithmetische Mittelwert gebildet und dessen mittlerer Fehler als

absoluter Wert bestimmt. Die Resultate des Lagerungstests sind in Abb. 4-13 dargestellt.

Folgende Ergebnisse werden deutlich:

o Uber einen Lagerungszeitraum von 3 Monaten ist ein BONT/D-Nachweis reproduzier-
bar moglich.

o Die Nachweisgrenze wird somit nicht durch die Lagerungszeit beeinflusst.

o Sédmtliche betrachteten Testsignale bleiben auch nach der Lagerung iiber einen Zeit-
raum von einer halben Stunde stabil.

. Benetzungsprobleme, Hydrophobieeffekte und andere negative Erscheinungen sind

nicht zu beobachten.
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Des Weiteren ist zu erkennen, dass die Signalintensitdt der Negativprobe mit zuneh-

mender Lagerungszeit leicht verstarkt wird. Zwei Effekte konnten hierfiir verantwortlich sein:

Der goldkonjugierte Antikdrper konnte durch eine Lagerung beschiadigt werden, wo-
durch beispielsweise falsch-positive Signale auftreten und/oder einer Anderung der Far-
be zu beobachten ist. Eine Anderung der Farbe konnte nicht beobachtet werden und
falsch-positive Signale treten nicht erst durch eine Lagerung auf. Des Weiteren ist unab-
héngig von der Lagerungszeit die Blindprobe immer von den toxinhaltigen Proben zu

unterscheiden.

Ein weiterer Effekt, der zur Verstirkung und/oder zum Auftreten eines falsch-positiven

Testergebnisses beitrdgt, konnten die Lagerungsbedingungen sein.

Welcher Effekt genau verantwortlich ist, kann an dieser Stelle nicht geklért werden.

Intensitiit [rel. Einheit/mm?]

A 1. Monat & 2. Monat ® 3. Monat
13000 i
11000 I
!
A
9000 - X
7000 g
5000 = 7'y
s
i
3000
0 50 500 5000 50000
BoNT/D-Konzentration [pg/mLj]

Abb. 4-13: Ergebnisse des Lagerungstests des Lateral-Flow-Assay 2. Uber einen Zeitraum von 3 Monaten

wurde monatlich eine BoNT/D-Konzentrationsreihe im Rahmen einer Dreifachbestimmung analysiert.

Zusammenfassung

Der Lateral-Flow-Assay 2 kann zum Nachweis von BoNT/D genutzt werden. Die

Testsignale sind mittels eines optischen Auswertungsverfahrens quantifizierbar.
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e FEin Nachteil dieser Kombinationsmoglichkeit sind falsch-positive Signale, fiir die ein
Zusammenhang zwischen der Signalintensitit von Blindproben und der durch die
Testlinie flieBende Menge des goldkonjugierten Antikorpers festgestellt wurde. Eine
Zunahme der Signalintensitit der falsch-positiven bzw. dieses Hintergrundsignals
fithrt zu einer Abnahme der Nachweisgrenze. Alle in diesem Kapitel betrachteten Va-

riationen konnen die unspezifischen Signale nicht beseitigen.

e Mittels einer Dreifachbestimmung wird trotz dieser Einschrinkung ein reproduzierba-
rer, semiquantitativer Nachweis von BoNT/D mit einer Nachweisgrenze von 50

pg/mL erreicht.
e Fiir eine quantitative Auswertung sind weiterfiihrende Untersuchungen notwendig.

e Die Teststreifen besitzen eine Haltbarkeit von 3 Monaten, sofern sie richtig gelagert

werden.

e Bei der Testdurchfiihrung bleiben die Testsignale liber einen Zeitraum von mindestens

einer halben Stunde stabil.

e FEine Sensitivitdtserhohung mittels eines Silberfixierungsschrittes kann nicht erreicht

werden.

4.3 Lateral-Flow-Assay 3

Bei der Entwicklung des Lateral-Flow-Assays 3 wird die Bildung eines mobilen
Sandwichkomplexes zwischen dem Analyten BoNT/D, einem goldkonjugierten monoklona-
len Antikorper (Maus) und einem biotinylierten polyklonalen Antikdrper (Ziege) optimiert.
Nach einer entsprechenden Probenvorbereitung erfolgt der Nachweis mit dem in Abb. 4-14

schematisch dargestellten Lateral-Flow-Assay.

Mobiler Anti-Maus-IgG
1iandwmh- Streptavidin (Z1ege)
omplex \

! — S Y
Testlinie/ \

? Polyklonaler % Goldkonjugierter \ BoNT/D

biotinylierter monoklonaler
Antikorper (Ziege) Antikorper (Maus)

Kontrolllinie

Abb. 4-14: Aufbau und Komponenten des Lateral-Flow-Assays 3.
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Die Applikation der Testlinie erfolgt mit einer Streptavidinlésung (20 mM PBS-
Puffer, 2 mg/mL Streptavidin, pH 8,0). Die Applikationshdhe der Testlinie betrdgt 1,5 cm von
der Unterkante der Membran. 0,5 cm oberhalb dieser Testlinie wird die Kontrolllinie mit einer
Anti-Maus-IgG Proteinlosung (20 mM PBS-Puffer, 1 mg/mL Anti-Maus-IgG (Ziege), pH
8,0) aufgetragen.

Der mobile Sandwichkomplex wird in diesem Assay liber eine Streptavidin-Biotin-
Kopplung immobilisiert. Die Kopplung findet zwischen dem Biotin des biotinylierten po-
lyklonalen Antikorpers (Ziege) und dem innerhalb der Testzone immobilisierten Streptavidin
statt. Die Linienapplikation, die Release-Pad-Vorbehandlung und Testherstellung des Lateral-
Flow-Assays ist in Kapitel 7.4.4 beschrieben.

Einfluss des pH-Wertes
Zur Bestimmung des optimalen pH-Wertes fiir die Probenvorbereitung werden die in

Tab. 4-15 angegebenen Bedingungen genutzt.

Tab. 4-15: Verwendete Parameter zur Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf den Lateral-Flow-

Assay 3.
Mit BoNT/D dotier- Antikorperkonz. im | Probenvorbereitung | Test- Membran
ter Probenpuffer Probenpuffer des Probenpuffers | volumen

Alle in Tab. 4-3 auf- | Biotinylierter polyklon. Inkubation im 100 uL CN 90

gefiihrten Proben- AK; 0,30 pg/mL Wasserbad bei CN 140
puffer (pH-Bereich: 37°C fiir CN 11301

5,2-8,2). Goldkonjugierter 12h
monoklon. AK (Maus)
0,35 pg/mL

Die verwendete optische Auswertung ist in Kapitel 7.3.3 dargestellt. Die Priparation
der Teststreifen erfolgt wie in Kapitel 4.1 beschrieben. Die Unisart 11301 liefert die besten
Ergebnisse, daher werden in Abb. 4-15 nur die Testergebnisse einer Unisart 11301 dargestellt.
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Abb. 4-15: Einfluss verschiedener pH-Werte auf die durchschnittliche Signalintensitit der Testlinie des
Lateral-Flow-Assays 3. Bei jeder Testreihe erfolgte die Probenvorbereitung und die Belegung des Release-

Pads bei dem jeweils angegebenen pH-Wert.

Auch der Lateral-Flow-Assay 3 liefert wie der Assay 2 bei allen hier betrachteten
Bedingungen falsch-positive Signale. Verglichen mit den Ergebnissen in Kapitel 4.2 liegen
die Testlinienintensitdten in Abb. 4-15 insgesamt auf einem niedrigeren Niveau. Ein pH-Wert
von 9,2 fiihrt zu einer unspezifischen immunologischen Reaktion. Es treten konzentrations-
unabhéngige Testergebnisse auf, womit ein quantitativer BoNT/D-Nachweis bei diesem pH-
Wert nicht moglich ist. Werden die Ergebnisse der anderen pH-Werten miteinander vergli-
chen, so ergibt sich ein liberraschender Trend. In der Darstellung gibt es zwei pH-Werte, ndm-
lich 8,2 und 6,2, die fiir die immunologische Reaktion optimale Voraussetzungen bieten. Hier
ist ein BoNT-Nachweis mit einer Sensitivitdt von 50 pg/mL moglich. Ein pH-Wert von 8,2
fiihrt zu einem groBeren dynamischen Nachweisbereich, der zwischen einer Intensitét [rel.
Einheit/mm®] von 1300 fiir die Blindprobe und einer Intensitét von ca. 12700 im Falle einer
Toxinkonzentration von 50 ng/mL liegt. Hingegen bewirkt ein pH-Wert von 6,2 einen enge-
ren dynamischen Nachweisbereich. Eine Verringerung der Testsensitivitit auf eine Nach-
weisgrenze von 500 pg/mL wird iiberraschender Weise durch den dazwischen liegenden pH-
Wert von 7,2 bedingt. Erkldrbar ist ein solches Phidnomen beispielsweise durch zwei sich
iiberschneidende Effekte. In der Abbildung ist zu erkennen, dass ein pH-Wert von 6,2 und 7,3
im Vergleich zu allen anderen pH-Werten eine sehr hohe Signalintensitét des falsch-positiven

Signals besitzen. Das intensivste falsch-positive Signal kann bei einem pH-Wert von 7,3 beo-
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bachtet werden. Bei anderen betrachteten pH-Werten liegen die Signalintensititen der Blind-
probe niedriger. Damit iiberschneiden sich anscheinend bei den betrachteten Reaktionsbedin-
gungen zwel Trends. Zum einen gibt es fiir die Bildung des mobilen Sandwichkomplexes ei-
nen optimalen pH-Bereich von 6,2-9,2. Dieses ist beispielsweise an den Signalintensitéten der
hochsten getesteten BoONT/D-Konzentration erkennbar. Zum anderen ist die Intensitdt von un-
spezifischen Testsignalen bei einem pH-Wert von 7,3 am stdrksten. Das Resultat dieser fiir
den Toxinnachweis gegenldufigen Trends konnte sein, dass ein pH-Wert von 7,3 sich negativ
auswirkt, wohingegen die beiden pH-Werte 6,2 und 8,2 hohere Nachweisgrenzen bedingen.

Ein pH-Wert von 5,2 fiihrt zu einer Testsensitivitit von 0,5 ng/mL.

Im vorliegenden Abschnitt konnten fiir die Nachweisreaktion zwei optimale pH-Werte
(6,2 und 8,2)ermittelt werden. Um mdoglichst nahe an der Durchfiihrung des Toxinnachweises
in der Maus zu bleiben, werden die folgenden Versuche vorerst bei einem pH-Wert von 6,2

durchgefiihrt und es wird ein GP-Puffer (pH 6,2) verwendet.

Untersuchung der Probenvorbereitungszeit
Zur Untersuchung der Inkubationszeit werden die in Tab. 4-16 dargestellten Bedin-

gungen genutzt.

Tab. 4-16: Verwendete Parameter zur Untersuchung des Einflusses der Probenvorbereitungszeit auf den

Lateral-Flow-Assay 3.

Mit BoNT/D dotier- Antikorperkonz. im | Probenvorbereitung | Test- Membran
ter Probenpuffer Probenpuffer des Probenpuffers | volumen
40 mM NaP-Puffer | Biotinylierter polyklon. Inkubation im 100 uL | CN 11301
(pH 6,2) AK; 0,30 pg/mL Wasserbad bei
37°C fiir
Goldkonjugierter verschiedene Zeit-
monoklon. AK (Maus) rdume
0,35 pg/mL

Es wird ein LFD verwendet, dessen Release-Pad mit einem 40 mM NaP-Puffer (0,6
Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20, 5 Gew. -% Saccharose, pH 6,2) impragniert wurde. Die
Ergebnisse sind in Abb. 4-16 und in Abb. 4-17 dargestellt.
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Abb. 4-16: Einfluss verschiedener Probenvorbereitungszeiten (0 - 4 h) auf die durchschnittliche Signalin-

tensitit der Testlinie des Lateral-Flow-Assays 3.

Die dargestellten Ergebnisse gliedern sich in vier Gruppen. In Gruppe eins befinden
sich alle Probenvorbereitungen, bei denen sich wéihrend der Inkubation keine bzw. kaum mo-
bile Sandwichkomplexe fiir den immunologischen Nachweis gebildet haben (0-1 Stunde). In
der zweiten Gruppe haben sich fiir einen Toxinnachweis bereits mobile Sandwichkomplexe
gebildet. In diesem Zeitraum von 2—6 Stunden kann eine Nachweissensitivitdt von 500 pg/mL
erreicht werden. Dennoch steht zur vollstindigen Komplexbildung anscheinend nicht genii-

gend Zeit zur Verfligung, so dass die maximale Sensitivitét nicht erreicht wird.

Abgeschlossen scheint die Bildung der mobilen Sandwichkomplexe bei einer Inkuba-
tionszeit von 12 h zu sein, welche eine Sensitivitit von 50 pg/mL ermdglicht. Dieses Ergebnis

stellt die Gruppe 3 dar.

Bei einer Verlidngerung der Inkubationszeit kommt es schlielich zu einer Verminde-
rung der Testsensitivitdt und in Gruppe vier ist mit einer Probenvorbereitungszeit von 16
Stunden eine Nachweisgrenze von nur ca. 50 ng/mL erreichbar. Aufgrund der in diesem Ab-
schnitt dargestellten Ergebnisse werden alle zukiinftigen Versuchsreihen mit einer Probenvor-

bereitungszeit von 12 h bei 37 °C im Wasserbad durchgefiihrt.
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Abb. 4-17: Einfluss verschiedener Probenvorbereitungszeiten (6 - 16 h) auf die durchschnittliche Signalin-

tensitit der Testlinie des Lateral-Flow-Assays 3.

Einfluss verschiedener Goldkonjugatkonzentrationen

Zur Bestimmung der optimalen Goldkonjugatkonzentration werden die in Tab. 4-17
angegebenen Bedingungen genutzt. Das Release-Pad der getesteten Lateral-Flow-Tests wird
mit 40 mM NaP-Puffer (0,6 Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20, 5 Gew. -% Saccharose,
pH 7,2) imprigniert. Trédgt man die Linienintensitdt gegen die Konzentration auf, ergibt sich
Abb. 4-18.

Tab. 4-17: Verwendete Parameter zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Goldkonjugatkonzentra-

tionen auf den Lateral-Flow-Assay 3.

Mit BoNT/D dotier- Antikdrperkonz. im | Probenvorbereitung | Test- Membran

ter Probenpuffer Probenpuffer des Probenpuffers | volumen
28 mM GP-Puffer | Biotinylierter polyklon. Inkubation im 100 uL | CN 11301
(pH 6,2) AK, 0,30 ug/mL Wasserbad bei
37°C fiir
Goldkonjugierte mono- 12h

klon. AK (Maus)

Versch. Konz.
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Abb. 4-18: Einfluss verschiedener Konzentrationen des goldkonjugierten Antikérpers im
Probenpuffer (0,05 — 0,75 pg/mL) auf die durchschnittliche Signalintensitit der Testlinie des Lateral-
Flow-Assays 3.

Wird eine Goldkonjugatkonzentration von 0,05 pg/mL verwendet, so ist kein Toxin-
nachweis in dem betrachteten Toxinkonzentrationsbereich méglich. Eine Goldkonjugatkon-
zentration von 0,10 pg/mL fiihrt dagegen zu einer Sensitivitdt von 500 pg/mL, wobei keine
falsch-positiven Signale beobachtet werden. Damit sind zum ersten Mal Versuchsbedingun-
gen ermittelt worden, bei denen eine unspezifische Reaktion zwischen dem goldkonjugierten

Antikorper und dem immobilisierten Streptavidin unterbunden wird.

Die Nachweisgrenze aller anderen betrachteten Goldkonjugatkonzentrationen in
Abb. 4-18 betrigt ca. 50 pg/mL. Unter Berilicksichtigung der hier vorliegenden Ergebnisse
konnte in einer weiteren Versuchsreihe eine effiziente Einstellung der optimalen Goldkonju-
gatkonzentration in einem Bereich von 0,1-0,35 pg/mL vorgenommen werden. Auller bei
Goldkonjugatkonzentrationen von 0,05 und 0,10 pg/mL treten bei den hier betrachteten Ver-
suchsreihen immer falsch-positive Signale auf. So wird deutlich, dass die Konzentration des
goldkonjugierten Antikorpers einen signifikanten Einfluss auf die resultierende Testlinienin-

tensitit und auf das Auftreten von falsch-positiven Signalen hat.

Zusitzlich ist der allgemeine Trend zu erkennen, dass die Intensitét der Blindprobe mit

zunehmender Goldkonjugatkonzentration ebenfalls zunimmt. Um den Einfluss des Probenvo-
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lumens auf die Signalintensititen effektiv untersuchen zu konnen, wird in dem folgenden Ab-

schnitt eine Goldkonjugatkonzentration von 0,75 pg/mL verwendet.

Einfluss verschiedener Probenvolumina

Zur Bestimmung des optimalen Probenvolumens werden die in Tab. 4-17 angegebe-

nen Bedingungen genutzt. Das Release-Pad der Lateral-Flow-Assays wird mit einem 40 mM
NaP-Puffer (0,6 Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20, 5 Gew. -% Saccharose, pH 7,2) im-
priagniert. Die Ergebnisse sind in Abb. 4-19 dargestellt.

Tab. 4-18: Verwendete Parameter zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Probenvolumina auf den

Lateral-Flow-Assay 3.

Mit BoNT/D dotier- Antikorperkonz. im | Probenvorbereitung | Test- Membran
ter Probenpuffer Probenpuffer des Probenpuffers | volumen
28 mM GP-Puffer | Biotinylierter polyklon. Inkubation im Wird CN 11301
(pH 6,2) AK; 0,30 pg/mL Wasserbad bei variiert
37°C fiir
Goldkonjugierter 12h
monoklon. AK (Maus)
0,75 png/mL
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Abb. 4-19: Einfluss verschiedener Testvolumen (25 — 125 pL) auf die durchschnittliche Signalintensitit

der Testlinie des Lateral-Flow-Assays 3.
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Innerhalb der hier betrachteten Versuchsbedingungen werden immer falsch-positive
Ergebnisse der Blindprobe beobachtet. Vergleicht man die verschiedenen Versuchsbedingun-
gen, so ist zu erkennen, dass eine VergroBBerung des Probenvolumens eine Erh6hung der Sig-
nalintensitit des falsch-positiven Signals bedingt. Ein Probenvolumen von 25 pL fiihrt zur
geringsten Sensitivitdt von 5 ng/mL. Eine Erhohung des Probenvolumens auf 50 uL - 125 pL
fiihrt zu einer Erhohung der Sensitivitit, so dass eine Nachweisgrenze von 50 pg/mL erreicht
werden kann. Der groBte dynamische Bereich kann bei einem Probenvolumen von 100 uL
festgestellt werden; daher betrdgt daher das Probenvolumen in den folgenden Versuchen
100 pL. Entsprechend Kapitel 4.2 konnen die Ergebnisse verschiedener Probenvolumina mit

denen von verschiedenen Goldkonjugatkonzentrationen gegeniibergestellt werden:

Tab. 4-19: Einfluss verschiedener Stoffmengen des goldkonjugierten Antikorpers auf die Nachweisgrenze

und die Signalintensitit des falsch-positiven Signals des Lateral-Flow-Assays 3.

