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6. Diskussion

6.1 Zidl dieser Arbeit

Zur Zeit werden Penicillinriicksténde in Lebensmitteln vornehmlich mit Hilfe von mikrobiol ogischen
Verfahren nachgewiesen. Dadiese Verfahren keine quantitativen Aussagen erlauben und auch keine
Identifizierung der verschiedenen Wirkstoffe ermdglichen, missen rickstandspositive Proben mit
einem physikalisch-chemischen Verfahren weiter analysiert werden. Dazu wird in den meisten Féllen
die HPL C eingesetzt. Auch ein leistungsfahiges GC-V erfahren wurde veroffentlicht. Allen Methoden
ist jedoch ein aufwendiges Verfahren zur Isolierung der Analyten aus der Matrix gemeinsam. Ziel
dieser Arbeit war, mit Hilfe der Immunaffinitatschromatographie ein automatisierbaresV erfahren zur
Rickstandsanal ytik aller veterinarmedi zinisch rel evanten Penicilline zu entwickeln, das den Aufwand
zur Rohextraktreinigung wesentlich verringert.

Das zu entwickelnde Verfahren kann die mikrobiologischen Tests a's ,, Screening-Verfahren” nicht
ersetzen, vielmehr sind diese unverzichtbar, um das Probenaufkommen auf 3-Lactam-Antibiotika zu
untersuchen.

6.2 Immunogensynthese

Zur Entwicklung diesesVerfahrenswar es notwendig, Antikorper zu erhalten, die mehrere Penicilline
gleichzeitig erkennen kdnnen. Da Penicilline alein in der Regel nur eine schwache Immunantwort
bewirken, muféte das Hapten an ein Tragerprotein gebunden werden, um die Immunogenitét zu
verstérken.

Daher wurden an das |mmunogen folgende Forderungen gestellt:

- antigene Determinante sollte das Grundgerust der Penicilline, die 6-Aminopenicillansdure (6-APA)
sein.

- diesewar so an das Tragerprotein zu binden, daf3 der Thiazolidinring mit der Carboxylfunktion nach
aul3en gerichtet ist,

- der B-Lactamring sollte erhalten bleiben.

Durch Bindung der Aminofunktion der 6-APA andasProteinwerdendieo.g. Bedingungen erfllt. Um
zu vermeiden, dal3 das Hapten durch das Trégerprotein abgeschirmt wird und nur schlecht vom
Immunsystem erkannt wird, wurde ein Spacer zwischen Hapten und Protein eingesetzt. Der Spacer
mul3te eine Carboxylfunktion besitzen, damit die Aminofunktion der 6-APA acyliert werden konnte,
aulRerdem war eine weitere funktionelle Gruppe notwendig, um an das Tragerprotein zu binden. Dazu
wurde die Azidfunktion gewahlt, da diese unter schonenden Bedingungen (pH 7,2, Eiskiihlung) bei
UV-Bestrahlung ein reaktives Nitren bildet, das unspezifisch mit dem Protein reagiert. So konnte der
empfindliche B-Lactam-Ring erhalten werden.

Diese Voraussetzungen konnten mit 4-Azidobenzoesiure als Spacer erfiillt werden. Ein durch
zusétzliche Methylengruppen gegeniiber dem Benzoesaurederivat verléngerter Spacer durfte nicht
gewahit werden, dader Spacer ansonsten eine zu hohe Ahnlichkeit mit Benzylpenicillin aufgewiesen
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hitte. Eine Uberbetonung eines bestimmten Penicillins bei der Spezifitét der Antikorper sollte aber
vermieden werden.

Der heterobifunktionelle Spacer wurde synthetisiert, indem 4-Aminobenzoesiure diazotiert und
anschlief3end mit Natriumazid nucleophil substituiert wurde (Kap. 2.2). Nach Umsetzung der
Carboxylfunktion zum Saurechlorid wurde durch Reaktion mit der Aminofunktion der 6-APA ein
Amid erhalten (Kap, 2.3und 2.4). Diedirekte Umsetzung der Sdure mit dem Amin unter Zuhilfenahme
von Chloramei sensaurebutylester war nicht erfolgreich, dadie Azidfunktion verloren ging.

Die Zwischenstufen wurden mit Hilfe der Dinnschichtchromatographie sowie der Infrarot- und
Protonen-K ernresonanz-Spektroskopiecharakterisiert. Die Zwischenprodukte zeigteninder DCkeine
Verunreinigungen und entsprachen von den Spektren her den Erwartungen.