Menge Bedingung Ergebnis
Goldkonjugat [ng] Goldkonjugatkonz. = GK
5 Testvolumen: 100 pL Intensitét der Blindprobe:
(Variation der GK: 0,05 pg/mL Kein BoNT-Nachweis moglich;
Goldkonjugatkonz.) (Abb. 4-18) Testsensitivitét:
Kein BoNT-Nachweis moglich
10 Testvolumen: 100 pL Intensitét der Blindprobe:
(Variation der GK: 0,1 pg/mL Kein Signal;
Goldkonjugatkonz.) (Abb. 4-18) Testsensitivitdt: 500 pg/mL
18 Testvolumen: 25 pL Intensitét der Blindprobe:
(Variation des GK: 0,75 pg/mL ca. 3000 [rel. Einheit/mm?];
Testvolumens) (Abb. 4-19) Testsensitivitdt: 5 ng/mL.
35 Testvolumen: 100 pL Intensitét der Blindprobe:
(Variation der GK: 0,35 pg/mL ca. 1700 [rel. Einheit/mm’];
Goldkonjugatkonz.) (Abb. 4-18) Testsensitivitét: 50 pg/mL.
38 Testvolumen: 50 pL Intensitét der Blindprobe:
(Variation des GK: 0,75 pg/mL ca. 3800 [rel. Einheit/mm?];
Testvolumens) (Abb. 4-19) Testsensitivitét: 50 pg/mL.
50 Testvolumen: 100 pL Intensitét der Blindprobe:
(Variation der GK: 0,50 pg/mL ca. 3000 [rel. Einheit/mm’];
Goldkonjugatkonz.) (Abb. 4-18) Testsensitivitét: 50 pg/mL.
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Fortsetzung der Tab. 4-19: Einfluss verschiedener Stoffmengen des goldkonjugierten Antikérpers auf die

Nachweisgrenze und die Signalintensitéit des falsch-positiven Signals des Lateral-Flow-Assays 3.

Menge Bedingung Ergebnis
Goldkonjugat [ng] Goldkonjugatkonz. = GK
56 Testvolumen: 75 L Intensitét der Blindprobe:
(Variation des GK: 0,75 pg/mL ca. 4000 [rel. Einheit/mm?];
Testvolumens) (Abb. 4-19) Testsensitivitdt: 50 pg/mL.
75 Testvolumen: 100 pL Intensitét der Blindprobe:
(Variation der GK: 0,75 pg/mL ca. 3500 (Abb. 4-18) bzw. 3800
Goldkonjugatkonz. und | (Abb. 4-18 und Abb. 4-19) (Abb. 4-19) [rel. Einheit/mm?];
des Testvolumens) Testsensitivitdt: 50 pg/mL.
94 Testvolumen: 125 pL Intensitét der Blindprobe:
(Variation des GK: 0,75 pg/mL ca. 6000 [rel. Einheit/mm?];
Testvolumens) (Abb. 4-19) Testsensitivitét: 50 pg /mL.

Bei Betrachtung der Ergebnisse in Tab. 4-19 wird deutlich, dass die Signalintensitit
des falsch-positiven Signals nur schwach von der Gesamtmenge des durch die Testlinie ge-
flossenen Goldkonjugates abhiangt. Vielmehr scheint die Konzentration im Probenpuffer ei-

nen deutlich stirkeren Einfluss zu haben

Uberpriifung der Reproduzierbarkeit und Lagerungsfihigkeit
Die Reproduzierbarkeit des Lateral-Flow-Assays wird mit der in Tab. 4-20 angegebe-

nen Testdurchfiihrung untersucht.

Tab. 4-20: Verwendete Parameter zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit und Lagerungsfihigkeit des

Lateral-Flow-Assay 3.

Mit BoNT/D dotier- Antikorperkonz. im Probenvorbereitung | Test- Membran

ter Probenpuffer Probenpuffer des Probenpuffers | volumen
28 mM GP-Puffer | Biotinylierter polyklon. | Inkubation im Was- | 100 uL | CN 11301
(pH 6,2) AK; 0,30 pg/mL serbad bei 37°C fiir
12h
Goldkonjugierter

monoklon. AK (Maus)
0,35 pg/mL
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Die Release-Pads des Lateral-Flow-Tests werden mit einem 40 mM NaP-Puffer (0,6
Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20, 5 Gew. -% Saccharose, pH 7,2) imprigniert. Die
gebrauchsfertigen Lateral-Flow-Tests werden mit Trocknungsmitteln in Siegelrandbeutel aus
Alu-Verbundfolie verpackt und bis zum Gebrauch bei RT gelagert. Exemplarisch sind die Er-
gebnisse einer Versuchsreihe bei einem pH-Wert von 6,2 in Abb. 4-20 dargestellt.

Kontrolllinie

Testlinie

| PR e it | PR ERT o

Abb. 4-20: Ergebnisse des Lateral—Flow—Assays 3 be‘i optimaler Testdurchfiihrung (pH 6,2). Die Abbil-

dung zeigt den Einfluss verschiedener BoONT/D-Konzentrationen auf die Signalintensitiit.

Zur Betrachtung der Reproduzierbarkeit wird eine Dreifachbestimmung einer Proben-
16sung durchgefiihrt und die Testlinienintensititen optisch ausgewertet. Das arithmetische
Mittel der Linienintensitdten und der mittlere Fehler des arithmetischen Mittels AX wird ent-
sprechend Kapitel 4.2 bestimmt. Trigt man die arithmetisch gemittelten Linienintensitdten
mit dem jeweiligen mittleren Fehler des arithmetischen Mittels AX gegen die Konzentration
auf, so ergibt sich Abb. 4-21. Mit den dargestellten Ergebnissen ist ein BoNT/D-

Toxinnachweis mit einer Sensitivitit von ca. 50 pg/mL moglich.
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Abb. 4-21: Ergebnisse einer Dreifachbestimmung einer BoNT/D-Konzentrationsreihe mit

Lateral-Flow-Assay 3.
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Zusammenfassung

Der in diesem Kapitel entwickelte Lateral-Flow-Assay 3 besitzt eine Nachweisgrenze
von ca. 50 pg/mL. Ahnlich wie im Fall des Lateral-Flow-Assays 2 werden auch bei diesem
Test falsch-positive Ergebnisse beobachtet. Als eine Ursache der falsch-positiven Signale
kann eine unspezifische Reaktion zwischen dem goldkonjugierten Antikorper und dem inner-
halb der Testlinie immobilisierten Streptavidin angesehen werden. Die Ergebnisse im Ab-
schnitt ,,Einfluss verschiedener Goldkonjugatkonzentrationen” zeigen, dass die Intensitit des
falsch-positiven Testsignals von der Konzentration des goldkonjugierten Antikorpers in dem
Probenpuffer abhdngt. Hier werden auch Bedingungen gefunden, bei denen kein falsch-
positives Signal auftritt. Damit kann im Gegensatz zu den Ergebnissen des Assays 3
(Kapitel 4.2) das Hintergrundsignal beseitigt werden; jedoch nur auf Kosten der Sensitivitit.
So betrégt beispielsweise bei Verwendung einer Goldkonjugatkonzentration von 0,10 pg/mL
die Nachweisgrenze 0,5 ng/mL, ohne dass es zu unspezifischen Signalen kommt. Ein Ver-
gleich der Ergebnisse verschiedener Goldkonjugatkonzentrationen mit den Ergebnissen von
verschiedenen Testvolumen zeigt, dass die Intensitdt des Signals der Blindprobe von der
Konzentration des goldkonjugierten Antikorpers in dem Probenpuffer abhéngig ist. Die Sensi-
tivitdt des Lateral-Flow-Assays 3 kann nicht mit den in Kapitel 7.3.4 beschriebenen Bedin-

gungen fiir einen Silberfixierungsschritt verstirkt werden.

Die vorliegenden Ergebnisse bieten eine gute Grundlage fiir weitere Optimierungs-
schritte, die mit Realproben durchgefiihrt werden. So sollte beispielsweise der geeignetere der
beiden fiir die Testdurchfiihrung optimalen pH-Werte (6,2 und 8,2) bestimmt werden. Des
Weiteren konnen Untersuchungen der Goldkonjugatkonzentrationen in einem Bereich von
0,10 - 0,35 pg/mL erfolgen.

4.4 Lateral-Flow-Assay 4

In der letzten Kombinationsmoglichkeit wird ein ,,mobiler Sandwichkomplex* zwi-
schen dem Analyten BoNT/D, einem goldkonjugierten polyklonalen Antikdrper (Huhn) und
einem biotinylierten polyklonalen Antikorper (Ziege) gebildet. Der schematische Aufbau des
Lateral-Flow-Assays ist in Abb. 4-22 dargestellt. Die Testlinie wird mit einer 2 mg/mL Strep-
tavidinlosung (20 mM NaP-Puffer (pH 8,0), 150 mM NaCl) appliziert. Die Applikationshohe
der Testlinie betrdgt 1,5 cm von der Unterkante der Membran. 0,5 cm oberhalb dieser Testli-
nie wird die Kontrolllinie aufgetragen. Die Applikation der Kontrolllinie erfolgt mit einer 2
mg/mL Anti-Huhn-IgY Proteinldsung (Anti-Huhn-IgY (Ziege), applikationsfertige Losung).
Die Linienapplikation, die Release-Pad-Vorbehandlung und die Testherstellung erfolgen ab-
héngig von dem untersuchten pH-Wert entsprechend Kapitel 7.4.5.
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Mobiler Anti-Huhn-IgY
Sandwich- Streptavidin (Ziege)

komplex \ /
/ \ Kontrolllinie

y Polyklonaler %Goldkonj ugierter ‘ BoNT/D
biotinylierter polyklonaler Antikérper

Antikorper (Ziege) (Huhn)

Testlinie

Abb. 4-22: Aufbau und Komponenten des Lateral-Flow-Assays 4.

Zur Bestimmung des optimalen pH-Wertes der immunologischen Bildung des Sand-
wichkomplexes werden gemél der bisherigen Vorgehensweise die in Tab. 4-3 angegebenen

Probenpuffer mit verschiedenen Toxinkonzentrationen dotiert (pH-Bereich: 5,2 - 8,2).

AnschlieBend werden zu den Probelosungen die Antikdrper gegeben, so dass der bio-
tinylierte polyklonale Antikdrper (Ziege) in einer Konzentration von 0,3 pg/mL und der gold-

konjugierte polyklonale Antikorper (Huhn) in einer Konzentration von 2,0 pg/mL vorliegen.

Die Proben werden im Wasserbad bei 37°C inkubiert und nach einer Inkubationszeit
von 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16 Stunden getestet. Die in Kapitel 4.1 beschriebene Release-Pad-
Impragnierung des Lateral-Flow-Tests wird derart angepasst, dass der als Probenpuffer ver-
wendete Puffer auch zur Release-Pad-Vorbehandlung genutzt wird, ergdnzt um die in

Tab. 4-3 angefiihrten Reagenzien.

Je Versuchsreihe werden verschiedene Membranen mit unterschiedlichen Migra-
tionsgeschwindigkeiten verwendet (Unisart CN 90, Unisart CN 140 und Unisart 11301). Das
Probenvolumen wird variiert und betrdgt 50, 100, 150 und 200 pL. Um den Einfluss der dia-
gnostischen Membran zu untersuchen, werden die oben beschriebenen Versuche mit weiteren

Membrantypen wiederholt. Die Ergebnisse sind in Tab. 4-21 aufgefiihrt.
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Tab. 4-21: Einfluss verschiedener diagnostischer Membranen auf die Testsensitivitit des LFA 4.

Eigenschaften
Membran PorengroBe: Migrationsgesschw. Ergebnisse
[wm] [Sek./40 mm)]
PuraBind ASP 3 123 Kein Nachweis moglich
PuraBind AFP 5 116 Kein Nachweis moglich
PuraBind ARP PorengroBe: 8 93 Kein Nachweis moglich
FF 60/100 Keine Angabe 84 Kein Nachweis moglich
FF 85/100 Keine Angabe 152 Kein Nachweis moglich
FF 125/100 Keine Angabe 223 Kein Nachweis moglich
Predator Laminated Keine Angabe <240Sek./20mm | Kein Nachweis moglich,
starke Hintergrundfar-
bung
Unisart CN 200 5 198 Kein Nachweis moglich
Unisart CN 140 8 152 Kein Nachweis moglich
11301
Hi — Flow Plus Keine Angabe 68 Kein Nachweis moglich
HF07504
Hi — Flow Plus Keine Angabe 75 Kein Nachweis moglich
HF09004
Hi — Flow Plus Keine Angabe 124 Kein Nachweis moglich
HF13504
Zusammenfassung

Keine der hier betrachteten Versuchsbedingungen ermoglicht einen BoNT/D-Nachweis

mit dem Lateral-Flow-Assay 4. Es treten bei einem getesteten Probenvolumen von 150 und

200 pL lediglich konzentrationsunabhédngige, unspezifische Signale auf, die zu immer gleich

intensiven Testsignalen fithren. Des Weiteren kann auch durch die betrachteten Variationen

des pH-Wertes, der Probeninkubationszeiten, des Probenvolumens und des Einsatzes von 14

diagnostischen Membranen kein BoNT/D-Nachweis optimiert werden.

Der Grund hierfiir konnte sein, dass die Bildung eines mobilen Sandwichkomplexes

zwischen dem Analyten BoNT/D, einem goldkonjugierten polyklonalen Antikdrper (Huhn)

und einem biotinylierten polyklonalen Antikorper (Ziege) aufgrund unbekannter Interaktionen

gehemmt wird.
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4.5 Zusammenfassung

Aufbauend auf den Ergebnissen in Kapitel 3.1 und Kapitel 3.2 werden in diesem Kapi-
tel verschiedene Lateral-Flow-Assays mit einem separaten Probenvorbereitungsschritt unter-
sucht (Abb. 4-1). Ausgehend von den verfiigbaren Antikorpern ergeben sich vier verschiedene
Kombinationsmdglichkeiten der Antikorper fiir einen Lateral-Flow-Assay, wobei nur drei
Kombinationsmdoglichkeiten einen BoNT/D-Nachweis ermoglichen. Fiir jeden dieser drei La-
teral-Flow-Assays kann die Probenvorbereitung, Testdurchfithrung und Auswertung optimiert
werden. Dafiir wurden verschiedene Parameter untersucht, wie der pH-Wert, die Probenvor-
bereitungszeit, die Konzentration des goldkonjugierten Antikorpers, das applizierte Probenvo-
lumen, die Silberfixierung, die Testreproduzierbarkeit und Lagerungsfihigkeit. Mittels eines
hierfiir angepassten optischen Auswertungssystems konnen die subjektiven Ergebnisse der
visuellen Begutachtung in vergleichbare, reproduzierbare und aussagekréftige Daten {iberfiihrt
werden. Im Folgenden werden die erarbeiteten Ergebnisse tabellarisch zusammengefasst und
verglichen. Die Arbeitsvorschriften zur Herstellung der hier beschriebenen funktionsfdhigen

drei Lateral-Flow-Assays sind im Anhang im Kapitel 7.4 aufgefiihrt.

Die optimierten Reaktionsbedingungen des Lateral-Flow-Assays 1 sind in Tab. 4-22 zu-
sammengefasst. Eine optische Auswertung der Testergebnisse konnte nicht erfolgen, da das
Auswertungssystem noch nicht bereitstand. Uberraschend ist hier, dass nur eine einzige
Membran einen BONT/D-Nachweis ermoglicht. Mittels Silberfixierung gelingt eine Sensitivi-
tiatserhohung um den Faktor 100, jedoch nur unter Generierung eines falsch-positiven Signals.
Gerade wegen des auftretenden falsch-positiven Signals der Blindprobe wiirde sich eine opti-
sche Auswertung anbieten, um eine gute Differenzierungsmoglichkeit zu toxinhaltigen Pro-

ben zu etablieren.

Tab. 4-22: Zusammenfassung des Testaufbaus und einiger optimierter Reaktionsbedingungen des

Lateral-Flow-Assays 1.

Testaufbau
Nr. Goldkonjugierter An- Antikorper »Capture“-Reagenz Sekundéirer AK
tikorper (AK) AK?2 Testlinie Kontrolllinie
1 Polyklonaler AK (Huhn) | Monoklonaler AK Anti-Maus-IgG Anti-Huhn-IgY
(Maus)
Optimierte Bedingungen
pH-Wert Inkubationszeit | Probenvolumen | Sensitivitit Sensitivitit nach Testzeit
Probenpuffer [bei 37°C] Silberfixierung

7,2 4h 100 pL 5 ng/mL 50 pg/mL 4 h 50 Min.
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Auffallig bei den Ergebnissen des Lateral-Flow-Assays 2 (Tab. 4-23) ist, dass immer
falsch-positive Signale auftreten. Obwohl gezeigt wird, dass dieses Phinomen nicht auf Lage-
rungseffekte zuriickzufiihren ist und dass die Signalintensitit des falsch-positiven Signals von
der Stoffmenge des durch die Testzone flieBenden Goldkonjugates abhédngt, bedeutet dieses
Hintergrundsignal eine Einschrinkung im Vergleich zu vielen herkémmlichen Lateral-Flow-

Assays mit einer klassischen Ja/Nein-Antwort.

Es ist jedoch mdglich diesen Nachteil durch eine optische Auswertung auszugleichen,
so dass eine Differenzierung des falsch-positiven Signals von dem einer toxinhaltigen Probe
mit einer BONT/D Konzentration von 50 pg/mL mdoglich ist. Mittels eines Silberfixierungs-
schrittes kann die Sensitivitdt des Assays nicht erhdht werden, da aufgrund des relativ hohen
Hintergrundsignals lediglich die Signalintensitéten verstirkt werden, ohne dass dieses zu einer

Erhohung der Sensitivitét fiihrt.

Tab. 4-23: Zusammenfassung des Testaufbaus und einiger optimierter Reaktionsbedingungen des

Lateral-Flow-Assays 2.

Testaufbau

Nr. Goldkonjugierter Antikorper ,»Capture“-Reagenz Sekundirer AK
Antikérper (AK) AK 2 Testlinie Kontrolllinie
2 Monoklonaler AK Polyklonaler AK Anti-Huhn-IgY Anti-Maus-IgG
(Maus) (Huhn)

Optimierte Bedingungen

pH-Wert Inkubationszeit | Probenvolumen Sensitivitit Sensitivitit nach Testzeit
Probenpuffer [bei 37°C] Silberfixierung
6,2 3h 50 pL 50 pg/mL / 3 h 30 Min.

Ahnlich wie im Fall des Lateral-Flow-Assays 2 treten auch bei Lateral-Flow-Assay 3
(Tab. 4-24) falsch-positive Ergebnisse der Blindprobe auf. Die Untersuchungen zeigen, dass
die Intensitit des falsch-positiven Signals von der Konzentration des goldkonjugierten Anti-

korpers in der Probenldsung abhingig ist.

So koénnen in Kapitel 4.3 die falsch-positiven Signale im Gegensatz zu den Ergebnis-
sen im Kapitel 4.2 auf Kosten der Sensitivitét beseitigt werden. Aber durch den Einsatz gerin-
gerer Goldkonjugatkonzentrationen von beispielsweise 0,5 ng/mL wird die Nachweisgrenze
auf 500 pg/mL herabgesetzt. Weitere Optimierungen erfolgen im néchsten Schritt anhand von
dotierten Realproben. Die Testsensitivitidt kann mittels eines Silberfixierungsschrittes nicht

verstiarkt werden.
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Tab. 4-24: Zusammenfassung des Testaufbaus und einiger optimierter Reaktionsbedingungen des

Lateral-Flow-Assays 3.

Testaufbau

Nr. Goldkonjugierter Antikorper ,»Capture“-Reagenz Sekundirer AK
Antikorper (AK) AK 2 Testlinie Kontrolllinie
3 Monoklonaler AK Biotinylierter po- Streptavidin Anti-Maus-IgG
(Maus) lyklonaler AK

Optimierte Bedingungen

pH-Wert Inkubationszeit | Probenvolumen Sensitivitit Sensitivitit nach Testzeit
Probenpuffer [bei 37°C] Silberfixierung
82+6,2 12h 100 uL 50 pg/mL / 13 h 30 Min.

Ein BoNT/D-Nachweis ist mittels des Lateral-Flow-Systems 4 (Tab. 4-25) nicht mog-

lich. Weder durch Variation des pH-Wertes, der Probeninkubationszeit, des Probenvolumens

noch durch den Einsatz von 14 diagnostischen Membranen kann das System derart optimiert

werden, dass ein BONT/D-Nachweis gelingt.

Tab. 4-25: Zusammenfassung des Testaufbaus und einiger optimierter Reaktionsbedingungen des

Lateral-Flow-Assays 4.

Testaufbau

Nr. Goldkonjugierter Antikorper »Capture“ Reagenz Sekundérer AK
Antikorper (AK) AK 2 Testlinie Kontrolllinie
4 Polyklonaler AK Biotinylierter Streptavidin Anti-Huhn-IgY
(Huhn) polyklonaler AK

Optimierte Bedingungen

Inkubationszeit | Probenvolumen Sensitivitat Sensitivitiat nach Testzeit

[bei 37°C]

pH-Wert

Probenpuffer Silberfixierung

Kein BoNT-Nachweis mdglich

Nachdem die Entwicklung der Lateral-Flow-Assays abgeschlossen ist, kann im néch-

sten Schritt der Einfluss von realen Proben getestet werden.

4.6 Ergebnisse dotierter Realproben (Kotproben)

In den vorherigen Kapiteln wird die Entwicklung von drei Lateral-Flow-Assays darge-
stellt, mittels derer ein BONT/D Nachweis mit einer Sensitivitit von 50 pg/mL mdglich ist.
Wihrend der praktischen Versuche der vorliegenden Arbeit wurde die Produktion der einzi-
gen funktionierenden Membran des Lateral-Flow-Assays 1 eingestellt. Daher werden aus Ma-
terialmangel an dieser Stelle nur die Assays 2 und 3 getestet. Im ersten Schritt werden in die-

sem Kapitel Pferdekotproben mit verschiedenen BoNT/D-Konzentrationen dotiert, deren tat-
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sdchliche Toxinkonzentration mit einem Toxinnachweis in der Maus iiberpriift und abschlie-

Bend die Ergebnisse des Lateral-Flow-Assays 2 und 3 beschrieben.

Dotieren der Proben

Als Probenmatrix fiir Realproben werden im Rahmen der vorliegenden Arbeit dotierte
Pferdekotproben genutzt. Zur Bestimmung des Feuchtigkeitsgehaltes werden die Kotproben
zuerst gewogen und nach einer Trocknung bei 120°C fiir 12 Stunden in einem Trocken-
schrank wird der Trockenverlust bestimmt. Dieser entspricht dem Wasseranteil bzw. dem
Feuchtigkeitsgehalt der Proben. Nach der Trocknung wird der Trockenriickstand mittels einer
Kugelmiihle (5000 RPM, Pulverisette 6, Fa. Fritsch) pulverisiert. Zur Dotierung der Realpro-
ben wird bidestilliertes Wasser mit verschiedenen Mengen an BoNT/D versetzt. Die Konzen-
trationen dieser Wasserproben werden so gewihlt, dass die Kotproben nach der Wiederher-
stellung ihres Feuchtigkeitsgehaltes eine BONT/D-Konzentration von 0, 100 und 1000 pg/mL
haben. Entsprechend des jeweiligen Trockenverlustes wird den pulverisierten Kotproben das
mit Toxin dotierte bidestillierte Wasser zugegeben und in einer Petrischale gut vermischt. Die

Realproben werden in 2 mL Eppendorfcaps abgefiillt und bei —80°C gelagert.

Herstellung des Probenextrakts

Fiir die Analyse werden die bei -80°C gelagerten dotierten Kotproben frisch aufgetaut.
Pro Toxinkonzentration werden 5 g der jeweiligen Probe mit 5 mL eines 28 mM GP-Puffers
(pH 6,2) versetzt und gut durchgeschiittelt. Es schliet sich eine Lagerung im Kiihlschrank
iiber Nacht bei 5-8°C an. Der Uberstand wird abpipettiert und 5 Minuten bei 5000 RPM
zentrifugiert. Der Uberstand wird isoliert und in den folgenden Nachweisen weiterverwendet.
Die Extrakte der dotierten Kotproben weisen durch die Zugabe des 28 mM GP-Puffers eine
Toxinkonzentration von 0, 50 und 500 pg/mL auf. Eine Benennung der Probenextrakte erfolgt
entsprechend ihrer BoNT/D-Konzentration als ,,Extrakt 0 (0 pg/mL), ,,Extrakt 50 (50
pg/mL) und ,,Extrakt 500* (500 pg/mL).

Toxinnachweis in der Maus

Die Durchfiihrung des Toxinnachweises in der Maus entspricht der Versuchsbeschrei-
bung in Kapitel 2.2.2. Fiir die Testdurchfiihrung werden die Probenextrakte der dotierten Kot-
proben genutzt. Zur Bestitigung der Toxinkonzentration werden zusétzliche Verdiinnungen
der Probenextrakte hergestellt und getestet. So wird die Probe ,,Extrakt 500* mit 28 mM GP-
Puffer (pH 6,2) 1:10 und 1:100 verdiinnt. Auch die Probe ,,Extrakt 50 wird zusitzlich 1:10
mit 28 mM GP-Puffer (pH 6,2) verdiinnt. Gemal dem Injektionsplan in Tab. 4-26 werden den

Mausen jeweils 0,5 mL der Losung intraperitoneal injiziert. Nach der Injektion werden die
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Mause innerhalb der ersten 8 Stunden alle zwei Stunden, danach zweimal téglich kontrolliert.

Eine Beobachtung der Tiere findet iiber einen Zeitraum von vier Tagen statt.

Tab. 4-26: Injektionsplan: Uberpriifung der BoNT/-Konzentration von dotierten Kotproben mittels eines

Toxinnachweises in der Maus.

Tiere Probe Toxinkonzentration Symptome Tod
[pg/mL]
1und?2 ,,Extrakt 500 [500 pg/mL] Nach 8 h leichte 20h
Wespentaille
3und 4 ,»Extrakt 500 [50 pg/mL] Nach 8 h leichte 32h
1:10 verdiinnt Wespentaille
5und 6 ,Extrakt 500°; [5 pg/mL] Nach 20 h leichte -
1:100 verdiinnt Wespentaille
7 und 8 ,»Extrakt 50 [50 pg/mL] Nach 20 h leichte 20 h
Wespentaille
9und 10 ,Extrakt 50 [5 pg/mL] Keine -
1:10 verdiinnt
[5 pg/mL]
11 und 12 ,Extrakt 0 [0 pg/mL] Keine -
[0 pg/mL]

In Tab. 4-26 sind die Ergebnisse der Probenextrakte und deren Verdiinnungen darge-
stellt. Eine letale intraperitoneale BoONT/D Dosis einer Labormaus betrigt ca. 25 pg/Maus.
Die Konzentration der Probe ,,Extrakt 500 (500 pg/mL) wird bestitigt, da auch deren 1:10
Verdiinnung eine toxische Wirkung hat, nicht aber die 1:100 Verdiinnung. Auch die unver-
diinnte Probe ,,Extrakt 50 zeigt eine toxische Wirkung; ihre 1:10 Verdiinnung jedoch nicht
mehr, wodurch eine Konzentration von 50 pg/mL bestdtigt wird. Die Blindprobe (,,Extrakt 0°)
hat keine toxische Wirkung. Mit diesen Ergebnissen kann der jeweilige Toxingehalt der do-

tierten Kotproben bestitigt werden.

Lateral-Flow-Assay 2

Die Praparation der Teststreifen erfolgt entsprechend der Arbeitsvorschrift in
Kapitel 7.4.3. Die verpackten, gebrauchsfertigen Lateral-Flow-Tests werden erst kurz vor
Gebrauch ausgepackt. Den Probenextrakten werden der goldkonjugierte monoklonale Anti-
BoNT/D und der polyklonale Anti-BoNT/D (Huhn) zugegeben. Nach dieser Zugabe betrigt
im Probenpuffer die Konzentration des polyklonalen Anti-BoNT/D (Huhn) 2,00 pg/mL und
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die Konzentration des goldkonjugierten monoklonalen Anti-BoNT/D (Maus) 0,35 pg/mL. Es
schlieBt sich eine Inkubation im Wasserbad bei 37 °C fiir 3 Stunden an und das getestete Pro-

benvolumen betragt 50 pL.

Pro Toxinkonzentration wird eine Dreifachbestimmung des jeweiligen Probenextrak-
tes durchgefiihrt. Aufgrund der stark dunklen Farbung der Kotextrakte weisen die Membranen
der Lateral-Flow-Tests ebenfalls eine starke Verfarbung auf, welche mittels eines zusitzlichen
Waschschrittes beseitigt werden kann. Zur Durchfithrung dieses Waschschrittes wird jeweils
das Release-Pad abgeschnitten und der Teststreifen fiir 10 Minuten in 200 puL eines 28 mM
GP-Puffers (pH 6,2) gestellt. Nach dieser Prozedur ist die Hintergrundféarbung der diagnosti-
schen Membran groBtenteils beseitigt. Die Ergebnisse der Versuche sind in Abb. 4-23 darge-
stellt.

: Testlinie
|

500 pg/mL 50 pg/mL 0 pg/mL

Abb. 4-23: Ergebnisse des Lateral-Flow-Assays 2 bei Verwendung von mit verschiedenen BoNT/D-

Konzentrationen dotierten Pferdekotproben.

Die Ergebnisse zeigen wie schon in Kapitel 4.2 beschrieben, dass falsch-positive Sig-
nale auftreten. Dennoch kann die Testlinienintensitdt der Blindprobe visuell als weniger in-
tensiv erkannt werden als die Testlinienintensititen der BoNT/D-Konzentrationen 500 pg/mL
und 50 pg/mL. Eine Unterscheidung der Linienintensititen der BoNT/D-Konzentrationen 500
pg/mL und 50 pg/mL ist visuell nicht mdglich. Zur Quantifizierung werden die Proben ent-
sprechend Kapitel 7.3.3 optisch ausgewertet. In Abb. 4-24 sind die Ergebnisse der Dreifach-
bestimmung mit den arithmetisch gemittelten Werten und deren mittleren relativen Fehler

dargestellt.
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Abb. 4-24: Ergebnisse einer Dreifachbestimmung von mit verschiedenen BoNT/D-Konzentrationen dotier-

ten Pferdekotproben mit Lateral-Flow-Assay 2.

Deutlich wird, dass die Ergebnisse den visuellen Eindruck gut bestitigen. Sowohl die
Einzelergebnisse als auch der Fehlerbereich des arithmetischen Mittelwertes lassen eine Dis-
kriminierung der Blindprobe von einer BoNT/D-Konzentration von 500 bzw. 50 pg/mL zu.
Schwieriger ist die Unterscheidung zwischen einer Konzentration von 50 pg/mL und 500
pg/mL. Die Fehlerbereiche dieser beiden Konzentrationen iiberschneiden sich so stark, dass
eine Unterscheidung nicht moglich ist. Auffillig ist, dass die Signalintensititen der Blindpro-
ben mit ca. 6000 [rel. Einheit/mm?’] im Vergleich zu den Untersuchungen in Kapitel 4.2 sehr
hoch liegen. Eine Begriindung hierfiir konnte in dem tatsdchlich getesteten Probenvolumen
liegen. Werden 50 uL Probenfliissigkeit auf den Teststreifen aufgetragen, so flieB3t nur ein be-
stimmter Volumenteil durch die Testzone. Der restliche Anteil des Probenvolumens wird
nach der Testdurchfiihrung im Release-Pad oder unterhalb der Testlinie in der
Membranmatrix verbleiben. Dieser Teil des Probenvolumens trdgt somit nicht zum Nachweis
bei. Bei den in diesem Kapitel betrachteten Versuchen betrdgt das getestete Probenvolumen
auch 50 pL, jedoch flieBen durch die Einfiihrung eines Waschschrittes die gesamten 50 pL
durch die Testzone. In Kapitel 4.2 wurde bereits der negative Einfluss zu hoher Probenvolu-
mina festgestellt (Abb. 4-19). Unter Beriicksichtigung des Waschschrittes ist es nicht ver-
wunderlich, dass die in Abb. 4-24 dargestellten Ergebnisse eher den Ergebnissen mit einem

Probenvolumen von 125 pL &hneln, obwohl das getestete Probenvolumen 50 pL betrigt. In
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Abb. 4-10 fiihrt ein Probenvolumen von 125 pL nicht nur zu einer hoheren Testintensitédt der
Blindprobe, sondern zusétzlich zu einem Kurvenverlauf mit einem engen dynamischen Be-
reich. Somit ist zwar eine Diskriminierung der Blindprobe von einer toxinhaltigen Probe in
einem Konzentrationsbereich von 50 pg/mL-50 ng/mL mdglich, aber eine ndhere Konzentra-

tionsbestimmung entfallt.

Lateral-Flow-Assay 3

Die Untersuchungen des Lateral-Flow-Assays 3 in Kapitel 4.3 ergeben, dass zwei pH-
Werte (6,2 und 8,2) einen BoNT-Nachweis mit einer Sensitivitit von 50 pg/mL ermdglichen.
Die folgenden Versuche werden bei beiden optimalen pH-Werten entsprechend Tab. 4-27
durchgefiihrt.

Tab. 4-27: Verwendete Reaktionsbedingungen des Lateral-Flow-Assays 3 bei der Untersuchung des Ein-

flusses von Realproben.

Testdurchfiihrung pH 6,2 pH 8,2
Herstellung des 5 g der jeweiligen dotierten 5 g der jeweiligen Probe werden
Probenextrakts Probe werden mit 5 mL eines mit 5 mL eines 40 mM Borat-
28 mM GP-Puffers (pH 6,2) Puffers (pH 8,2) versetzt und
versetzt und durchgeschiittelt. durchgeschiittelt.

Lagerung im Kiihlschrank iiber Nacht bei 5-8°C. Der Uberstand wird abpipettiert und 5

Minuten bei 5000 RPM zentrifugiert. Der Uberstand wird isoliert und weiterverwendet.

Probenvorbereitung Die Konzentration des goldkonjugierten monoklonalen Anti-
BoNT/D (Maus) betrdgt 0,35 pg/mL; die Konzentration des
biotinylierten polyklonalen Anti-BoNT/D (Ziege) betragt

0,30 pg/mL.
Inkubation im Wasserbad bei 37°C fiir 12 Stunden
Teststreifenherstellung entsprechend Kapitel 7.4.4
Probenvolumen 100 uL

Die gebrauchsfertigen Lateral-Flow-Tests werden erst kurz vor Gebrauch ihrer Verpa-

ckung entnommen. Die Ergebnisse sind in Abb. 4-25 dargestellt.
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Abb. 4-25: Ergebnisse des Lateral-Flow-Assays 3 bei Analyse dotierter Pferdekotproben. Der pH-Wert des
Probenvorbereitungspuffers betrigt A) 6,2 bzw. B) 8,2.

Es ist anhand der abgebildeten Lateral-Flow-Teststreifen deutlich erkennbar, dass in-
nerhalb der Uberlappungszone des Release-Pads mit der diagnostischen Membran der gold-
konjugierte Antikdrper aufkonzentriert ist. Es sieht so aus, als ob der goldkonjugierte Anti-
korper innerhalb dieser Zone auf der Membran ausfillt. Auch mit Hilfe der Durchfiihrung di-
verser Waschschritte bei verschiedensten pH-Werten, ist eine Mobilitit des Goldkonjugates
nicht zu erreichen. Die auf den Bildern sichtbaren Kontrolllinien erscheinen erst nach ca. 20
Minuten. Die sehr schwachen Linienintensitdten der Kontrolllinien deuten darauf hin, dass
nur ein geringer Bruchteil des goldkonjugierten Antikorpers die Kontrollzone passiert. Ein
BoNT/D-Nachweis ist bei keiner der betrachteten Konzentrationen mdglich. Uber die Griinde
dieses Phdanomens konnen an dieser Stelle nur Vermutungen angestellt werden. Ein Grund
konnte sein, dass eine in der Realprobe enthaltene Verbindung durch eine Komplexbildung

die Mobilitit des goldkonjugierten Antikdrpers herabsetzt.

Zusammenfassung

Lateral-Flow-Assay 2

e Nach Einfithrung eines zusdtzlichen Waschschrittes lassen sowohl die Einzelergebnisse
als auch der Fehlerbereich des arithmetischen Mittelwertes eine reproduzierbare Diskri-
minierung der Blindprobe von einer BoNT/D-Konzentration von 500 bzw. 50 pg/mL zu.
Der Test hat somit eine Sensitivitdt von 50 pg/mL.

e Schwieriger ist die Unterscheidung zwischen einer Konzentration von 50 pg/mL und 500
pg/mL. Eine Begriindung konnte in dem tatséchlich getesteten Probenvolumen liegen.

Lateral-Flow-Assay 3

e Mittels dieses Assays ist kein BoONT/D-Nachweis bei Verwendung von Pferdekotproben
moglich, da der goldkonjugierte Antikérper bei der Testdurchfiihrung in der Membran-

matrix nicht mobil genug ist.
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die von den Bakterien der Gattung Clostridium (C.) gebildeten Toxine gehdren zu den
giftigsten natiirlichen Substanzen und stellen in Anbetracht ihres Wirkungsgrades hohe An-
forderungen an die Sensitivitit der Nachweismethoden. Erfiillt werden diese Anforderungen
durch einen einzigen anerkannten und validierten Standardnachweis, dem Toxinnachweis in
der Maus. Dieser validierte Tierversuch ist in der Bundesrepublik Deutschland als Nach-
weismethode von Botulinum-Neurotoxinen in Lebensmitteln gesetzlich vorgeschrieben [§ 35
LMBG]. Auch zur Qualifizierung von BoNT-Antitoxin und —Impfstoff fiir Tiere ist er bin-
dend [DIN-Norm 10102; Deutsches Arzneibuch, 1991]. Der Toxinnachweis in der Maus ver-
ursacht jedoch einen hohen Leidensdruck der Tiere und ist fiir einen klinischen Einsatz nur

bedingt geeignet, so dauert der Test beispielsweise 12-72 h.