AlsTrégerprotei nedi entendasHamocyani nder Schl iissel lochnapf schnecke(keyhol elimpethemocyanin,
KLH) und Ovabumin (OVA). Mit beiden war aufgrund der phylogenetischen Distanz ein hoher
Antikorpertiter beim Kaninchen zu erwarten. Die Legehennen sollten nur mit dem KLH-Konjugat
behandelt werden, da von Ovabumin bel Hihnern keine starke Immunogenitét erwartet wurde.

Die Charakterisierung der Immunogene in Bezug auf die Belegungsdichte stellte sich als sehr
problematisch heraus. Der Penicillinanteil anden Proteinenlief3sichnicht direkt bestimmen (Kap. 2.7).
Eine Methode, die in Zukunft Erfolg bringen konnte, ist die Matrix-unterstiitzte L aserdesorptionsio-
nisations-Massenspektroskopie (MALDI-MS). Aufgrund von gerétetechnischen Schwierigkeiten
konntenim Laufe dieser Arbeit jedoch keine brauchbaren Daten mit dieser Methode erhalten werden.
Hier ist allerdings zu berlcksichtigen, dal3 sich eine Molekulargewichtszunahme durch die
Haptenkopplung bei KLH aufgrund seiner Grofée nicht mit MALDI-MS analysieren |&3. Die
Belegungsdi chtewurdeschliefdlichindirektdurchBestimmungdesnicht-gekoppel ten6-APA-Derivates
mittels HPLC bestimmt sowie aus der Abnahme der Azid-spezifischen Absorption bel 267 nm
berechnet. Dabei wurde allerdings vorausgesetzt, das der durch das UV-Licht zersetzte Azid-Anteil
vollstandig an das Protein gebunden hat und nicht durch Umlagerung verloren ging. Die hergestellten
Immunogene enthielten danach 95 - 114 pg 6-Aminopenicillansdure/mg Protein. Fir die Reaktions-
ausbeute war es unerheblich, in welcher Verdiinnung die Proteinldsung vorlag. Ein von Berger [79]
hergestelltes Benzylpenicillin-lmmunogen enthielt nur rund 0,6 pug Hapten/mg KLH, Keppeler [101]
band rund 100 pg Benzylpenicillin/mg Protein, Parker [99] erhielt eine Haptendichte von 123 pg/mg.
Andere Autoren machen keine Angaben. Die Haptendichte im Immunogen scheint ein mal3geblicher
Faktor fur die erfolgreiche Immunisierung zu sein. Eine moglichst hohe Belegungsdichte des
Trégerproteins ist vorteilhaft, da die antigenen Determinanten des Trégers durch das Hapten abge-
schirmt werden. Eine zu hohe Konzentration kann hingegen zur Immuntoleranz fihren, so dal3 keine
Antikorper mehr gebildet werden [57]. Eswird in der Literatur jedoch weder fiir Ovalbumin noch fur
KLH berichtet, in welchem Bereich die optimale Haptendichte liegt.

Eine abschlief3ende Beurteilung des Immunogens erlaubte erst der Tierversuch, wobei die gelungene
I nduktion von Antikorpern mit den gewiinschten Kreuzreaktivitéten die Tauglichkeit deslmmunogens
bewies.

Ausder Literatur ist bekannt, dal3 3-L actamedurch UV-Licht gespalten werden konnen [151]. Salavka
et a. zeigten, dald Penicilline nach Bestrahlung mit UV-Licht bei 254 nm mit einem el ektrochemischen
Detektor detektiert werden kdnnen, wahrend diese Eigenschaft ohne Bestrahlung nicht vorhanden ist
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[45].

Wie die Ergebnisse der spateren Untersuchungen zur Spezifitét der resultierenden Antikorper zeigen
(Kap. 4.2.1.2.2 und 4.3.1.1.2), scheint eine UV-lichtbedingte Verdnderung der 6-APA unter den
gewahlten Bedingungen der photochemischen Kopplung nicht stattgefunden zu haben.
DieVeranderungen des3-L actam-Ringesdurch UV-Licht sind stark |6sungsmittel - und substituenten-
abhéngig [151], auferdem war damit zu rechnen, dal} die Lichtintensitét durch die hohe
Proteinkonzentration in der Losung so stark abgeschwécht wurde, dald zwar eine Nitrenbildung
erfolgte, die Intensitét fir eine Veranderung der Penicilline aber nicht ausreichend war.