Das Ziel dieser Arbeit ist es daher anhand des Botulinum-Neurotoxin Typs D das La-
teral-Flow-Testformat als alternative /n-vitro-Methode niher zu untersuchen. Die letale inter-
peritoriale Dosis (Maus) dieses BoNT Typs liegt bei 50 pg/mL [Smith und Sugiyama, 1988].
Ausgehend von den spezifischen Anforderungen des Analyten BoNT/D zum einen und eines
Lateral-Flow-Assays zum anderen wird in der vorliegenden Arbeit ein erstes Anforderungs-
profil erarbeitet, um notwendige Testeigenschaften ndher zu definieren. Mittels dieses Anfor-
derungsprofils konnen Entwicklungsziele und Testeigenschaften identifiziert werden, deren

Erfiillung weitergehende Lateral-Flow-Testentwicklungen sinnvoll erscheinen lassen.

Diese grundlegenden Eigenschaften umfassen beispielsweise den Aufbau eines immu-
nologischen Sandwichassays der eine Sensitivitit von 50-500 pg/mL besitzt. Des Weiteren
soll der Test eine einfachere und schnellere Testdurchfithrung als der Toxinnachweis in der
Maus bieten und grundlegende Anforderungen an die Reproduzierbarkeit und Stabilitét erfiil-
len. Da Lateral-Flow-Testformate per se keine Quantifizierungsmdglichkeit der Testergebnis-
se bieten, wird die Verwendung eines optischen Auswertungsverfahrens dargestellt, dessen

Auswertungsbedingungen standardisiert sind.

Im Rahmen eines ersten Ansatzes wird ein "klassischer LFD" ohne eine spezielle Pro-
benvorbereitung untersucht, der jedoch keinen BoNT/D-Nachweis ermdglicht. Es bot sich in
einem weiteren Ansatz an, die vom Institut fiir Tropentierhygiene zur Verfligung gestellten
Antikorper und den Einfluss einer optimierten Probenvorbereitung innerhalb von Flow-
Through-Testformaten ndher zu untersuchen. In Anlehnung an den beschriebenen und bereits
am Institut fiir Tropentierhygiene etablierten ,,Immunochromatographischen Séulentest™ wer-

den drei verschiedene Flow-Through-Testformate mit einer separaten Probenvorbereitung
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entwickelt, mittels derer das BONT/D semiquantitativ nachgewiesen werden kann. Ein Assay
der eine enzymatische Farbungsreaktion zur Detektierung verwendet, kann die Sensitivitdt des
Toxinnachweises in der Maus von 50 pg/mL bei einer Testzeit von 13 Stunden erreichen.
Eine Quantifizierung der Ergebnisse mittels einer optischen Auswertung ist aufgrund der
schlechten Testreproduzierbarkeit nicht moglich. Zwei weitere Flow-Through-Assays, die
einen goldkonjugierten Antikdrper verwenden, erreichen jeweils eine geringere Sensitivitit

von 50 ng/mL.

Autfbauend auf den in Flow-Through-Tests gewonnenen Erkenntnissen iiber die Signi-
fikanz einer angepassten Probenvorbereitung werden die Ergebnisse eines Lateral-Flow-
Assay im Sandwichformat mit separater Probenvorbereitungszeit beschrieben. Der Testablauf
dieses Lateral-Flow-Testformates beinhaltet eine effektive Probenvorbereitung, die sicher-
stellt, dass die Bildung eines ,,mobilen Sandwichkomplexes* vollstindig erfolgt. Der ,,mobile
Sandwichkomplex“ wird in einem zweiten Schritt wihrend der Lateral-Flow-
Testdurchfiihrung innerhalb einer Testlinie immobilisiert. Ausgehend von den verfiigbaren
Antikdrpern ergeben sich fiir dieses Testformat vier verschiedene Kombinationsmoglichkei-
ten. Die Optimierungsversuche jeder Kombinationsmoglichkeit umfasst beispielsweise die
Untersuchung der Probenvorbereitungszeit, der Reproduzierbarkeit und der Quantifizierbar-
keit der Testergebnisse. Bei der Verwendung von drei Kombinationsmdglichkeiten in Lateral-
Flow-Assays ist ein BoNT/D-Nachweis unter Verwendung der standardisierten Arbeitsvor-
schriften mit einer Sensitivitit von 50 pg/mL moglich. Eine Kombinationsmoglichkeit fiihrt

bei Verwendung der betrachteten Reaktionsbedingungen zu keiner Detektionsmoglichkeit.

Ein Vergleich der drei zum BoNT/D verwendbaren Lateral-Flow-Assays mit dem An-
forderungsprofil ist in Tab. 5-1 dargestellt. Die Ubersicht verdeutlicht, dass der Lateral-Flow-
Assay 2 fast alle Punkte des in dieser Arbeit festgelegten Anforderungsprofils erfiillt. Auch
bei der Verwendung von dotierten Realproben wird eine Sensitivitdt von 50 pg/mL erreicht.
Auftillig ist bei den Entwicklungsergebnissen, dass bei allen untersuchten Reaktionsbedin-
gungen falsch-positive Signale auftreten. Diese sind vermutlich auf unspezifische Reaktionen
zwischen dem goldkonjugierten Antikorper und dem innerhalb der Testlinie immobilisierten
Antikdrper zuriickzufilhren. Auch kann ein Zusammenhang zwischen der Stoffmenge des
durch die Testzone flieBenden goldkonjugierten Antikorpers und der Signalintensitédt des Sig-
nals der Blindprobe festgestellt werden. Mittels der etablierten optischen Auswertung ist eine
Diskriminierung einer Blindprobe von einer 50 pg/mL Toxin enthaltenen Probe mdglich, so-

fern eine Dreifachbestimmung erfolgt.
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Tab. 5-1: Eigenschaften der entwickelten Lateral-Flow-Assays 1, 2 und 3 und Vergleich mit dem

Anforderungsprofil
Anforderungsprofil Assay 1 Assay 2 Assay 3
Lateral-Flow-Testformat v v v
im Sandwichformat
Sensitivitdt von 50 - 500 pg/mL | Mit Silberfixierung 50 pg/mL 50 pg/mL
50 pg/mL
Ggf. Verwendung von Methoden Silberfixierung Nicht Nicht
zur Signalverstirkung notwendig notwendig
Moglichkeit einer Sensitivitétser- Ja Nein Nein

hohung durch einen

Silberfixierungsschritt

(Faktor 100)

,, Vereinfachte Testhandhabung

mit verkiirzen Testzeiten

v

v

Testzeit 4 h 50 Min. 3 h 30 Min. 13 h 30 Min.
Inkl. Silberfixie-
rung
Stabilitdt des Testergebnisses fiir Nicht nach der v v
30 Minuten Silberfixierung
Ergebnisse des Stabilitétstest Aus Materialman- v Aufgrund des
(3 Monate bei RT) gel nicht moglich Ergebnisses der
Realproben
nicht getestet
Keine falsch-positiven Ergebnisse v Nicht erfiillt Nicht erfiillt

(Nach Silberfixierung treten

falsch-positive Ergebnisse

auf)

(Mittels optischer
Auswertung sind die
Blindproben von to-

xinhaltigen Proben

unterscheidbar)

(Mittels optischer Aus-
wertung sind die Blind-
proben von toxinhalti-

gen Proben unter-

scheidbar)
Sensitivitit bei Realproben Aus Materialman- 50 pg/mL Kein Nachweis
gel nicht moglich moglich

Die Ergebnisse des Lateral-Flow-Assay 3 zeigen ebenfalls eine gute Ubereinstimmung

mit dem Anforderungsprofil, obwohl die Testzeit von 13,5 Stunden vergleichsweise lang ist.

Zusétzlich flihrt die Verwendung eines biotinylierten Antikorpers zu Interaktionen mit der

getesteten Realprobenmatrix, wodurch zumindest der goldkonjugierte Antikdrper in der

Membranmatrix nicht mobil genug zu sein scheint. Daher scheint sich eine Biotin-

Streptavidin-Kopplung zur

Immobilisierung des

mobilen Sandwichkomplexes

nicht
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anzubieten. Zukiinftig sollte iiberpriift werden, ob dieses Phdnomen bei anderen Realproben
ebenfalls auftritt, um gegebenenfalls eine passende Matrix fiir diesen Assay zu finden. Wie
schon bei dem Lateral-Flow-Assay 2 beobachtet, traten auch bei diesem Assay falsch-positive
Signale auf, die auf unspezifische Reaktionen zwischen dem goldkonjugierten Antikdrpern
und dem innerhalb der Testlinie immobilisierten Antikorpern zurlickgefithren werden konnen.
Auch kann ein Zusammenhang zwischen der Konzentration des goldkonjugierten Antikorpers
in dem Probenpuffer und der Signalintensitit des Signals der Blindprobe festgestellt werden.
Daher kann durch die Verwendung von vergleichsweise niedrigeren Goldkonjugatkonzentra-
tionen dieses falsch-positive Signal beseitigen werden. Die Herabsetzung der Konzentration
des goldkonjugierten Antikdrpers fiihrt jedoch ebenfalls zu einer Herabsetzung der Testsensi-
tivitdt von 50 pg/mL auf 500 pg/mL. Somit besteht an dieser Stelle noch Optimierungsbedarf,

wenn eine passende Probenmatrix gefunden werden sollte.

Bedauerlich fiir den Lateral-Flow-Assay 1 ist, dass die Produktion der einzigen funkti-
onierenden Membran inzwischen eingestellt wurde, da in der vorliegenden Arbeit nur diese
diagnostische Membran erfolgreich eingesetzt werden kann. Die Entwicklung und Verbesse-
rung der bestehenden diagnostischen Membranen wird von den Herstellern kontinuierlich vo-
rangetrieben, so dass immer engere Spezifikationen der Materialien und neue Membrantypen
zuginglich werden. Daher wiirde sich eine Untersuchung anderer diagnostischer Membranen
zu einem spdteren Zeitpunkt anbieten. Interessant an diesem Assay ist, dass er in einem weite-
ren separaten Schritt eine chemische Signalverstirkung verwendet, mit der die Testsensitivitat
um den Faktor 100 erhoht werden kann. Die Einfithrung der Silberverstirkung hat jedoch die
Generierung eines falsch-positiven Signals der Blindproben zur Folge. Das Auftreten dieser
falsch-positiven Signale kann auf den Mechanismus der Silberfixierung zuriickgefiihrt wer-

den.

Werden die Ergebnisse der drei verwendbaren Lateral-Flow-Assays mit dem kommer-
ziell erhiltlichen BADD™ Test von der Osborn Scientific Group verglichen, so lassen sich
folgende Vor- und Nachteile feststellen. Die Vorteile des BADD™ Test liegen in seiner Test-
zeit von 15 Minuten und es treten innerhalb der angegeben Testzeit keine falsch-positiven
Signale auf. Die Einschrinkungen sind, dass die Sensitivitidt von 5 pg/mL sehr gering ist und
nicht den Sensitivitdtsanforderungen des Analyten entspricht. Zusdtzlich weist die vom Her-
steller angegebene Testzeit auf instabile Testbedingungen hin, da nach 15 Minuten anschei-

nend falsch-positive Signale auftreten kdnnen bzw. aufgetreten sind.

Werden die Ergebnisse zusammengefasst so wird deutlich, dass die hier entwickelten

Lateral-Flow-Assays eine mogliche Alternative zum Toxinnachweis in der Maus zum
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Nachweis von BoNT darstellen. Natiirlich ldsst sich mit den in dieser Arbeit erzielten Ergeb-
nissen der Toxinnachweis in der Maus nicht ersetzen, zumal nur eine Realprobenmatrix er-
folgreich getestet wird. Diese sehr umfangreiche Aufgabe kann aber auch nicht als das Ziel
dieser Arbeit verstanden werden, zumal in dem zeitlichen Rahmen nur eine begrenzte Anzahl
von Proben untersucht werden kann. Dennoch, die Erfiillung des erarbeiteten Anforderungs-
profils bietet eine solide Grundlage fiir weiterfiihrende Untersuchungen mit diesem Testfor-
mat. Um den Toxinnachweis in der Maus durch eine /n-vitro-Methode ablosen zu konnen, ist
es zunichst notwendig, weitere Realproben zu untersuchen. Danach konnte die vorgeschlage-
ne Methodik in mehreren, unabhéngigen Laboratorien liberpriift werden, wofiir sich ein wei-

terfiihrendes Projekt anbietet.
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7 ANHANG
7.1 Arbeitsvorschriften der immunologischen Referenzmethoden

7.1.1 Immunochromatographischer Siiulentest

Probenvorbereitung:
Fiir die Probenvorbereitung werden 500 pL einer fliissigen Toxinprobe (mit BoNT/D
versetzter GP-Puffer (pH 6,2)) auf folgende Antikdrperkonzentrationen eingestellt:
0,3 pg/mL monoklonaler BONT/D-Antikorper (Maus)
0,2 pg/mL biotinylierter polyklonaler BONT/D-Antikorper (Ziege)
Diese Testlésungen werden iiber Nacht bei 37°C auf einem Uberkopfschiittler bei stéin-

diger Drehbewegung auf niedrigster Stufe inkubiert.

Testdurchfithrung
Vor Testbeginn wird der in den Testsdulen iiberstehende PBS-Puffer abgelassen. Da-
nach werden die unten aufgefiihrten Losungen in der angegebenen Reihenfolge auf die Siule
gegeben. Jede Losung muss vollstindig durchlaufen; erst dann schlieft sich der nichste
Schritt an.
1) 750 pL Caseinpuffer (pH 7,2)

2) 500 pL der vorbereiteten Toxinprobe

3) dreimaliges Waschen mit jeweils 750 pL Caseinpuffer (pH 7,2)

4) 500 uL HRP-konjugiertes Streptavidin (in Verdiinnungspuffer 1:1000 verdiinnt)
5) zweimaliges Waschen mit jeweils 750 pL Caseinpuffer (pH 7,2)

6) 750 pL dest. H,O

7) 100 pL Farbungsreagenz ,,.BM-Blue*

8) 750 uL H,O

9) Mit 300 uL einer Stopplosung wird die zeitabhidngige Farbung gestoppt und in eine
Mikrotiterplatte tiberfiihrt.

7.1.2 Dynabead-Test

Probenvorbereitung
700 pL einer mit Botulinum-Toxin Typ D dotierten Probenfliissigkeit (GP-Puffer (pH

6,2)) werden fiir die Probenvorbereitung auf folgende Antikdrperkonzentrationen eingestellt:
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0,3 pg/mL monoklonaler BoNT/D-Antikorper (Maus)
0,1 pg/mL biotinylierter polyklonaler Antikorper (Ziege)

Die dotierten Probenfliissigkeiten werden iiber Nacht bei 37°C auf einem Uber-
kopfschiittler bei standiger Drehbewegung auf niedrigster Stufe inkubiert. Am nichsten Tag
wird zu der préparierten Probe eine Magnetic-Bead-Losung (angegebene chargenabhéngige
Konzentration in 700uL Caseinpuffer (pH 7,2)) zugegeben. Die Probeldsungen werden nach
der Zugabe eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Uberkopfschiittler bei stindiger Dreh-

bewegung auf niedrigster Stufe inkubiert.

Optimale Testdurchfithrung

Die vorbehandelten und mit Dynabeads versetzten Proben werden in 1,5 mL Reaktions-
gefiBle (Eppendorf AG, Hamburg) tiberfiihrt und in einem Magnetic Particle Concentrator
(MCP) eingespannt. 30-60 Sek. spéter, nachdem alle magnetischen Dynabead-Partikel mittels
der Magneten des MCP am Gefid3boden aufkonzentriert wurden, wird die tiberstehende Fliis-
sigkeit abpipettiert und verworfen. Danach werden die Dynabeads mit 1 mL Caseinpuffer (pH
7,2) gewaschen. AnschlieBend werden die Magneten aus dem MCP entfernt und die Dyna-
beads in 200 pL Caseinpuffer (pH 7,2) in BSA blockierte Top Yield Module iiberfiihrt. Fiir
den sich anschlieBenden Waschschritt werden die Top Yield Module wieder auf den MCP
gesetzt. 30-60 Sek. spiter, nachdem alle magnetischen Dynabead-Partikel mittels der Magne-
ten des MCP am GefiBboden aufkonzentriert wurden, wird der Uberstand abpipettiert und
verworfen. Das Modul wird erneut vom MCP genommen, um die Dynabeads in 200 pL Ca-
seinpuffer (pH 7,2) aufzuschwemmen. Die Top Yield Module werden darauthin wieder auf
den MCP gesetzt und wie zuvor beschrieben gewaschen. Dieser Waschschritt ist insgesamt
viermal durchzufiihren. Zu den gewaschenen Dynabeads werden 200 pL einer in Verdiin-
nungspuffer 1:10000 verdiinnten HRP-konjugierten Streptavidinlosung gegeben. Die Top
Yield Module werden anschlieend mit einem Heat Sealing Film (Eppendorf AG, Hamburg)

verschlossen und eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) auf einem Riitteltisch inkubiert.

Es wird eine Substratlosung hergestellt, indem eine TMB-Tablette in 1 mL DMSO ge-
16st wird. Zu dieser Losung werden weitere 9 mL eines Verdiinnungspuffers und 500 pL einer
30 % -igen Wasserstoffperoxidlosung gegeben. Fiir den nun folgenden Waschschritt werden
die Top Yield Module auf einen MCP gesetzt. 30-60 Sek. spéter, nachdem alle magnetischen
Dynabead-Partikel erneut mittels der Magneten des MCP am Gefi3boden aufkonzentriert
wurden, wird der Uberstand abpipettiert und verworfen. Das Modul wird nun fiir die Zugabe
von 200 pL Caseinpuffer (pH 7,2) vom Magneten genommen. Dieser Waschschritt ist insge-
samt dreimal durchzufiihren. Es schlieB3t sich ein Waschritt mit 200 pL. Verdiinnungspuffer
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an. Fiir den folgenden zeitabhéngigen Farbungsschritt werden 200 puL der oben frisch ange-
setzten Substratlosung zu den Dynabeads gegeben und 10 Minuten auf einen Riitteltisch bei

Raumtemperatur inkubiert.