6.3 Immunisierung der Tiere und Titerentwicklung

Es wurden Kaninchen und Legehennen immunisiert. Es standen 3 Kaninchen und 5 Legehennen zur
Verfigung. Als Immunogen fur die Kaninchen dienten sowohl das KLH-Konjugat und die OVA-
Konjugate. Die Legehennen wurden nur mit dem KLH-Konjugat immunisiert, da ein
Ovalbumin-Konjugat dem Immunsystem des Huhns mdglicherwel se nicht fremd genug ist, um einen
hohen Antikorpertiter zu verursachen. Polson et al. [ 128] berichten, dal3 eine starke Immunantwort bei
L egehennen nur mit Immunogenen zu erzielen sind, diegrof3er als150 kDasind. Diese V oraussetzung
ist mit KLH als Tragerprotein erfillt, Ovalbumin dagegen wére unabhéngig von dem oben beschrie-
benen Einwand zu klein.

Die Literaturangaben Uber die Nebenwirkungen von Immunisierung mit komplettem Freundschem
Adjuvans bel Legehennen sind widerspriichlich. Einerseits wird berichtet, dal3 bel Legehennen
geringere Nebenbenwirkungen auftreten als bei Kaninchen [112, 129], andererseits findet man auch
Berichte Uber ausgedehnte Entziindungen an den Injektionsstellen [130]. In eigenen V ersuchen wurde
nach der Immunisierung mit komplettem Freundschem Adjuvansfestgestellt, dal? die Futteraufnahme
der Tiereum rund 50 % zurtickging, aul3erdem wurden grof3e Entziindungsherde im Injektionsbereich
gefunden. Nach Immunisierung mit inkomplettem Freundschem Aduvans traten diese Nebenwirkun-
gen nicht mehr auf.

Die Antikorpertiter in den Kaninchenseren wurden mit einem Radioimmunoassay ermittelt. Die
verwendeten |mmunogene verursachten keine hohen Titer. Die gemessenen Werte lagen zwischen 50
und 180, wobei das KLH-Immunogen einen htheren Titer as die Ovalbumin-Immunogene lieferte
(Kap. 4.2.1.2.1). Auch andere Arbeitsgruppen konnten nur geringe Titer mit Penicillinimmunogenen
erzielen [z.B. 102, 193]. Ein direkter Vergleich von Mef3werten ist alerdings nicht moglich, dadie
verwendeten Mef3systeme und Titerdefinitionen unterschiedlich sind. Die Tatsache, dal3 KLH als
Trégerprotein hohere Antikorpertiter liefern kann als andere Proteine, ist ebenfalls bekannt [ 79, 194].
Der Versuch, Uber Variationen im Immunisierungsschemadie Titer zu erh6hen, war nicht erfolgreich
(Kap. 3.2). Strategie dieses Versuches war, die Immunisierungsinjektionen fir 1angere Zeit auszuset-
zen und spéter erneut zu beginnen. Diese M al3nahme kann nach Erfahrung der Arbeitsgruppevon Prof.
B. Hoffmann, Ambulatorische und Geburtshilfliche Veterinarklinik der Universitét Gief3en, die das
I mmunisierungsschemavorgeschlagen hat, zum Erfolg fihren. Die Titer blieben unverandert niedrig.
Einhoher Antikdrpertiter ist aber keinezwingendeV oraussetzung fir die Brauchbarkeit eines Serums,
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bei genligend hohem Titer kdnnte aber gegebenenfalls auf eine affinitéatschromatographische Reini-
gung verzichtet werden. Ist die Konzentration an spezifischen Antikdrpern in der immobilisierten
Proteinfraktion zu gering, konnen keine befriedigenden Saulenkapazitéten erzielt werden.

Die Untersuchungen an den Eidottern zeigten, dal3 der zur Kontrolle der Kaninchenseren heran-
gezogene RIA nicht zur Titerbestimmung der anti-6-APA-Antikorper in Eidottern geeignet ist. Der
Hapten-Antikorper-K omplexist vermutlich so schwach, dal3er bei der Fallung der Proteine sowohl mit
Ammoniumsulfat alsauchmit Aceton und Polyethylenglykol sofort dissoziiert. M 6glicherwei sestéren
auch die Lipoproteine die Fallung. An dieser Stelle bewahrtesich ein ELISA, mit dem alle Titer- und
Spezifitatsuntersuchungen in den Eidottern durchgefihrt wurden.

Wie bei den Kaninchen wurde auch bel den Legehennen nur ein geringer Antikérpertiter erzeugt. Die
am 84. Tag gemessenen Titer warenim Serumundim Dotter vergleichbar niedrig (Kap. 4.3.1.1.1). Die
einzelnen Huhner reagierten Uber den Immunisierungszeitraum mit individuell recht unterschiedli-
chem Titerverlauf. Auch Rosol et al. [195] zeigten in ihren Untersuchungen, dal3 Legehennen bel
gleichartiger Behandlung sehr unterschiedlich reagieren kdnnen. Sie immunisierten drei Hennen mit
einem synthetischen Peptid, wobei zwei Hennen nach der zweiten Immunisierung am 40. Tag bereits
Antikorper bildeten, wahrend dasdritte Huhn erst nach der sechsten Injektion nach fast einem Jahr eine
Reaktion zeigte. Wegen dieser individuell sehr unterschiedlichen Reaktion ist es generell bel der
Entwicklung von Antikérpern ratsam, moglichst viele Tiere heranzuziehen. Es zeigte sich, dali die
Verwendung von 5 Tieren ein guter Kompromif3 war, um bei vertretbarem Aufwand aussagekréftige
Resultate und geeignete Antikorper zu erhalten.

Rosol et al. [195] zeigten auch, dal? nach jeder Injektion ein Ansteigen des Titers zu beobachten war.
In den eigenen Untersuchungen lief3 sich dagegen bei keinem Huhn ein Zusammenhang zwischen den
Zeitpunkten der Immunisierungsinjektionen und Titerentwicklung erkennen. Es konnte auch kein
»Biorhythmus’ festgestellt werden, wie er von Schade et al. [129] beschrieben wurde.

Ein Ansatz zur Erh6hung der Antikorpertiter kdnnte ein hoherer Anteil an Haptenim Immunogen sein.
Stehen grofRere Mengen an Antiserum zur Verfligung, ist deren Brauchbarkeit jedoch nicht von einem
hohen Titer abhéngig. Vielmehr kénnen durch eine affinitétschromatographische Isolierung der
spezifischen Antikorper an einer Haptensaul e hochspezifische und hochkonzentriertel mmunglobuline
gewonnen werden.

Bel denin dieser Arbeit erzielten Antikorpertitern war eine affinitdtschromatographische Reinigung
und Konzentrierung der Antikorper unverzichtbar, um Immunaffinitétssaulen mit ausreichender
Kapazitét zu erhalten.

6.4 Spezifitat der Seren und Dotter

Bis zum Aussetzen der Immunisierung entwickelten alle drei Kaninchen Seren mit einer breiten
Spezifitét. Alle getesteten Penicilline (Benzylpenicillin, Phenoxymethylpenicillin, Ampicillin,
Amoxicillin, Oxacillin, Cloxacillin, Dicloxacillin und 6-Aminopenicillansdure) wurden von den
Antikérpern erkannt. Mit dem Cephalosporin Cephalexin reagierten die Seren dagegen nicht. Es
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wurden also Antiseren erzeugt, die der Zielvorstellung entsprachen. Nach der Wiederaufnahme der
Immunisierungsinjektionen wurden aber anti-Benzylpenicillin-Antikoérper erhalten, die fir den
vorgesehenden Zweck nicht mehr geeignet waren. Interessant erscheint, daid ale drei Tiere eine
gleichartige Reaktion zeigten. Stark individuelle Reaktionen wie bei den Legehennen konnten nicht
beobachtet werden. Vaitukaitis et al. [196] berichten von einem &dhnlichen Phdnomen: bei der
I mmunisierung von Kaninchenmit Untereinheiten desHormonsHCG (human chorioni cgonadotropin)
verloren die Seren nach der Boosterinjektion ihre Spezifitét, ohne dal? grundlegende Zusammenhénge
bekannt sind.

Die Entwicklung der Antikorper bei den Legehennen war nicht nur beztiglich des Titers, sondern auch
bezlglich der Spezifitdét von Tier zu Tier unterschiedlich. Wahrend vier Tiere Antikorper mit
zufriedenstellender Kreuzreaktivitét zu den betrachteten Penicillinen lieferten, waren die Kreuzreak-
tivitdten der Antikérper von Tier 79 Uber den gesamten |mmunisierungszeitraum nur gering.

Bei Tier 15 zeigte sich eine interessante Entwicklung: Zu Beginn der Immunisierungsphase stieg der
Antikorpertiter in den Dottern stark an. Diese Antikorper waren jedoch spezifisch fir 6-Aminopeni-
cillansdure und zeigten nur geringe Kreuzreaktivitdten zu den anderen Penicillinen. Im weiteren
Verlauf sank der Titer wieder ab, wahrend die Kreuzreaktivitdten ab einem bestimmten Zeitpunkt
zunahmen (Kap. 4.3.1.1.2).