7.2 Arbeitsvorschriften der entwickelten Flow-Through-Tests

7.2.1 Flow-Through-Test 1

Testherstellung

Zur Flow-Through-Testherstellung wird eine ausgestanzte, kreisformige Probe
(Durchmesser 13 mm) einer diagnostischen Membran (Unisart, CN 11301) mit einer Pinzette
in eine leere Petrischale gegeben. Die Membranprobe wird mittels einer 200 puL Pipette (Typ
Reference, Eppendorf, Ko6ln) mit 200 pl eines Belegungspuffers (1 mg/mL Anti-Maus-IgG,
50 mM NaP-Puffer, pH 7) benetzt. Nach der Zugabe von 1 mL 50 mM Phosphatpuffer (pH 7)
erfolgt eine Inkubation bei RT auf einem Laborschiittler auf niedriger Stufe {iber Nacht. Nach
Abschluss der Inkubation wird die Membran mit einer Pinzette aus der Schale genommen und
in eine saubere Petrischale umgesetzt. Es schlief8t sich eine 4 stiindige Trocknung bei Raum-
temperatur und eine weitere 4 stiindige Trocknung bei 37°C in einem Trockenschrank an. Um
unspezifische Bindungen herabzusetzen, erfolgt anschlieBend ein Blockierungsschritt. Dabei
wird die Membran mit 3 mL Gammaglobulinlésung (Rinderserum—Gammaglobulin, 10
mg/mL in 50 mM NaP-Puffer (pH 7)) benetzt. Die Probe wird drei Stunden bei 25°C inku-
biert; die iiberstehende Losung wird verworfen. Im Rahmen eines Waschschrittes werden 15
mL eines 50 mM Phosphatpuffers (pH 7) zugegeben und 15 Minuten geschiittelt. Dieser Vor-
gang wiederholt sich noch zweimal. Danach werden die Proben mit einer Pinzette aus den
Petrischalen entnommen, mit Kleenextiichern trockengetupft und in saubere Petrischalen um-
gesetzt. Die Trocknung erfolgt bei RT {iber Nacht. Die gebrauchsfertigen Membranen werden
mit Trocknungsmitteln in Siegelrandbeutel aus Alu-Verbundfolie verpackt und bei RT gela-
gert.

Probenvorbereitung
Fiir die Probenvorbereitung werden 500 pL eines mit verschiedenen BoNT/D-
Konzentrationen versetzten 28 mM GP-Puffers (pH 6,2) auf folgende Antikdrperkonzentrati-
onen eingestellt:
0,3 ng/mL monoklonaler Antikdrper (Maus)
0,2 pg/mL biotinylierter polyklonaler Antikdrper (Ziege)
Die dotierten Probenpuffer werden iiber Nacht (12 h) bei 37°C auf einem Uber-
kopfschiittler bei staindiger Drehbewegung auf niedrigster Stufe inkubiert.
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Optimale Testdurchfithrung

Unmittelbar vor der Flow-Trough-Testdurchfithrung werden die Flow-Through-
Membranproben mittels eines 28 mM GP-Puffers (pH 6,2) benetzt, in Filtrationsvorsitze ein-
gelegt und mit einer 1-ml-Spritze versehen (Abb. 3-9). Dann erfolgen mehrere Filtrations-
schritte in der unten angegebenen Reihenfolge. Der sich anschlieende Schritt erfolgt immer
erst dann, wenn die jeweilige Losung vollstidndig durchgelaufen ist. Die Durchtropfgeschwin-
digkeit betragt pro Minute ca. 100 pL. Es handelt sich um eine Filtration liber Schwerkraft.

e Waschen mit 750 pL eines 28 mM GP-Puffers (pH 6,2)

e Zugabe des mit Toxin dotierten Probenpuffers (500uL)

e 3 x Waschen mit jeweils 750 pL Caseinpuffer (pH 7,2)

e Zugabe von 500 pL einer HRP-konjugierten Streptavidinlosung

e 2 x Waschen mit jeweils 750 pL Caseinpuffer (pH 7,2)

e Waschen mit 750 pL dest. Wasser (sterilfiltriert)

e Zugabe von 500 uL. BM-Blue (Farbstoft)

e Stoppen und Waschen durch zweimalige Zugabe von 750 uL dest. Wasser

e nach dem letzten Waschschritt werden die Membranen aus dem Filtrationsvorsatz her-

ausgenommen und getrocknet. Die Ergebnisse sind visuell ablesbar.

7.2.2 Flow-Through-Test 2

Testherstellung
Die Testherstellung erfolgt entsprechend Kapitel 7.2.1.

Probenvorbereitung
Fiir die Probenvorbereitung werden 500 pL eines mit verschiedenen BoNT/D-
Konzentrationen versetzten 40 mM NaP-Puffers (pH 7,2) auf folgende Antikdrperkonzentra-
tionen eingestellt:
0,3 pg/mL monoklonaler Antikérper (Maus)
1,0 pg/mL goldkonjugierter polyklonaler Antikorper (Huhn)

Die dotierten Probenpuffer werden fiir 6 Stunden bei 37°C in einem Wasserbad inku-
biert.

Optimale Testdurchfithrung
Unmittelbar vor der Flow-Trough-Testdurchfiihrung werden die Membranproben mit-
tels eines 40 mM NaP-Puffers (pH 7,2) benetzt, in Filtrationsvorsitze eingelegt und mit einer

1-ml-Spritze versehen. Dann werden mehrere Filtrationsschritte in der unten angegebenen



8 ANHANG 132

Reihenfolge durchgefiihrt. Der sich anschlieBende Schritt erfolgt immer erst dann, wenn die
jeweilige Losung vollstindig durchgelaufen ist. Die Durchtropfgeschwindigkeit bei dieser
Filtration liber Schwerkraft betragt ca. 100 uL/Minute.

e Mit 750 puL eines 40 mM NaP-Puffers (pH 7,2) waschen

e Zugabe der dotierten Testproben (jeweils 500uL)

e 3 xmitjeweils 750 puL eines 40 mM NaP-Puffers (pH 7,2) waschen.

7.2.3 Flow-Through-Test 3

Testherstellung

Die Testherstellung erfolgt entsprechend Kapitel 7.2.1, mit der Ausnahme, dass als Be-
legungspuffer ein 50 mM PBS-Puffer (pH 7) verwendet wird, der 1 mg/mL Anti-Huhn-IgG
(Ziege) enthilt.

Probenvorbereitung
Fir die Probenvorbereitung werden 500 pL eines mit verschiedenen BoNT/D-
Konzentrationen versetzten 40 mM NaP-Puffers (pH 6,2) auf folgende Antikérperkonzentra-
tionen eingestellt:
2,0 ng/mL polyklonaler Antikoérper (Huhn)
0,3 ng/mL goldkonjugierter monoklonaler Antikdrper (Maus)

Die dotierten Probenpuffer werden fiir 6 Stunden bei 37°C in einem Wasserbad inku-

biert.

Optimale Testdurchfiithrung
Unmittelbar vor der Flow-Trough-Testdurchfiihrung werden die Membranproben mit-

tels eines GP-Puffers (28 mM, pH 6,2) benetzt, in Filtrationsvorsitze eingelegt und mit einer
1-ml-Spritze versehen. Dann werden die Filtrationsschritte in der unten angegebenen Reihen-
folge durchgefiihrt. Der sich anschlieBende Schritt erfolgt immer erst dann, wenn die jeweili-
ge Losung vollstindig durchgelaufen ist. Die Durchtropfgeschwindigkeit bei dieser Filtration
tiber Schwerkraft betrdgt ca. 50 uL/Minute.

e Mit 750 uL eines 40 mM NaP-Puffers (pH 6,2) waschen

e Zugabe der dotierten Testproben (jeweils 500uL)

e 3 x mitjeweils 750 puL eines 40 mM NaP-Puffers (pH 6,2) waschen.
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7.3 Ergebnisse des entwickelten Schwangerschaftstests

Ein Lateral-Flow-Schwangerschaftstest ist ein vergleichsweise kostengiinstiges Modell-
system zur Entwicklung eines Lateral-Flow-Tests. Es bietet als Referenzsystem ideale Mog-
lichkeiten, kostengiinstig grundlegende Erfahrungen mit dem Lateral-Flow-Testformat zu
sammeln. So besteht eine grofle Auswahlmdglichkeit an verschiedenen monoklonalen und
polyklonalen Anti-Alpha-hCG-Antikorpern und an ebenso vielen monoklonalen und polyklo-
nalen Anti-Beta-hCG-Antikorpern. Auch werden von verschiedensten Anbietern vollstindige
Produktionskits angeboten, die von der Membran iiber die Antikdrper bis hin zu dem Verpa-
ckungsmaterial der gebrauchsfertigen Teststreifen alles enthalten, was fiir die schnelle Ent-
wicklung eines funktionstiichtigen Tests benotigt wird. In der vorliegenden Arbeit wird ein

Schwangerschaftstest hauptséchlich aus drei Griinden aufgebaut:

e Fiir die Entwicklung einer optischen Auswertung soll ein reproduzierbarer Lateral-
Flow-Test verwendet werden, fiir dessen Entwicklung eine gro3e Auswahl an Anti-

korpern zur Verfligung steht.

e Erste Versuche der Testsignalverstirkung mittels Silberfixierung sollen anhand eines

kostengiinstigen Testformates erfolgen.

e Die Reproduzierbarkeit des Tests soll nicht zusitzlich durch eine Probenvorbereitung

beeinflusst werden.

7.3.1 Arbeitsvorschrift zur Herstellung von Schwangerschaftstests

Release-Pad-Vorbehandlung

Fiir die Behandlung von 20 Release-Pads (25 cm lang) wird 1 L eines Belegungspuffers
(0,6 Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20 in 100 mM NaP-Puffer (pH 8,0), 150 mM NacCl)
frisch angesetzt. Die unbehandelten Release-Pads werden zum Belegungspuffer zugegeben
und 4 h bei RT geschiittelt. Die Pads werden anschlieend auf einen Labortisch gelegt und bei
RT 2 h getrocknet. Danach folgt eine Trocknung bei 30°C fiir 30 Minuten im Trocken-
schrank. Die Release-Pads werden mit Trocknungsmitteln in Siegelrandbeutel aus Alu-

Verbundfolie verpackt und bis zum Gebrauch bei RT gelagert.

Linienapplikation:
Die Benutzung und Programmierung des BioDot-Dispensersystems (BioDot XYZ, Bio-
Dot Ltd., Hantington, England) mit vier separat aussteuerbaren BioJet Quanti 3000 Dispen-

sern erfolgen geméal zugehorigem Handbuch. Die Vorbereitung des Gerites, Beladung der



8 ANHANG 134

Pumpen, Steuerung der Pumpen und des Ap- Tab. 7-1 Linienapplikation

plikationsmodus sowie die Reinigung ist in

Dispensionsform Linie
der ,,Anleitung fiir den BioDot* beschrieben. » ]
(task”) (,,line*)
Es werden fiir die Applikation der Testlinie, : _
Einzeltropfchenvolumen 20,83 [nl]
und der Kontrolllinie die in Tab. 7-1 angege- (. drop"
.drop*)
benel’l Elnstellungen benutZt. Vorschubgeschwindigkeit 50 [mm/s]
(,,speed”)
Fiir die Testlinie wird die Applikation Beschleunigung 1000 [mmy/s’]
mit einer  Anti-Alpha-hCG-Proteinlosung (-A4CCT
. Auftragsmenge 0,87 [uL/
(Maus-IgG, 1 mg/mL in 10 mM NaP-Puffer (. rate”) [nL/cm]
pH (8,0), 150 mM NaCl) durchgefiihrt. Die  Tiicqiange 200 [mm]
Testlinie wird in einem Abstand von (,,length*)
1,0 cm von der Unterkante der Membran auf- Abstand der 0,24 [mm)]
getragen. Die Applikation der Kontrolllinie ?inzeltrépfc}len (-pitch”)
erfolgt 0,7 cm oberhalb der Testlinie mit einer Offnungszeit des 0,20 [ms]
. L . Dosierventils (,,on time*)
Anti-Maus-IgG Proteinlosung (Ziege)

(1 mg/mL in 0,15 M NaCl). UnregelmiBige

Linienerscheinungen, die auf das Applikationssystem zuriickzufiihren sind (Spritzer auf der
Membran, Tropfenbildung an dem Piezo-Ventil, etc.) werden markiert und spéter herausge-
schnitten. AnschlieBend wird eine Trocknung fiir 30 Minuten der Membranproben bei
40 °C im Trockenschrank vorgenommen. Die Membranen werden danach mit Trocknungs-

mitteln in Siegelrandbeutel aus Alu-Verbundfolie verpackt und bei RT gelagert.

Herstellung von Teststreifen

Die vorbereiteten Membranproben und Release-Pads werden nun auf einer G&L Un-
terstlitzung zusammengefiigt. Eine Seite der G&L—Karte ist mit Klebstoff vorbehandelt. Da-
bei ist darauf zu achten, dass das Release-Pad den Membranstreifen um 1-2 mm iiberlappt,
damit spéter der Probenfluss von dem Release-Pad zur Membran gewéhrleistet ist. Im letzten
Schritt wird das Absorbent-Pad im oberen Drittel der Karte so aufgeklebt, dass auch hier das
Absorbent-Pad ca. 1-2 mm die Membran tiberlappt. Die so préparierten Dipstick-Karten wer-
den nun mittels einer Schlagschere in 0,5 x 7,5 cm groBe Streifen geschnitten. Die gebrauchs-
fertigen Teststreifen werden mit Trocknungsmitteln in Siegelrandbeutel aus Alu-Verbundfolie

verpackt und bis zum Gebrauch bei RT gelagert.

Testdurchfithrung
Mittels einer 0-10 pL Eppendorf-Pipette werden 2,2 pL einer Anti-Beta-hCG-
Goldkonjugatlosung (OD 10) auf das Release-Pad eines gebrauchsfertigen Teststreifens gege-
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ben. Dieses entspricht einem Auftragevolumen von 4,8 uL/cm. Es folgt eine Trocknung fiir
20 Minuten bei RT. 200 pL der jeweiligen hCG-Testkonzentration (mit verschiedenen hCG-
Konzentrationen dotierter interner Probenpuffer der Sartorius AG, pH 8,0) werden in eine
Kammer einer Polystyrol-Mikrotest-Platte gegeben. Die trockenen Teststreifen werden mit
dem Sample-Pad voran in die gefiillte Kammer gestellt. Das laterale Benetzungsverhalten, die
Zeit bis zur vollstindigen Entfairbung der Membran und die resultierenden Signalintensitéten
der jeweiligen hCG-Konzentration werden visuell bewertet und notiert. Nach insgesamt fiinf
Minuten werden die Dipstickstreifen aus den Kammern der Polystyrol-Mikrotest-Platte he-
rausgenommen und bei RT gelagert. Eine halbe Stunde nach der Testdurchfiihrung wird die

Signalstabilitdt tiberpriift.

7.3.2 Optische Auswertung von Lateral-Flow-Assays

Die Herstellung und Testdurchfithrung des zur optischen Auswertung verwendeten
Schwangerschaftstest ist in dem vorangegangenen Kapitel 7.3.1 beschrieben. Nach der Appli-
kation der Testlosung ist das Testsignal bei allen positiven Proben innerhalb von 2 Minuten
erkennbar. Die durch den goldkonjugierten Antikdrper bedingte rote Verfiarbung der diagnos-
tischen Membran ist innerhalb von 6 Minuten nicht mehr vorhanden. Das Testsignal ist fiir
den Laien nach ca. 6 Minuten ablesbar. 30 Minuten nach der Probenapplikation sind die Sig-
nalintensititen der Testlinien stabil und unverdndert. Bei dem Testverlauf treten keine Benet-
zungsprobleme der Test- oder Kontrolllinie auf. Sdmtliches auf dem Release-Pad enthaltendes

Goldkonjugat wird wihrend der Testdurchfiihrung wieder ausgewaschen.

O mIU/mL

Absorbent-Pad Release—Pad\
15 mIU/mL

Kontrolllinie

25 mlU/mL

Testlinie <

100 mIU/mL

Abb. 7-1: Ergebnisse eines in der vorliegenden Arbeit entwickelten Schwangerschaftstests. Die Abbildung

zeigt den Einfluss verschiedener Analytkonzentrationen auf die Signalintensitéit der Testlinie.
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Die in Abb. 7-1 dargestellten Ergebnisse einer Membran Unisart CN 90 (Sartorius
AQ) zeigen, dass die fiir eine Produktreife geforderte Testsensitivitit von 25 mIU/mL erreicht
wird (vgl. Kapitel 3.1.4). Ein falsch-positives Signal tritt nicht auf. In dem betrachteten Kon-
zentrationsbereich korrelieren die Signalintensitdten der Testlinien mit der getesteten hCG-

Konzentration.

Im Folgenden sollen die Ergebnisse einer optischen Auswertung zweier hCG-
Konzentrationen durch ein Matest-System nédher betrachtet werden. Die in Abb. 7-2 darge-
stellten Auswertungsfenster beinhalten eine Abbildung des analysierten Teststreifens und ei-
nen Graphen mit dem densitometrischen Profil (entlang der X-Achse). Deutlich sind die
Peaks der Test- und Kontrolllinie zu erkennen, deren Fliche der jeweiligen Gesamtlinienin-
tensitdt der Test- bzw. Kontrolllinie entsprechen. Der Intensititsunterschied der Testlinie der
Probe mit 15 mIU/mL im Vergleich zu der Probe mit 25 mIU/mL ist durch die unterschiedli-
chen Peakflachen deutlich zu erkennen. Damit entsprechen die Auswertungsergebnisse den
visuell gewonnenen Eindriicken. Betrachtet man in Abb. 7-2 die Peakbreiten, so fillt auf, dass
mit zunehmender Analytkonzentration neben der Signalintensitit auch die Linienbreiten zu-
nehmen. Bei einer Analytkonzentration von 15 mIU/mL betridgt die Linienbreite 1,14 mm,

wohingegen bei einer Konzentration von 25 mIU/mL eine Linienbreite von 1,56 mm vorliegt.

Control g - Cortrol

SR/ AN L | [

Mesurement Data Mesurement Data

A) 15 mIU/mL hCG B) 25 mIU/mL hCG

Abb. 7-2: Zwei Ergebnisfenster des Matest-Auswertungssystems zur Analyse von Lateral-Flow-Assays. Im
oberen Bildteil des jeweiligen Ergebnisfensters ist der analysierte Teststreifen dargestellt, dessen Densi-
togramm im unteren Teil des Ergebnisfensters gezeigt wird. In Bild A) ist das Ergebnis eines Teststreifens
dargestellt, der mit einer hCG-Konzentration von 15 mIU/mL getestet wurde. In Abbildung B) ist das Er-
gebnis einer hCG-Konzentration von 25 mIU/mL abgebildet.

In der vorliegenden Arbeit wird ein vergleichsweise flexibleres und anpassungsfahige-

res Auswertungssystem als das Matest-System verwendet, das insbesondere eine gleichmafi-
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ge und reproduzierbare Beleuchtung der Teststreifen garantieren soll. Dazu wird eine dhnliche
Kombination aus einem Bildauswertungsprogramm und einem digitalem Aufnahmegerit
verwendet, wie sie von Stliickmann (2002) beschrieben wird. Stiickmann (2002) beschreibt
eine optische Auswertung, bei der ein immer gleich groBer Bildausschnitt (6,57 mm?) aus
dem Bereich der Testlinie ausgewertet wird. Von diesem Testlinienausschnitt wird zunichst
der mittlere Gesamtgrauwert bestimmt, um anschlieBend den mittleren Grauwert eines Refe-
renzbereiches abziehen zu konnen. In der vorliegenden Arbeit wird eine Kombination aus ei-
nem Scanner (Perfection 1240U, Epson) und einem an die verwendeten Teststreifen ange-
passte Version des von Stiickmann beschriebenen Optimas 6.5%-Makros (Media Cybernetics,
Inc., Silver Spring, USA, Kapitel 7.9) verwendet. Die Ergebnisse dieser in Kapitel 7.3.3 dar-
gestellten Auswertung sind in Abb. 7-3 zusammengefasst. Niedrige Analytkonzentrationen
resultieren in geringeren Testlinienintensititen, wohingegen hohe Analytkonzentrationen zu

hohen Testlinienintensititen fiihren.