Sowohl die Antikorper der Kaninchenseren als auch digjenigen aus den Dottern reagierten nicht mit
dem Cephal osporin Cephalexin. Cephalexin besitzt die gleiche Seitenkette wie Ampicillin. Letzteres
enthalt jedoch ein System aus einem kondensi erten 3-L actam- und einem Thiazolidinring. Cephalexin
hat statt des Thiazolidinrings e nen sechsgliedrigen Dihydrothiazin-Ring. Dieser Befund zeigt, dal3der
Thiazolidinring ein wichtiges Epitop bel der Haptenerkennung ist. Andererseitsist auch das Vorhan-
densein des 3-Lactamringes wichtig, da auch ein Derivat mit gedffnetem (-Lactamring von den
Antikdrpern nicht erkannt wurde.

Auch Benzoesdure wurde von den avidren Antikdrpern nicht erkannt. Dieses wurde getestet, da der
verwendete Spacer ein Benzoesdurederivat war. Dies |3t sich so interpretieren, dal? der Spacer durch
das Trégerprotein abgeschirmt wurde, andererseits wird dadurch auch die Notwendigkeit des Spacers
bestétigt. Bel direkter Kopplung der 6-Aminopenicillansdure an das Tragerprotein ware dieses zum
grof3en Teil durch das Protein abgeschirmt worden und wére vom Immunsystem vermutlich nicht
erkannt worden.

Auffélig hingegen ist die unerwartete und derzeit nicht erklarbare hohe Reaktivitét der avidren
Antikorper gegen Ovalbumin, die aus einer Kreuzreaktivitdt oder einer unspezifischen Reaktion
resultieren kann. Man muf3 daher auch eine unspezifische Reaktion diskutieren, die auch mit anderen
in Lebensmittel extrakten vorkommenden Protei nen auftreten kénnte. Ein Deproteinierungsschritt vor
der immunaffinitatschromatographischen Extraktreinigung scheint daher unverzichtbar.

Die Untersuchungen zeigen, dal? das hergestellte Immunogen sehr gut geeignet ist, umin Legehennen
und Kaninchen multispezifische Antikérper zu induzieren. Die Kreuzreaktivitdten der erhaltenen
Antikorper fur die veterindrmedizinische relevanten Penicilline sind so hoch, dal? diese von den
Antikérpern gut erkannt und gebunden werden.



6. DiskussioN 85

6.5 Isolierung und Reinigung der Antikor per

Die Isolierung der Antikorper aus den Kaninchenseren erfolgte durch Ammoniumsulfatfallung bei
50 % Séttigung. Durch dieses unspezifische Verfahren wurde lediglich die Globulinfraktion gewon-
nen. Dasich nach der Immunisierungspause die Spezifitéat der Antiseren unerwartet verénderte (Kap.
4.2.1.2.2), standen von den geeigneten Seren nur wenige Milliliter zur Verfiigung, die zum Teil schon
durch die aufwendigen, aber notwendigen V ortests verbraucht wurden. Auf eine affinitatschromato-
graphische Reinigung mufite daher verzichtet werden.

Bel der Isolierung von Antikérpern aus Eidottern missen die Lipoproteine des Dotters abgetrennt
werden. Die Fallung mit Polyethylenglykol erlaubt die gleichzeitige Isolierung der Globuline und die
Abtrennung der Lipoproteinfraktion. Nach Entfernen des Féallungsreagenzes durch Ultrafiltration
waren die Antikorper bereits um den Faktor 375 gegeniiber dem Dotter angereichert.

Die affinitatschromatographische Reinigung der Polyethylenglykolfraktion an immobilisierter 6-
Aminopenicillansdure erwies sich als leistungsfahiges Verfahren zur Gewinnung spezifischer
Immunglobuline, mit dem eine Anreicherung um den Faktor 3250 gegentiber dem Eidotter und um den
Faktor 9 gegenliber der Polyethylengykol-Féallung erzielt werden konnte.

Die gute Funktion der Haptensaule zeigt, dal3 die K oppl ungsbedingungen, unter denen 6-Aminopeni-
cillansaure an das Tragermaterial gebunden wurden (pH 8,3 Uber Nacht bei Raumtemperatur), nicht zu
einer umfangreichen Spaltung des 3-L actamringes gefuihrt haben. In diesem Fall hétten die mit dieser
Sauleisolierten Antikorper eine Spezifitét fur ein Penicilloyl-Derivat zeigen missen, diejedoch nicht
festgestellt wurde.