34900 + o

29900 -

24900

19900 -

14900 L

9900 -

Intensitit [rel. Einheit/mmz]

4900 -

-100 ®—0— ‘ ‘ — ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ — ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

hCG Konzentration [mIU/mL]

Abb. 7-3: Ergebnisse der optischen Auswertung einer hCG-Konzentrationsreihe mittels des in der vorlie-
genden Arbeit entwickelten Auswertungssystems. Dargestellt ist die Abhiingigkeit der durchschnittlichen
Testlinienintensitit [rel. Einheit/mm?2] eines Lateral-Flow-Schwangerschaftstests von der hCG-

Konzentration.
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Der resultierende Gesamtverlauf der Kalibrationskurve ist ein polynomischer, wie es
fiir einen nicht-kompetitiven Immunoassay entsprechend der Literatur zu erwarten ist [Price,
Newman, 1991; Wild 1994]. In bestimmten Konzentrationsbereichen kann in dem Graphen
eine nahezu lineare Abhingigkeit der Signalintensitit von der Analytkonzentration erkannt
werden. Abhdngig vom Testverfahren und -system sind in der Literatur zusitzlich andere Sig-
nalintensititsabhidngigkeiten (z.B. hyperbolische) beschrieben. Die Abhingigkeit der Testli-
nienintensitdt von der Analytkonzentration ist vor allem von den Eigenschaften der Immunre-
aktion (Reaktionsmechanismen, Kinetik etc.) abhingig [Price, Newman, 1991; Wild 1994].
Durch Mehrfachmessungen derselben Aufnahmen wurde ein mittlerer relativer Fehler dieses

Auswertungsverfahrens von weniger als 3% bezogen auf die Intensitidtswerte ermittelt.

7.3.3 Arbeitsvorschrift zur optischen Auswertung von LFD

Fiir eine optische Auswertung werden die auszuwertenden Teststreifen mittels eines
Scanners (Perfection 1240U, Epson) mit einer Auflosung von 720 dpi und einer Farbtiefe von
8 bit (Graustufen) eingescannt. Zur Auswertung der digitalen Aufnahmen wird das Bildaus-
wertungsprogramm Optimas 6.5° (Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, USA) verwendet.
Das Programm bietet verschiedenste Filter und Routinen zur Bearbeitung und Auswertung
digitaler Bilder bis zu einer Farbtiefe von 24 bit. Eine systemeigene Programmiersprache er-
moglicht die Verkniipfung und Optimierung von Auswertungsroutinen zur halbautomatischen
Bildauswertung. Fiir die Auswertung der Testlinienintensitit wird das von Stiickmann (2002)

entwickelte und an die aktuellen Teststreifen angepasste Makro verwendet (Kapitel 7.9).

7.3.4 Silberfixierung als Methode der Signalverstirkung

Verschiedenste Mdoglichkeiten zur Signalverstirkung bzw. Sensitivititserhhung von
Lateral-Flow-Assays sind in der Literatur beschrieben worden (vgl. Kapitel 3.1). Fiir die vor-
liegende Arbeit bietet sich eine Signalverstarkung mittels Silberfixierung an, da hierfiir keine

speziellen Labelreagenzien bzw. Auslesegerite bendtigt werden.

Mit dieser indirekten Signalverstdrkungsmethode werden Nachweisgrenzen im pg/mL
erreichbar [Chandler, 1996; Shyu et al., 2002]. Der Einfluss der Silberfixierung auf die Sig-
nalintensitit wird im Folgenden anhand eines Schwangerschaftstests iiberpriift. Die Herstel-
lung und Durchfiihrung eines Schwangerschaftstests erfolgt entsprechend Kapitel 7.3.1. In
Abb. 7-4 ist das Ergebnis eines Schwangerschaftstests ohne Silberfixierung abgebildet, dessen

Sensitivitdt 10 mIU/mL betrdgt. 5 mIU/mL fiihren zu keinem positiven Signal, womit das An-
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forderungsprofil beziiglich der Sensitivitét erfiillt wird. Die Linienintensititen der Testlinien

korrelieren gut mit den getesteten Analytkonzentrationen.

St )] b
2 + . . e e S ‘: Kontrolllinie
=== S et e o e ————————F

| Testlinie
25mIU/mL 10 mIU/mL 1 mIU/mL 0 miU/m

5mlU/mL] mlU/mL 0,1mIU/

Abb. 7-4: Ergebnisse eines Schwangerschaftstests. Die Abbildung zeigt den Einfluss verschiedener hCG-
Konzentrationen auf die Signalintensitit der Testlinie. Der hier abgebildete Test hat eine Sensitivitit von
10 mIU/mL.

In einem ersten Ansatz wird nun versucht, die Signalintensitit des Schwangerschaftstests
mittels einer Silberfixierung zu erh6hen. Zunéchst wird die Silberfixierung in einem separaten
Schritt durchgefiihrt. Als Silberfixierungsreagenzien wird ein Silberverstarkungskit (British
Biocell International Ltd., SELK15) verwendet, welches aus einer Silbersalzlosung und einem
Entwickler besteht. Zunédchst wird ein Schwangerschaftstest entsprechend Kapitel 7.3.1
durchgefiihrt. Sieben Minuten nach der Applikation der Testlosung wird der Teststreifen aus
der Probenlosung herausgenommen, das Release-Pad erneuert und in 100 pL einer 1:1 Mi-
schung einer Silbersalzlosung und eines Entwicklers (British Biocell International Ltd.,
SELK15) gestellt. Der Teststreifen wird nach verschiedenen Einwirkungszeiten wieder aus
der Losung herausgenommen und eine Minute mittels eines Fons getrocknet. Zur Ermittlung
des Verstarkungsfaktors und des Einflusses der Einwirkungszeit der Silberfixierungslosung
(1:1 Mischung der Verstirker- und Entwicklerlosung) wird eine optische Auswertung durch-
gefiihrt (siche Kapitel 7.3.3).

Deutlich ist in Abb. 7-5 zu erkennen, dass eine Variation der Einwirkungszeit der Silber-
fixierungslosung einen signifikanten Einfluss auf die resultierenden Signalintensititen hat.
Die optimalen Bedingungen in der vorliegenden Versuchsreihe werden mit einer Einwir-
kungszeit von 2 Minuten erreicht. Hier kann eine durchschnittliche Signalverstirkung um ei-
nen Faktor von 5 im Vergleich zu der unbehandelten Probe verzeichnet werden. Eine Herab-
setzung der Einwirkungszeit auf 1,5 bzw. 1 Minute fiihrt zu keinen bzw. nur sehr geringen
Verstarkungseffekten. Eine Erhohung der Einwirkungszeit auf 2,5 bzw. 3 Minuten bewirkt

das Auftreten von falsch-positiven Signalen.
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Abb. 7-5: Verstiarkung der Testintensitiit eines Schwangerschaftstests mittels einer Silberfixierung. Bei je-
der der hier dargestellten Testreihen handelt es sich um mit verschiedenen hCG-Konzentrationen getestete
Schwangerschaftstests, deren Signalintensitit mittels einer Silberfixierungslosung mit verschiedenen Ein-

wirkzeiten nachbehandelt werden.

Die Ergebnisse einer Silberverstirkung mit einer Einwirkzeit von 2 Minuten werden in
der folgenden Abb. 7-6 dargestellt. Deutlich sind die positiven Testergebnisse bei einer Kon-
zentration von 5 mIU/mL und 1 mIU/mL zu erkennen; auch treten hier keine falsch-positiven

Signale auf.

100 mIU/mL 25mlU/mL 10 mlU/mL 1 miU/mL 0 mlU/mL
50 mlU/mL 15mIU/mL 5miU/mL 0,1mIU/mL

Abb. 7-6: Ergebnisse eines Schwangerschaftstests dessen Signalintensitit mittels einer Silberverstirkung
erhoht werden. Im Vergleich zu Abb. 7-4 zeigt dieser Test mit einer Einwirkzeit des Silberverstirkungsre-

agenzes von 2 Minuten eine Sensitivitit von 1 mIU/mL.
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Nach diesen Ergebnissen soll nun versucht werden, die Silberfixierung nicht in einem se-
paraten Schritt durchzufiihren, sondern in dem Test zu integrieren. Die fiir die Silberfixierung

bendtigten Reagenzien sind auch im getrockneten Zustand stabil. Daher bietet es sich

entsprechend dem Ansatz von Chandler (1996) an, diese Rea- |7
‘ /bsorbent-Pad

genzien in einem Lateral-Flow-Test zu integrieren. Es miissen
keine zusitzlichen Applikationsschritte durchgefiihrt werden.

In Abb. 7-7 ist ein solches Testformat schematisch abgebildet.

) ) ) ) C s . ) f=¢ Kontrolllinie (K)‘
Als Silberfixierungsreagenzien wird ein Silberverstarkungskit 1
(British Biocell International Ltd., SELK15) verwendet, wel-
ches aus einer Silbersalzlosung und einem Entwickler besteht. u Testlinie (T) ‘

Vor Testbeginn werden sowohl der Entwickler, als auch die
Silbersalzlosung 1:1 mit einer wissrigen Gelatineldsung (20g/L
Gelatine in Wasser dest.) verdiinnt. Die Gelatine fiihrt wahrend

der Lateral-Flow-Testdurchfiihrung zu einer zeitverzogerten Conjugate-Pad

Freisetzung der Silberfixierungsreagenzien. Eine Interaktion
. . o~ . . 1 Silbersalz-Pad

mit den goldkonjugierten Antikorpern soll damit moglichst

verhindert werden. Die Herstellung eines Schwangerschafts- Samplc-Pad

tests mit integrierter Silberfixierung erfolgt entsprechend Kapi-

tel 7.3.1 mit der Ausnahme, dass zusétzlich ein Silbersalz-Pad

hergestellt wird. Die Préparation des Silbersalz-Pads erfolgt Abb. 7-7:  Lateral-Flow-
durch die Applikation von 7 pL/cm der mit Gelatinelosung Test mit integrierter
verdiinnten Silbersalzlosung auf ein vorbehandeltes Release- Signalverstirkung.
Pad. Die so priparierten Pads werden 30 Minuten bei RT

getrocknet.  AnschlieBend werden die Silbersalz-Pads

entsprechend Abb. 7-7 mit den anderen Testkomponenten kombiniert und auf eine G&L-
Unterstiitzung geklebt. Mittels einer 0-10 uL. Eppendorf-Pipette werden 2,2 pL einer Anti-
Beta-hCG-Goldkonjugatlosung (OD 10) auf das Release-Pad eines gebrauchsfertigen Test-
streifens gegeben. Dieses entspricht einem Auftragevolumen von 4,8 pL/cm. Es folgt eine
Trocknung fiir 20 Minuten bei RT. 200 pL der jeweiligen hCG-Testkonzentration (mit ver-
schiedenen hCG-Konzentrationen dotierter interner Probenpuffer der Sartorius AG, pH 8,0)
werden in eine Kammer einer Polystyrol-Mikrotest-Platte gegeben. Die trockenen Teststreifen
werden mit dem Sample-Pad voran in die gefiillte Kammer gestellt. Die Ergebnisse sind in
Abb. 7-8 dargestellt. Auffillig ist, dass unabhingig von der hCG-Konzentration alle Teststrei-
fen die gleiche Signalintensitdt aufweisen, womit ein falsch-positives Signal beobachtet wird.

Diese unspezifischen Testergebnisse konnen auf eine Interaktion der Silbersalze mit dem

goldkonjugierten Antikorper zuriickgefiihrt werden. Auch eine zeitverzogerte Freisetzung des
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Silbersalzes konnte diese Interaktion nicht unterbinden. Eine Integration der Silberfixierung in

den Schwangerschaftstest ist folglich nicht moglich.

O0mITmL

152 mITTmL

Ionhroll-

lmie 25 mITimL

S0 mITTmL
Testlime

Abb. 7-8: Ergebnisse eines Schwangerschaftstests bei dem die Reagenzien zur Silberverstirkung im Late-

ral-Flow-Test integriert sind. Das Resultat sind falsch-positive Testsignale.

In den folgenden Versuchen wird aufgrund dieser Ergebnisse die Silberfixierung in-
nerhalb eines separaten Schrittes durchgefiihrt. Dadurch wird die spezifische immunologische
Reaktion des goldkonjugierten Antikorpers durch die Anwesenheit der Silberfixierungsrea-

genzien nicht gestort.

7.3.5 Zusammenfassung

e Unter Verwendung eines Schwangerschaftstests als Referenzsystem kann eine opti-
sche Auswertung standardisiert und etabliert werden. Durch Mehrfachmessungen der-
selben Aufnahmen wird ein mittlerer relativer Fehler dieses Auswertungsverfahrens
von 2% ermittelt. Fiir das gesamte Testsystem (Teststreifen und Auswertungsverfah-
ren) kann auf Basis von 10 parallel durchgefiihrten Tests ein mittlerer relativer Fehler

von 3 % festgestellt werden.

e Das entwickelte Testformat mit integrierter Silberverstarkung fiihrt zu unspezifischen
Interaktionen zwischen dem Goldkonjugat und dem geldsten Silbersalz, so dass un-

spezifische falsch-positive Signale auftreten.

e FEine Silberfixierung in einem separaten Schritt fithrt hingegen zu reproduzierbaren
Ergebnissen. Die Signalintensititen konnen mit diesem Testformat reproduzierbar um

einen Faktor von ca. 5 verstarkt werden.
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7.4 Arbeitsvorschriften der entwickelten BoNT/D-Lateral-Flow-Assays

7.4.1 "Klassischer' Lateral-Flow-Assay (ohne Probenvorbereitung)

Linienapplikation

Die Test- und Kontrolllinie werden mittels eines BioDot-Dispensersystems (BioDot
XYZ, BioDot Ltd., Hantington, England) mit vier separat aussteuerbaren BioJet Quanti 3000
Dispensern appliziert. Der Linienauftrag der Testlinie erfolgt in einem Abstand von 1,0 cm

von der Unterkante einer 2,5 cm breiten und 30 cm langen Diagnostikmembran. 0,7 cm

oberhalb dieser Testlinie wird die Kontrollli-

Tab. 7-2: Linienapplikation

nie aufgetragen. Der Applikationspuffer ist in Tropfchenvolumen (, drop”) | 20,83 [nl]
allen in Tab. 3-5 angefiihrten Kombinations- Vorschubgeschw. — (,speed”) | 50 [mm/s]
v 1 . . Auftragsmenge (,rate”) 0,87 [uL/cm]
moglichkeiten ein 20 mM PBS-Puffer . ,
Offnungszeit (,,on time*) | 0,20 [ms]

(pH 8,0). Die  Konzentration des
Kontrolllinienantikdrpers und des Testlinienantikdrpers betrdgt jeweils 1mg/mL. Alle Einstel-
lungen des BioDot-Dispensers konnen der Tab. 7-1 entnommen werden. Die Membranproben
werden anschlieBend 30 Minuten bei 40 °C im Trockenschrank getrocknet. Die Membranen
werden nach der Linienapplikation mit Trocknungsmitteln in Siegelrandbeutel aus Alu-

Verbundfolie verpackt und bis zum Gebrauch bei RT gelagert.

Release-Pad-Vorbehandlung/ Teststreifenherstellung/ Testdurchfiihrung
Mit diesem Testformat gelingt kein BoNT/D-Nachweis; es konnen keine optimalen
gefunden werden. Die untersuchten sind in

Bedingungen Reaktionsparameter

Kapitel 3.1.5 dargestellt.

7.4.2 Lateral-Flow-Assay 1 (mit separater Probenvorbereitung)

Linienapplikation

Die Vorbereitung der Linienapplikation Tab. 7-3: Einstellungen der Linienapplikation

mit dem BioDot-Dispensersystem erfolgt ent- | Dispensionsform (,zask) | Linie
sprechend der Vorschrift in Kapitel 7.3.1. Es | Volumen (, drop”) 20,83 [nl]
werden sowohl fiir die Applikation der Testli- | Yorschubgeschw. (,speed”) | 50 [mmys]
nie, als auch der Kontrolllinie die in Tab. 7-3 Auftragsmenge (, rate”) 0.87 [pL/cm]
angegebenen Einstellungen benutzt. Linienldnge (. fength) 200 [mm]
Abstand (,, pitch*) 0,24 [mm)]
. . Offnungszeit (, on time*) 0,20 [ms]
Der Auftrag der Testlinie erfolgt mit

einer Anti-Maus-IgG Proteinldosung (Anti-
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Maus-IgG (Ziege), 1 mg/mL in 20 mM PBS-Puffer, pH 8,0) auf eine Unisart CN 200. Die
Applikation der Kontrolllinie erfolgt mit einer Anti-Huhn-IgY Proteinlosung (Anti-Huhn-IgY
(Ziege), 2 mg/mL applikationsfertige Losung). Die Applikationshéhe der Testlinie betragt 1,5
cm von der Unterkante der Membran. 0,5 cm oberhalb dieser Testlinie wird die Kontrolllinie
aufgetragen. Die Membranproben werden anschlieend 30 Minuten bei 40°C im Trocken-
schrank getrocknet. Die Membranen werden mit Trocknungsmitteln in Siegelrandbeutel aus

Alu-Verbundfolie verpackt und bis zum Gebrauch bei RT gelagert.

Teststreifenherstellung

Fiir die Behandlung von 20 Release-Pads (25 cm lang) wird 1 L eines 40 mM NaP-
Puffers (pH 7,2) frisch angesetzt, der zusétzlich 0,6 Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20 und
5 Gew. -% Saccharose enthilt. Die unbehandelten Release-Pads werden in dem Belegungs-
puffer eingelegt und 4 h bei RT geschiittelt. Die Pads werden anschlieBend auf einen Labor-
tisch gelegt und bei Raumtemperatur zwei Stunden getrocknet; es schlieBt sich eine Trock-
nung bei 30°C fiir 30 Minuten im Trockenschrank an. Die praparierten Membranproben, Ab-
sorbent-Pads und Release-Pads werden auf einer G&L Unterstiitzung zusammengefiigt. Diese
Dipstick-Karten werden nun mittels einer Schlagschere in 0,5 x 7,5 cm grof3e Streifen ge-
schnitten. Die Teststreifen werden mit Trocknungsmitteln in Siegelrandbeutel aus Alu-

Verbundfolie verpackt und bis zum Gebrauch bei RT gelagert.

Optimale Testdurchfithrung

Fiir die Probenvorbereitung wird ein 40 mM NaP-Puffer (0,8 mg/mL BSA, pH 7,2)
mit verschiedenen BoNT/D-Konzentrationen dotiert. Jeder Probenlosung werden danach der
monoklonale Antikérper (Maus) und der goldkonjugierte polyklonale Antikérper (Huhn) zu-
gegeben. Die Konzentrationen im Probenpuffer betragen 0,3 pg/mL im Falle des monoklona-
len Antikdrpers (Maus) und 1,2 pg/mL im Falle des goldkonjugierten polyklonalen Antikor-
pers (Huhn). Die Proben werden im Wasserbad bei 37°C fiir 4 Stunden inkubiert. 200 pL des
jeweiligen Probenpuffers werden in eine Kammer einer Polystyrol-Mikrotest-Platte gegeben
und die gebrauchsfertigen Teststreifen hineingestellt. Als diagnostische Membran dient die
Unisart CN 200. Nach 20 Minuten werden die Teststreifen aus der Probenlésung genommen

und visuell begutachtet.

Silberfixierung

Es schlieft sich ein Waschschritt mit 70 pL eines 40 mM NaP-Puffers (pH 7,2) an. 10
Minuten nach der Applikation des Waschpuffers wird das Release-Pad des Lateral-Flow-
Tests abgeschnitten und in 100 pL einer Silberfixierungslosung gestellt. Die Silberfixierungs-

16sung besteht aus einer 1:2 Mischung einer Silbersalzlosung und einer Entwicklerlosung
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(Silberverstarkungskit SELK15, British Biocell International Ltd.). Nach 2 Minuten werden
die Teststreifen aus der Entwicklerlosung genommen, eine Minute mittels eines Fons ge-

trocknet und anschlieBend visuell begutachtet.

7.4.3 Lateral-Flow-Assay 2 (mit separater Probenvorbereitung)

Linienapplikation

Die Testlinien aller in diesem Kapitel verwendeten Lateral-Flow-Assays werden mit ei-
ner Anti-Huhn-IgY-Proteinlosung (Anti-Huhn-IgY (Ziege), 2 mg/mL, gebrauchsfertige Lo-
sung) aufgetragen. Die Applikation der Kontrolllinie erfolgt mit einer Anti-Maus-IgG-
Proteinlosung (Anti-Maus-I1gG (Ziege), 1 mg/mL, 20 mM NaP-Puffer (pH 8,0), 150 mM
NaCl). Die Applikationshohe der Testlinie betrdgt 1,5 cm von der Unterkante der Membran
und 0,5 cm oberhalb dieser Testlinie wird die Kontrolllinie aufgetragen. Die verwendeten Pa-
rameter bei der Linienapplikation entsprechen denen in Kapitel 7.3.1. Als diagnostische
Membran dient die Unisart CN 11301.

Teststreifenherstellung

Fiir die Behandlung von 20 Release-Pads (25 cm lang) wird 1 L eines 40 mM NaP-
Puffers (0,6 Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20, 5 Gew. -% Saccharose, pH 7,2) frisch an-
gesetzt. Die unbehandelten Release-Pads werden in dem Belegungspuffer eingelegt und 4 h
bei RT geschiittelt. Die Pads werden anschlieend auf einen Labortisch gelegt und bei Raum-
temperatur zwei Stunden getrocknet; es schliet sich eine Trocknung bei 30°C fiir 30 Minuten
im Trockenschrank an. Die priparierten Membranproben, Absorbent-Pads und Release-Pads
werden auf einer G&L Unterstiitzung zusammengefiigt. Diese Dipstick-Karten werden nun
mittels einer Schlagschere in 0,5 x 7,5 cm grof3e Streifen geschnitten. Die Teststreifen werden
mit Trocknungsmitteln in Siegelrandbeutel aus Alu-Verbundfolie verpackt und bis zum
Gebrauch bei RT gelagert.

Optimale Testdurchfithrung

Fiir die Probenvorbereitung wird ein 28 mM GP-Puffer (pH 6,2) mit verschiedenen
BoNT/D-Konzentrationen dotiert. Jeder Probenlosung werden danach der polyklonale Anti-
korper (Huhn) und der goldkonjugierte monoklonale Antikdrper (Maus) zugegeben. Die Kon-
zentrationen im Probenpuffer betragen 2,00 pg/mL im Falle des polyklonalen Antikérpers
(Huhn) und 0,35 pg/mL im Falle des goldkonjugierten monoklonalen Antikorpers (Maus).
Die Proben werden im Wasserbad bei 37°C fiir 3 Stunden inkubiert. 50 pL des jeweiligen
Probenpuffers werden in eine Kammer einer Polystyrol-Mikrotest-Platte gegeben und die

gebrauchsfertigen Teststreifen hineingestellt. Nach ca. 10 Minuten ist das Ergebnis erkennbar.
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7.4.4 Lateral-Flow-Assay 3 (mit separater Probenvorbereitung)

Linienapplikation

Die Applikation der Testlinie erfolgt mit einer Streptavidinlésung (20 mM PBS-
Puffer, 2 mg/mL Streptavidin, pH 8,0). Die Applikationshdhe der Testlinie betrdgt 1,5 cm von
der Unterkante der Membran. 0,5 cm oberhalb dieser Testlinie wird die Kontrolllinie mit einer
Anti-Maus-IgG Proteinlosung (20 mM PBS-Puffer, 1 mg/mL Anti-Maus-IgG (Ziege), pH
8,0) aufgetragen. Die verwendeten Parameter bei der Linienapplikation entsprechen denen in
Kapitel 7.3.1. Als diagnostische Membran dient die Unisart CN 11301.

Teststreifenherstellung

Fiir die Behandlung von 20 Release-Pads (25 cm lang) wird 1 L eines 40 mM NaP-
Puffers (0,6 Gew.-% BSA, 0,4 Gew.-% Tween 20, 5 Gew. -% Saccharose, pH 7,2) frisch an-
gesetzt. Die unbehandelten Release-Pads werden in dem Belegungspuffer eingelegt und 4 h
bei RT geschiittelt. Die Pads werden anschlieBend auf einen Labortisch gelegt und bei Raum-
temperatur zwei Stunden getrocknet; es schliet sich eine Trocknung bei 30°C fiir 30 Minuten
im Trockenschrank an. Die préparierten Membranproben, Absorbent-Pads und Release-Pads
werden auf einer G&L Unterstlitzung zusammengefiigt. Diese Dipstick-Karten werden nun
mittels einer Schlagschere in 0,5 x 7,5 cm grof3e Streifen geschnitten. Die Teststreifen werden
mit Trocknungsmitteln in Siegelrandbeutel aus Alu-Verbundfolie verpackt und bis zum
Gebrauch bei RT gelagert.

Optimale Testdurchfiithrung

Fiir die Probenvorbereitung wird ein 28 mM GP-Puffer (pH 6,2) mit verschiedenen
BoNT/D-Konzentrationen dotiert. Jeder Probenlosung werden danach der biotinylierte po-
lyklonale Antikorper und der goldkonjugierte monoklonale Antikorper zugegeben. Die Kon-
zentrationen im Probenpuffer betragen 0,30 pg/mL im Falle des biotinylierten polyklonalen
Antikorpers und 0,35 pg/mL im Falle des goldkonjugierten monoklonalen Antikorpers
(Maus). Die Proben werden im Wasserbad bei 37°C fiir 12 Stunden inkubiert. 100 pL des je-
weiligen Probenpuffers werden in eine Kammer einer Polystyrol-Mikrotest-Platte gegeben
und die gebrauchsfertigen Teststreifen hineingestellt. Nach ca. 12 Minuten ist das Ergebnis

erkennbar.

7.4.5 Lateral-Flow-Assay 4 (mit separater Probenvorbereitung)

Linienapplikation
Die Vorbereitung und verwendeten Parameter der Linienapplikation mit dem BioDot-

Dispensersystem erfolgt entsprechend der Vorschrift in Kapitel 7.3.1. Die Testlinie wird mit
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einer 2 mg/mL Streptavidinlésung (20 mM NaP-Puffer (pH 8,0), 150 mM NaCl) appliziert.
Die Applikationshohe der Testlinie betrdgt 1,5 cm von der Unterkante der Membran. 0,5 cm
oberhalb dieser Testlinie wird die Kontrolllinie aufgetragen. Die Applikation der Kontrolllinie
erfolgt mit einer 2 mg/mL Anti-Huhn-IgY Proteinlésung (Anti-Huhn-IgY (Ziege), applikati-

onsfertige Losung).

Release-Pad-Vorbehandlung/ Teststreifenherstellung/ Testdurchfiihrung
Mit diesem Testformat gelingt kein BoNT/D-Nachweis, es kdnnen keine optimalen
Bedingungen gefunden werden. Die untersuchten Reaktionsparameter sind in

Kapitel 4.4 dargestellt.

7.5 Verwendete Chemikalien

Dank der freundlichen Unterstiitzung des Instituts fiir angewandte Biotechnologie in
den Tropen (an der Universitit Gottingen) standen flir die Entwicklung eines BoNT/D-

Lateral-Flow-Tests folgende Antigene und Toxinantikérper zur Verfiigung:

Monoklonaler BoNT/D-Antikorper (Maus) (monoklonaler Antikdrper (Maus)) gegen de-

terminante Gruppen der S-Kette gerichtet.

Polyklonaler BoNT/D-Antikérper (Huhn) (polyklonaler Antikdrper (Huhn)) gegen deter-
minante Gruppen der S- und L-Kette gerichtet.

Biotinylierter polyklonaler BoNT/D-Antikorper (Ziege) (biotinylierter polyklonaler Anti-
korper (Ziege)) gegen determinante Gruppen der S- und L-Kette gerichtet.

Botulinum-Neurotoxin Typ D, Stamml6sung (aus Kulturiiberstand), Konzentration Spug/mL

Goldkonjugate

Die Goldkonjugierungen des monoklonalen Antikdrpers (Maus) und des polyklonalen Anti-
korpers (Huhn) wurden von der Firma Alchemy Labs (Dundee, Vereinigtes Konigreich)
durchgefiihrt.

Goldkonjugierter monoklonaler BoNT/D-Antikorper (Maus), gebrauchsfertige Losung,
Konzentration ca. 30 pg/mL in 20 mM Borat-Puffer (pH 8,0) + 10% (w/v) Saccharose, opti-
sche Dichte 9,4 bei 530 nm. Die durchschnittliche Goldpartikelgro3e betragt 40 nm.

Goldkonjugierter polyklonaler BoNT/D-Antikorper (Huhn), gebrauchsfertige Losung,
Konzentration ca. 30 pg/mL in 20 mM Borat-Puffer (pH 8,0) + 10% (w/v) Saccharose, opti-
sche Dichte 9,9 bei 530 nm. Die durchschnittliche GoldpartikelgroBe betrdgt 40 nm.
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Weitere Materialien
Absorbent-Pads, 17 Chr cellulose paper wicks (16 x 2.7 cm)

Anti-Huhn-IgY (Kaninchen) (whole molecule)
Anti-Alpha-human Chorionic Gonadotropin (Ziege)

Anti-Beta-human Chorionic Gonadotropin,
goldkonjugiert, OD: 10 gebrauchsfertige Losung
Anti-Maus-IgG (Ziege)

BADD™ Botulinum-Toxin-Test, (BOT-E500-4)

Blockierungsreagenz,

BM-Blue (POD Substrate precipitating), Farbungsreagenz
Borax-Decahydrat

BSA,

Bovines Serum Albumin (albumin bovine fraction V, pH 7,0)
Calciumchlorid-Dihydrat (>99,5%)

Caseinpuffer (pH 7,2)
di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat (>95%)
Dimethylsulfoxid (99,5 %) (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat (>99%)
Dynabead-Losung

Eppendorf Reaktionsgefalie

Filtrationsvorsatz 13mm

G&L-Unterstiitzung (30 x 7.5 cm),

0.015" white/matte calendered vinyl with GL-187 acrylic pressure

sensitive adhesive laminated to one side and supported with A74

LB.Poly.Coated silicone release liner
Gelatine

HRP-konjugiertes Streptavidin,

human Chorionic Gonadotropin (pH 7.2)
Kaliumchlorid (99%)
Kaliumdihydrogenphosphat (>99,5%)

Whatman International
Ltd.

Sigma (C 1161)

Medix Biochemica
(5009)

Alchemy Labs

Sigma (M8642)
Osborn Scientific
Group (USA)

Institut fiir angewandte
Biotechnologie in den
Tropen (IBT)

Roche

Sigma (B9876)

Serva (11930)

Fluka

IBT

Merck KGaA

Sigma

Sigma (S 0876)

IBT

Eppendorf

Sartorius AG (Best.Nr.
16514)

G&L Precicion Die
Cutting, Niederlande

Sigma (G 2500)
IBT

Sigma (CG10)
Sigma

Merck
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Kaliumhydrogenphthalat
Magnesiumchlorid (>98%)

Natriumazid (>99,5%)

Natriumchlorid (>99,5%)
Natriumdihydrogenphospat-Monohydtrat
Natriumhydrogencarbonat (>99,5%)
Natriumhydroxid

PETG Nihrmedienflaschen, steril
Polyethylen-Fritten
Polystyrol-Mikrotest-Platten, F-Profil

Release-Pad, Glassfaserrollen

Saccharose

Salzsdure (36 — 38%)

Siegelrandbeutel aus Alu-Verbundfolie 3-seitig gesiegelt
15/15/12/75 pm

Silberverstirkungskit, Silver enhancer reagent kit

Stopplosung
Streptavidin

Testséiulen und deren Komponenten, Polyethylen-Fritten

Thimerosal®, Ethylmercurithiosalicylsdure, Natriumsalz, >98%

TMB Tablette, (3, 3’, 5, 5° Tetramethylbenzidine Tablets)
tri-Kaliumphosphat-Trihydrat (>99,5%)

Tris, (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan zur Analyse

Trocknungsmittel, Trockenkissen, Feuchtigkeitsanzeiger nach

DIN 55473

Tween 20®, Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat
Verdiinnungspuffer

Wasserstoffperoxidlosung (30 % -ig)
hCG-Testkonzentration (mit verschiedenen hCG-

Konzentrationen dotierter Probenpuffer der Sartorius AG, pH 8,0)

Sigma (P6758)
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma (S 9638)
Riedel-de Haén
Sigma (S 8045)

Fa. Roth

IBT

Fa. Roth

Reemay Ltd. (Reemay
2040)

Sigma (S 9378)
Sigma (H 7020)
Gruber Folien
(Straubing)

British Biocell Interna-
tional Ltd. (UK)
(SELK15)

IBT

Sigma (S 4762)
IBT

Sigma

Sigma (T5525)
Merck

Merck (1.08382.05)
TROPACK GmbH

Sigma

IBT

Sigma (H 1009)
Sartorius AG
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7.6 Verwendete Membranen

Tab. 7-4: Verwendete Diagnostische Membranen

Membran Eigenschaften Hersteller

PuraBind ASP Porengrofie: 3 pm Whatman International
Migrationsgesschw.: 123 Sek./40mm | Ltd.

PuraBind AFP Porengrofle: 5 pm Whatman International
Migrationsgesschw.: 116 Sek./40mm | Ltd.

PuraBind ARP Porengrofe: 8 pm Whatman International
Migrationsgesschw.: 93 Sek./40mm Ltd.

FF 60/100 Porengrof3e: keine Angabe Schleicher & Schuell
Migrationsgesschw.: 84 Sek./40mm

FF 85/100 PorengrofBe: keine Angabe Schleicher & Schuell
Migrationsgesschw.: 152 Sek./40mm

FF 125/100 Porengrof3e: keine Angabe Schleicher & Schuell
Migrationsgesschw.: 223/40mm

Predator Laminated PorengrofBe: keine Angabe Pall
Migrationsgesschw. < 240Sek./20mm

Unisart CN 200 Porengrofie: 5 um Sartorius AG
Migrationsgesschw.: 198 Sek./40mm

Unisart CN 11301 Porengrofle: 8 um Sartorius AG

nicht unterstiitzt Migrationsgesschw.: 152 Sek./40mm

Unisart CN 140 Porengrofie: 8 um Sartorius AG
Migrationsgesschw.: 133 Sek./40mm

Unisart CN 90 Porengrofe: 10 pm Sartorius AG
Migrationsgesschw.: 92 Sek./40mm

Hi — Flow Plus Porengrof3e: keine Angabe Millipore

HF07504 Migrationsgesschw.: 68 Sek./40mm

Hi — Flow Plus PorengrofBBe: keine Angabe Millipore

HF09004 Migrationsgesschw.: 75 Sek./40mm

Hi — Flow Plus Porengrof3e: keine Angabe Millipore

HF13504

Migrationsgesschw.: 124 Sek./40mm
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7.7 Verwendete Losungen

Borat-Puffer (40 mM, pH 8,2)
zur Herstellung von Verdiinnungsreihen und zur Vorbehandlung von Release-Pads
1,526 g Borax-Decahydrat
+ 80mL  entionisiertes Wasser
mit HCI auf pH 8,2 einstellen

mit entionisiertem Wasser auf 100 mL auffiillen und pH-Wert {iberpriifen.

Borat-Puffer (40 mM, pH 9,2)
zur Herstellung von Verdiinnungsreihen und zur Vorbehandlung von Release-Pads
1,526 g Borax-Decahydrat
+ 80mL  entionisiertes Wasser
mit NaOH auf pH 9,2 einstellen

mit entionisiertem Wasser auf 100 mL auffiillen und pH-Wert liberpriifen.

GP-Puffer (28 mM, pH 6,0)
zur Herstellung von Verdiinnungsreihen beim Toxinnachweis in der Maus
2g Gelatine
+ 4g di-Natriumhydrogenphosphat
+ 1000 mL entionisiertes Wasser
Die Bestandteile werden unter leichtem Erwérmen in Wasser gelost. Der pH—Wert ist

auf 6,0 einzustellen.

GP-Puffer (28 mM, pH 6,2)
zur Herstellung von Verdiinnungsreihen
2g Gelatine
+ 4g di-Natriumhydrogenphosphat
+ 1000 mL entionisiertes Wasser
Die Bestandteile werden unter leichtem Erwérmen in Wasser gelost. Der pH—Wert ist

auf 6,2 einzustellen.

KhPhtH-Puffer* (40 mM, pH 5,2)

zur Herstellung von Verdiinnungsreihen und zur Vorbehandlung von Release-Pads

# Kaliumhydrogenphthalat-Puffer
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0,818 g KhPhtH Kaliumhydrogenphthalat
+ 80 mL entionisiertes Wasser
mit NaOH auf pH 5,2 einstellen
mit entionisiertes Wasser auf 100 mL auffiillen und pH-Wert iiberpriifen.

NaP-Puffer (10 mM, pH 8,0) 150 mM NaCl
zur Linienapplikation und Release-Pad-Vorbehandlung
Alkalische Losung:
0,142 g  di-Natriumhydrogenphosphat
+ 1,753 g Natriumchlorid
+ 50 mL entionisiertes Wasser
Saure Losung:
0,140 g  Natriumdihydrogenphospat-Monohydtrat
+ 1,753 g Natriumchlorid
+ 50 mL entionisiertes Wasser
Der pH-Wert der alkalischen Losung wird mit der sauren Losung auf einen pH-Wert

von 8,0 eingestellt und mit einem Volumenteil entionisiertem Wasser verdiinnt.