Der affinitéatschromatographische Reinigungsschritt hat noch einen anderen Effekt: Bei der Immunaf-
finitdtschromatographie darf im Gegensatz zum ELISA die Assoziationskonstante der Antikorper
nicht zu hoch sein, um den Anayten wieder eluieren zu kénnen. Die affinitatschromatographische
Reinigung der Antikorper ist daher auch als Selektionsschritt zu betrachten, bel dem digjenigen
Antikdrper, dieeine zu hohe Assoziationskonstante aufwei sen, nicht mehr von der Haptensiuleeluiert
werden und so von den spezifischen Antikorpern mit geringerer Assoziationskonstante getrennt
werden.

Die Elution der spezifischen Antikorper von der Haptenséule erfolgte in zwei Fraktionen, von denen
nur die erste Fraktion verwendet wurde. Die zweite Fraktion hatte ein um den Faktor 10 schwécheres
Bindungsvermogen fur Benzylpenicillin und 6-Aminopenicillansdure a's die erste Fraktion.

Aus ungeféhr 75 g Dotterprotein konnten 0,7 mg Antikorper isoliert werden, das entspricht einem
Anteil von 0,9 mg spezifischer Antikorper pro 100 g Dotter.

Durch die Reinigung der Antikérper traten geringfgige V erschiebungen bei der Spezifitét besonders
fur Benzylpenicillin auf, die die Eignung der Antikorper jedoch nicht verminderten.

Andieser Stell ezei gtesi ch, dal3dieK onzeptionzur |mmunogensyntheseri chtigwar, ummultispezifische
Antikoérper sowohl in Kaninchen alsauch in Legehennen gegen Penicilline zu erzeugen. Diel solierung
und Reinigung der Antikorper aus Eidotter war erfolgreich. Es stellte sich allerdings auch heraus, dal3
dieaffinitatsgereinigten spezifischen Antikdrper nur bei —20 °C (in PBS) stabil waren. InPBSbei 4 °C
gelagert verloren Sieinnerhalb weniger Tageihre Aktivitét. Ausder Literatur ist bekannt, dal aviére
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Antikorper physikalisch und chemisch unstabiler sind als mammére Antikorper [119, 121]. Uber ihre
Lagerstabilitét liegen jedoch beziiglich der Lagerbedingungen nur unvollstandigen Daten vor [122].
Aufgrund dieser Erfahrungen sollte furkinftige Studien auf die Affinitétsreinigung der Antikorper
verzichtet werden und stattdessen die gesamte | mmunglobulinfraktion eingesetzt werden. Dieses setzt
jedoch einen hohen Antikorpertiter im Eidotter voraus.

6.6 Herstellung und L eistungsfahigkeit der Affinitatssaulen

Die Ammoniumsulfatfraktion aus den Kaninchenseren wurde Uber den Kohlenhydratanteil an das
hydrazidaktivierte synthetische Polymer-Tragermaterial Affi-Prep® Hz gebunden. Damit war sicher-
gestellt, dal3 die Antigenbi ndungsstellen nicht durch eine ungiinstige K opplungsausrichtung durch das
Tragermaterial blockiert wurden und optimal ausgenutzt werden konnten. EswurdeeineSaulemit 13,9
mg Globulin/ml Saulenbett gewonnen, die eine Kapazitat fir Benzylpenicillinvon 10 ng/ml Gel besal3.
Eine zweite Saule, die Gber den gleichen Kopplungsmechanismus mit einer Agarosebasis hergestellt
wurde, enthielt 1,7 mg Globulinin einem ml S&ulenbett bei einer Kapazitét von 5 ng Benzylpenicillin.
Aufféligwar, da3dieBindungskapazitét der Saulen nicht proportional mitder Proteindichtestieg. Dies
ist dadurch zu erkl&ren, dal3sich bei einer zu hohen Proteindichtedie Antikorper gegenseitig blockieren
oder durch andere in der Globulinfraktion enthaltene, ebenfalls immobilisierte Proteine sterisch
gehindert werden. Die Antigenbindungsstellen eines Antikdrpers sind aso durch die N&he zu einem
anderen Antikorper oder Protein teilweise nicht mehr zugénglich fur den Analyten.

Uber einein die Untersuchungen einbezogene, von Usleber und Méartlbauer zur Verfiigung gestellte
Immunaffinitétssaul e lagen keine Angaben Uber die Antikorperdichte vor. Siewar mit cyanbromidak-
tivierter Sepharose hergestellt. Die Antikorper waren also ungerichtet an die Matrix gebunden. Die
Saule hatte eine Kapazitédt von 2,9 pg Cloxacillin/ml Saulenbett.