NaP-Puffer (20 mM, pH 8,0) 150 mM NaCl
zur Linienapplikation und Release-Pad-Vorbehandlung
Alkalische Lésung:
0,284 ¢ di-Natriumhydrogenphosphat
+ 1,753 g Natriumchlorid
+ 50 mL entionisiertes Wasser
Saure Losung:
0,280 g Natriumdihydrogenphospat-Monohydtrat
+ 1,753 g Natriumchlorid
+ 50mL entionisiertes Wasser
Der pH-Wert der alkalischen Losung wird mit der sauren Losung auf einen pH-Wert

von 8,0 eingestellt und mit einem Volumenteil entionisiertem Wasser verdiinnt.

NaP-Puffer (40 mM, pH 6,2)
zur Herstellung von Verdiinnungsreihen und zur Vorbehandlung von Release-Pads
Alkalische Losung:

0,568 g di-Natriumhydrogenphosphat

+ 50 mL entionisiertes Wasser
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Saure Losung:
0,560 g Natriumdihydrogenphospat-Monohydtrat
+ 50mL entionisiertes Wasser
Der pH-Wert der alkalischen Losung wird mit der sauren Losung auf einen pH-Wert

von 6,2 eingestellt und mit einem Volumenteil entionisiertem Wasser verdiinnt.

NaP-Puffer (40 mM, pH 7,2)
zur Herstellung von Verdiinnungsreihen und zur Vorbehandlung von Release-Pads
Alkalische Losung:
0,568 g  di-Natriumhydrogenphosphat
+ 50 mL entionisiertes Wasser
Saure Losung:
0,560 g  Natriumdihydrogenphospat-Monohydtrat
+ 50 mL entionisiertes Wasser
Der pH-Wert der alkalischen Losung wird mit der sauren Losung auf einen pH-Wert

von 7,2 eingestellt und mit einem Volumenteil entionisiertem Wasser verdiinnt.

NaP-Puffer (50 mM, pH 7,0) 150 mM NaCl
zur Linienapplikation und Release-Pad-Vorbehandlung
Alkalische Losung:
0,710 g di-Natriumhydrogenphosphat
+ 1,753 g Natriumchlorid
+ 50 mL entionisiertes Wasser
Saure Losung:
0,700 g  Natriumdihydrogenphospat-Monohydtrat
+ 1,753 g Natriumchlorid
+ 50 mL entionisiertes Wasser
Der pH-Wert der alkalischen Losung wird mit der sauren Losung auf einen pH-Wert

von 7,0 eingestellt und mit einem Volumenteil entionisiertem Wasser verdiinnt.

NaP-Puffer (100 mM, pH 8,0) 150 mM NaCl
zur Linienapplikation und Release-Pad-Vorbehandlung
Alkalische Losung:
1,420 g di-Natriumhydrogenphosphat
+ 1,753 g Natriumchlorid

+ 50 mL entionisiertes Wasser
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Saure Losung:
1,400 g
+ 1,753 g
+ 50 mL

Der pH-Wert der alkalischen Losung wird mit der sauren Losung auf einen pH-Wert

von 8,0 eingestellt und mit einem Volumenteil entionisiertem Wasser verdiinnt.

Natriumdihydrogenphospat-Monohydtrat
Natriumchlorid

entionisiertes Wasser

PBS-Puffer (10 mM, pH=7,4+0,2)

Vorbehandlung von Release-Pads und zur Linienapplikation

+ o+ + o+

7.8 Abkiirzungen

Abb.
AK
BoNT
BoNT/D
BSA
bzw.

C. botulinum
CDC
CN
DMSO
dpi
ELISA
etc.

evtl.
FSH

gef

HA
hCG
HRP
IBT

1,440 g

0,240 g
8,000 g
0,200 g
1000 mL

di-Natriumhydrogenphosphat
Kaliumdihydrogenphosphat
Natriumchlorid
Kaliumchlorid

Aqua bidest

Abbildung

Antikorper

Botulinum-Neurotoxin
Botulinum-Neurotoxin Typ D

Bovines Serum Albumin

beziehungsweise

Clostridium-botulinum

Centers for Disease Controll and Prevention
Cellulosenitrat

Dimethylsulfoxid

dots per inch

enzyme-linked immunosorbent assay

et cetera

Eventuell

Follikel stimulierendes Hormon
gegebenenfalls

Héamagglutinin

Humanes Choriongonadotropin

horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase

Institut fiir angewandte Biotechnologie in den Tropen
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IgG

IgY

Iy

IVD
KhPhtH-Puffer
KP-Puffer
LFD

LH
L-Kette
MCP
Min.
NAP
NaP-Puffer
NSF
NTHNH
OD

PHA

rel.

RGB
RIA

RT
S-Kette
SNAP-25
Tab.
TIFF

Tris

u.a.

usw.

uv
VAMP
vgl.

z.B.

Immunoglobulin G

Immunoglobulin Y

International Unit

In vitro-Diagnostik
Kaliumhydrogenphthalat-Puffer
Kaliumphosphat-Puffer
Lateral-Flow-Device
luteinisierendes Hormon

Leiche Kette

Magnetic Particle Concentrator
Minute
Neurotoxin-assoziierte-Proteine
Natriumphosphat-Puffer
N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein
Non-toxic non heamagglutinin
Optische Dichte

passive haemagglutination assay
relativ

Rot, Griin, Blau

Radioimmunoassay
Raumtemperatur

Schwere Kette

synaptosomal associated protein, 25 kDa
Tabelle

Tagged Image File Format
(Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
unter anderem

und so weiter

Ultraviolett

vesicle-associated membrane protein
vergleiche

zum Beispiel

7.9 Optimas 6.5° Quellcode

/*Definition der verwendeten Variablen */

Delete();

REAL PixelGroesse = 0; /* Enthélt die Kantenlénge eines Pixels. */
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REAL PixelFlaeche = 0; /* Enthilt die Fliche eines Pixels. */

XUnterKante; /* Enthdlt den X-Wert der Streifen-Unterkante. */

YUnterKante; /* Enthélt den Y-Wert der Streifen-Unterkante. */

XOberKante; /* Enthélt den X-Wert der Streifen-Oberkante. */

YOberKante; /* Enthilt den Y-Wert der Streifen-Oberkante. */

XMittel; /* Enthidlt den mittleren X-Wert des Streifens. */

YMittel; /* Enthilt den mittleren Y-Wert des Streifens. */

XOberKanteGes; /* Enthélt den X-Wert der ROI-Oberkante. */

XUnterKanteGes; /* Enthélt den X-Wert der ROI-Unterkante. */

YOberKanteGes; /* Enthélt den Y-Wert der ROI-Oberkante. */

Y UnterKanteGes; /* Enthélt den Y-Wert der ROI-Unterkante. */

XOberKanteRef; /* Enthilt den X-Wert der Referenzbereich-Oberkante. */

XUnterKanteRef; /* Enthalt den X-Wert der Referenzbereich-Unterkante. */

YOberKanteRef; /* Enthilt den Y-Wert der Referenzbereich-Oberkante. */

Y UnterKanteRef; /* Enthalt den Y-Wert der Referenzbereich-Unterkante. */

XOberKanteMess; /* Enthélt den X-Wert der Messbereich-Oberkante. */

XUnterKanteMess; /* Enthalt den X-Wert der Messbereich-Unterkante. */

YOberKanteMess; /* Enthalt den Y-Wert der Messbereich-Oberkante. */

YUnterKanteMess; /* Enthalt den X-Wert der Messbereich-Unterkante. */

REAL MeanGrayRef = 0; /* Enthélt den mittleren Grauwert des Referenzbereichs. */

REAL MeanGraySDRef = 0; /* Enthilt die Standardabweichung des mittleren Grauwertes des Referenzbereichs. */
REAL PixelZahlRef = 0; /* Enthélt die Pixelanzahl des Referenzbereichs. */

REAL GrayGesMess = 0; /* Enthélt den Gesamt-Grauwert des Messbereichs. */

REAL GrayWert = 0; /* Enthélt den Gesamtgrauwert eines bestimmten Grauwerts im Messbereich. */
REAL PixelZahlHist = 0; /* Enthalt die Pixelanzahl eines bestimmten Grauwerts im Messbereich. */
REAL PixelZahlHistGes = 0; /* Enthilt die Gesamtpixelanzahl der ausgewerteten Pixel im Messbereich. */
REAL OberGrenze = 0; /* Enthélt die Obergrenze fiir die FOR-Schleife. */

LONG iT = 0; /* Enthélt die Zahl-Variable fir die FOR-Schleife. */

REAL MeanGrayMess = 0; /* Enthélt den mittleren Grauwert des Messbereichs. */

REAL MeanGraySDMess = 0; /* Enthilt die Standardabweichung des mittleren Grauwertes des Messbereichs. */
REAL PixelZahlMess = 0; /* Enthélt die Gesamtpixelanzahl des Messbereichs. */

REAL PixelZahIDiff = 0; /* Enthilt die Differenz aus Gesamtpixelanzahl und ausgewerteter Gesamtpixelanzahl im Messbe-
reich. */

REAL GrayGesMess = 0; /* Enthilt den Gesamtgrauwert im Messbereich. */

REAL MessFlaeche = 0; /* Enthilt die Grofe der Messflache in mm”2. */

REAL GrayGesRef = 0; /* Enthdlt den maximalen Gesamtgrauwert im Messbereich. */

REAL GrayDiff = 0; /* Enthilt die Differenz aus maximalem Gesamtgrauwert und Gesamtgrauwert im Messbereich. */
REAL GrayMittPix = 0; /* Enthélt den mittleren Grauwert pro Pixel. */

REAL GrayMittFlaeche = 0; /* Enthilt den mittleren Grauwert pro Fliache in mm”2. */

CHAR MeanGrayRefText; /* Umwandlung des entsprechenden Wertes in eine CHAR-Variable. */

CHAR MeanGraySDRefText; /* Umwandlung des entsprechenden Wertes in eine CHAR-Variable. */
CHAR PixelZahlRefText; /* Umwandlung des entsprechenden Wertes in eine CHAR-Variable. */

CHAR MeanGrayMessText; /* Umwandlung des entsprechenden Wertes in eine CHAR-Variable. */
CHAR MeanGraySDMessText; /* Umwandlung des entsprechenden Wertes in eine CHAR-Variable. */
CHAR PixelZahlMessText; /* Umwandlung des entsprechenden Wertes in eine CHAR-Variable. */
CHAR MessFlaecheText; /* Umwandlung des entsprechenden Wertes in eine CHAR-Variable. */

CHAR GrayGesRefText; /* Umwandlung des entsprechenden Wertes in eine CHAR-Variable. */

CHAR GrayGesMessText; /* Umwandlung des entsprechenden Wertes in eine CHAR-Variable. */

CHAR GrayDiffText; /* Umwandlung des entsprechenden Wertes in eine CHAR-Variable. */
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CHAR GrayMittPixText; /* Umwandlung des entsprechenden Wertes in eine CHAR-Variable. */
CHAR GrayMittFlaecheText; /* Umwandlung des entsprechenden Wertes in eine CHAR-Variable. */

ClearScreen(); /* Samtliche Messpunkte/aktive Bereiche im Bild werden geloscht. */

/* Vorgaben werden eingegeben und berechnet. */

PixelGroesse = Prompt("Bitte geben Sie die Pixelgrofie in cm ein","REAL"); /* Kantenlénge eines Pixels auf Basis der Ka-
libration wird vom User eingegeben */

PixelGroesse = PixelGroesse * 10; /* Umrechnung der Kantenldnge in mm */

PixelFlaeche = PixelGroesse * PixelGroesse; /* Berechnung der Pixelflache in mm”2. */

/* Es werden die Referenzpunkte markiert, die zur Bestimmung der ROI dienen. */
MacroMessage("Bitte markieren Sie die untere rechte Ecke des Teststreifens.");
SetExport(PtPoints,1, TRUE); /* Export-Bedingungen fiir 1. Datenpunkt auf "To DDE" */
CreatePoints(); /* User markiert 1. Datenpunkt */

Extract(); /* Daten des markierten Punktes werden ermittelt */

/* X-und Y-Wert des Datenpunktes wird an Variable {ibergeben */
XUnterKante = PtPoints[0];
Y UnterKante = PtPoints[1];

ClearScreen(); /* Samtliche Messpunkte/aktive Bereiche im Bild werden geloscht. */

MacroMessage("Bitte markieren Sie die rechte obere Ecke des Teststreifens.");
SetExport(PtPoints,1, TRUE); /* Export-Bedingungen fiir 2. Datenpunkt auf "To DDE" */
CreatePoints(); /* User markiert 2. Datenpunkt */

Extract(); /* Daten des markierten Punktes werden ermittelt */

/* X-und Y-Wert des Datenpunktes wird an Variable {ibergeben */
XOberKante = PtPoints[0];
YOberKante = PtPoints[1];

/* Es wird die Mitte der Unterkante bestimmt */
XMittel = ((XOberKante + XUnterKante)/2);
YMittel = ((YOberKante + YUnterKante)/2);

ClearScreen(); /* Samtliche Messpunkte/aktive Bereiche im Bild werden geldscht. */

/*Die Region Of Interest wird festgelegt */

XOberKanteGes = XMittel -1.500;

XUnterKanteGes = XMittel;

YOberKanteGes = YMittel +0.180;

Y UnterKanteGes = YMittel -0.180;

SelectROI (XOberKanteGes : YOberKanteGes :: XUnterKanteGes : Y UnterKanteGes);

/* Der Referenzbereich fiir das Hintergrundsignal wird festgelegt in cm. */
XOberKanteRef = XMittel -0.650;

XUnterKanteRef = XMittel -0.350;

YOberKanteRef = YOberKanteGes;
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Y UnterKanteRef = Y UnterKanteGes;

/* Werteaufnahme aus dem Referenzbereich */

AreaCNVFactors[9:10] = 0:255; /* Die Vorbedingungen fiir die Werteaufnahme werden festgelegt. */
SetExport(ArHistogramStats,1, TRUE); /* Export der Histogramm-Statistiken wird auf "DDE" gesetzt. */
SetExport(ArPixelCounts,1,TRUE); /* Export des Pixel-Zahlers wird auf "DDE" gesetzt. */

CreateArea(XOberKanteRef : YOberKanteRef :: XUnterKanteRef : YOberKanteRef :: XUnterKanteRef : YUnterKanteRef ::
XOberKanteRef : YUnterKanteRef :: XOberKanteRef : YOberKanteRef, NULL,NULL,NULL,3); /* Referenzbereich wird
festgelegt. */

if (Prompt("Wollen Sie die Referenzfliache noch verschieben?",2))

{

MoveObject(); /* Auf User-Eingabe kann der Referenzbereich verschoben werden. */

}

/* Daten werden aus dem Referenzbereich extrahiert und Variablen zugewiesen. */
Extract();

MeanGrayRef = ArHistogramStats[0];

MeanGraySDRef = ArHistogramStats[1];

PixelZahlRef = ArPixelCounts[0];

ClearScreen(); /* Samtliche Messpunkte/aktive Bereiche im Bild werden geldscht. */

/* Der Messbereich um die Capture Line wird festgelegt in cm. */
XOberKanteMess = XMittel-1.300;

XUnterKanteMess = XMittel-1.350;

YOberKanteMess = YOberKanteGes;

Y UnterKanteMess =Y UnterKanteGes;

/* Werteauthahme aus dem Referenzbereich */
SetExport(ArHistogramStats,1, TRUE); /* set "To DDE" */
SetExport(ArHistogram,1,TRUE); /* set "To DDE" */
SetExport(ArPixelCounts,1, TRUE); /* set "To DDE" */
CreateArea(XOberKanteMess : YOberKanteMess :: XUnterKanteMess : YOberKanteMess :: XUnterKanteMess : YUnter-
KanteMess :: XOberKanteMess : YUnterKanteMess :: XOberKanteMess : YOberKanteMess, NULL,NULL,NULL,3);
if (Prompt("Wollen Sie die Messfléche noch verschieben?",2))
{MoveObject();}

/* Daten werden aus dem Messbereich extrahiert und Variablen zugewiesen. */
Extract();
OberGrenze = MeanGrayRef +1;
for(iT = 0; iT < OberGrenze; ++iT)
{
PixelZahlHist = ArHistogram[iT];
GrayWert = ArHistogram[iT] * iT;
PixelZahlHistGes = PixelZahlHistGes + PixelZahlHist;
GrayGesMess = GrayGesMess + Gray Wert;
GrayWert = 0;
PixelZahlHist = 0;
H
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MeanGrayMess = ArHistogramStats[0];
MeanGraySDMess = ArHistogramStats[1];
PixelZahlMess = ArPixelCounts[0];

/* Diverse Messwerte werden berechnet. */

PixelZahlDiff = PixelZahlMess - PixelZahlHistGes;
GrayGesMess = GrayGesMess + (PixelZahlDiff * MeanGrayRef);
MessFlaeche = PixelZahlMess * PixelFlaeche;

GrayGesRef = PixelZahlMess * MeanGrayRef;

GrayDiff = GrayGesRef - GrayGesMess;

GrayMittPix = GrayDiff / PixelZahlMess;

GrayMittFlaeche = GrayDiff / MessFlaeche;

/* Die Messwerte werden den Textvariablen zugewiesen. */

MeanGrayRefText = "Mittlerer Hintergrund:\t" : ToText(MeanGrayRef) : "\n";
MeanGraySDRefText = "SD:\t" : ToText(MeanGraySDRef) : "\n";

PixelGroesseText = "PixelGroesse in mm:\t" : ToText(PixelGroesse) : "\n";

PixelZahlRefText = "Pixelzahl, Referenflaeche:\t" : ToText(PixelZahlRef) : "\n";
MeanGrayMessText = "Mittlere Intensitaet, Messbereich:\t" : ToText(MeanGrayMess) : "\n";
MeanGraySDMessText = "SD:\t" : ToText(MeanGraySDMess) : "\n";

PixelZahlMessText = "Pixelzahl, Messbereich:\t" : ToText(PixelZahlMess) : "\n";
MessFlaecheText = "Flaeche, Messbereich:\t" : ToText(MessFlaeche) : "\n";

GrayGesRefText = "Maximaler Gesamtgrauwert, Messbereich:\t" : ToText(GrayGesRef) : "\n";
GrayGesMessText = "Ausgewerteter Gesamtgrauwert, Messbereich:\t" : ToText(GrayGesMess) : "\n";
GrayDiffText = "Differenz:\t" : ToText(GrayDiff) : "\n";

GrayMittPixText = "Intensitaet pro Pixel:\t" : ToText(GrayMittPix) : "\n";
GrayMittFlaecheText = "Intensitaet pro /mm”2:\t" : ToText(GrayMittFlaeche) : "\n";

/* Ein Daten-File wird erzeugt und die Messwerte hineingeschrieben. */

th = OpenFile ("f:/Timo/streifen.txt", 0x0002);

PositionFile (fh, OL, 2);

WriteFile (th, MeanGrayRefText : MeanGraySDRefText : PixelGroesseText : PixelZahlRefText : MeanGrayMessText :
MeanGraySDMessText : PixelZahlMessText : GrayGesRefText : GrayGesMessText : GrayDiffText : MessFlaeccheText :
GrayMittPixText : GrayMittFlaecheText);

CloseFile (fh);

/* Endabfrage */

if (Prompt("Wollen Sie noch einen Streifen auswerten?",2))

{

RunMacro("timo0Ola.mac");

}

else
{MacroMessage("Fertig.");}
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