Fur die geringen Saulenkapazitéten ist der im Serum festgestel lte geringe Antikorpertiter verantwort-
lich. Eswurden zwar fast 14 bzw. 11 mg Globulineauf der Sauleimmobilisiert, der penicillinspezifische
Antell ist jedoch sehr gering, so dal’ die Bindungskapazitét ebenfalls gering ist.

Bei der Immobilisierung der avidren Antikor per wurde festgestellt, dal3 sich diese nicht so einfach an
einen Trager binden lassen wie Saugetierantikorper. Die Kopplung der affinitétsgereinigten Immun-
globuline an Azlacton-aktiviertes Polymermaterial und an cyanbromidaktivierte Sepharose brachte
nicht die gewlnschten Resultate, die erhatenen Saulen zeigten kein Bindungsvermdgen fir
Benzylpenicillin.

Wurden dagegen die Antigenbindungsstel len der affinitatsgereinigten |mmunglobuline mit Phenoxy-
methylpenicillinblockiert, bevor diel mmobilisierungvorgenommenwurde, konnteei neAffinitatssaule
mit 2,5 mg 1gY/ml Saulenbett bei einer Kapazitdt von rund 2 pg Benzylpencillin/ml Gel gewonnen
werden. Diese Mdglichkeit der gerichteten Immobilisierung wurde bisher in der Literatur nicht
beschrieben.

Eine unter den gleichen Bedingungen, alerdings unter Verwendung der mit Polyethylenglykol
gefdlten und nicht affinitatsgerei nigten Protei nfraktion hergestel lte Saule hatte bei einer Proteindichte
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von 3,3 mg/ml Gel eine Kapazitat von nur 79 ng Benzylpenicillin.

Offenbar wurden die aviaren Antikorper bevorzugt an ihren Antigenbindungsstellen an den Trager
immobilisiert. Bei Serumantikorpern ist bekannt, dal3 die Aminofunktionen der Antigenbindungs-
stellen eine andere Saurekonstante aufweisen und damit unter den Bedingungen der Immobilisierung
reaktiver sind als die Gbrigen Aminofunktionen [62]. Die avidren Antikorper werden in der Literatur
dagegen wenig beriicksichtigt. Uber die strukturellen Unterschiede zwischen 1gG und 1gY wurde
bereits in Kapitel 1.5.3.2 berichtet. Ob diese Unterschiede eine stérkere Verschiebung der Séure-
konstante der terminal en Aminogruppen verursachen kann, wirdinder Literatur nicht erwahnt, i st aber
aufgrund der geschilderten Befunde nicht auszuschlief3en.

Eine weitere Moglichkeit, die avidren Antikdrper ohne Beeintrachtigung der Antigenbindungsstellen
zuimmobilisieren,istdieK opplungiiber Aldehydfunktionen,diedurchOxidationder K ohlenhydratreste
im F_-Teil generiert werden konnen, an ein Hydrazid-aktiviertes Tragermaterial. Dieses Verfahren
wurde zur Immobilisierung der Serumantikérper durchgefihrt. Bei den aviéaren Antikdrpern wurde auf
einen derartigen Versuch verzichtet, dadiesesV erfahren einen zusétzli chen Oxidati onsschritt beinhal -
tet, der moglicherweise die gegentiber 1gG unstabileren Immunglobuline aus den Dottern schadigen
konnte.

Dain einer Affinitétssaule maximal 500 - 600 pl Gel eingesetzt werden kdnnen, damit das benétigte
Elutionsvolumen nicht zu hoch fr ein automatisiertes V erfahren wird, kann mit dem Material auf der
Basisder affinitétsgereinigten Antikorper eine Saulenkapazitét von 1,2 ug erhalten werden. Eine Saule
mit der immobilisierten Polyethylenglykolfraktion hétte eine Kapazitdt von weniger als 50 ng
Benzylpenicillin. Wahrend eine Kapazitét von 1,2 pg fur die automati sche Rohextraktreinigung mit
anschlief3ender HPL C auch bei Vorkommen von zwei Penicillinen nebeneinander ausreichend sind, ist
eine Kapazitat von 50 ng zu gering (Kap. 4.2.3.2).

HierwerdendieV orteil eder GewinnungvonspezifischenAntikorpernmittel sA ffinitatschromatographie
bei Ausgangsmaterialien mit geringem Antikorpertiter deutlich. Durch die Verwendung von anti-6-
APA-Antikdrpern konnte die Saulenkapazitat um den Faktor 25 gegeniiber der Gesamtproteinfraktion
gesteigert werden.

Die Lebendauer der Affinitétssaulen auf der Basis von aviaren Antikdrpern war im Gegensatz zur
Kapazitét nicht zufriedenstellend. Die Saulewaren nur drei bisvier Tage haltbar, wobei die L eistungs-
fahigkeit nicht durch die Analysenzyklen abnimmt, sondern bereits bel der Lagerung bei 4 °C. Schon
zu einem friheren Zeitpunkt der Untersuchungen zeigte sich, dal3 die affinitétsgereinigten Immunglo-
buline in PBS bei 4 °C nur wenige Tage lagerfahig sind, wahrend die in PBS geloste
Polyethylenglykolfraktion mindestensmehrere Wochen stabil ist. Die komplexe Matrix des Eidotters,
die durch die Affinitatsreinigung entfernt wird, wirkt offenbar stabilisierend fir die Antikorper. Esist
ein oft beobachteter Effekt, dal3 empfindliche Molekilein einer komplexen Matrix stabiler sind, alsin
isolierter und gereinigter Form. Bei gereinigten Enzymen beispielsweise wird oft ein Protein (meist
bovines Serumalbumin) oder Zucker zugegeben, um das Enzym zu stabilisieren. Shimizu et a. [197]
berichten, dal3 avidre Antikorper in Anwesenheit von hohen Konzentrationen (30 - 50 %) Saccharose
oder Invertzucker gegentiber Hitze, Sdure und Druck stabilisiert werden. In den eigenen Untersuchun-
genlieffensichdieaffinitétsgereinigten Antikorper erst bel —20 °Cin PBS Uber |éngereZeit (mindestens
2 Monate) lagern. Eine Stabilisierung der Antikorper durch die Immobilisierung trat nicht ein.
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6.7 Analytik von Penicillinriickstanden in L ebensmitteln

Zur Automatisierung vonimmunaffinitétschromatographischer Extraktreinigung und qualitativer und
quantitativer Analyse per HPLC war die Affinitdtssdule in ein komplettes Analysensystem zu
integrieren. Die im Eluat der Affinitdtschromatographie enthaltenen Penicilline waren an einer
Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE) anzureichern, bevor siefllissigchromatographisch
analysiert werden konnten, da die Konzentration im Eluat nicht hoch genug war.

Kritischer Punkt bei der Verknuipfung von Affinitétssaule und Festphasenextraktion war der bei der
Festphasenextraktion aufgebaute Rickdruck von rund 10 bar. Dieser kam zustande durch die
Kapillarwege sowiedurch diezur Festphasenextraktion verwendete K artusche, dieein RP-18-Material
mit einer KorngrofRevon 5 umenthielt. Bei Verwendung von Agarose oder anderen nicht druckstabilen
Materiaien in der IAC-Saule mufdte deshalb die Apparatur aus zwei unabhangigen Teilsystemen
zusammengestel It werden. Daserste Tellsystemwird nur mit geringem Druck betrieben und enthélt die
Immunaffinitétssaul e, der zweite, unter hohem Druck stehende Tell enthédt die SPEunddieHPLC. Bei
Verwendung von druckstabilen Trégermaterialien bel der Immunaffinitatschromatographie kann auf
die Trennung verzichtet werden. Dann ist es aber V oraussetzung, dai3 das Probenaufgabesystem den
hohen Druck aufbauen kann. Dieses war jedoch in dieser Arbeit nicht gegeben.

Zum Betrieb der Immunaffinitatssdul e mufdte ein Aufgabesystem mit einem Mindestvolumenvon 5 ml
verwendet werden. Dieseswurde mit einem Dilutor bewerkstelligt, der sowohl die Puffer asauch die
Proben aufgegeben hat.

Zum Betrieb der Festphasenextraktion diente eine Gradientenpumpe, die das Konditionieren, die
Probenaufgabe und das Regenerieren der Kartusche mittels Stufengradienten Gibernahm.

Die HPLC-Trennung erfolgte isokratisch, wobei die Probenaufgabe durch mechanisches Zuschalten
der SPE-Kartusche in den Kreislauf erfolgte.

Zur Detektion diente ein UV-Detektor, der auf 230 nm fur Milch und Muskel, auf 300 nm fur Leber
eingestellt wurde. Fir die Detektion bei 300 nm war zusétzlich eine photochemische Nachsaulende-
rivatisierung (Bestrahlung bei 254 nm) erforderlich.

Mit der so zusammengestel lten A pparatur wurde mit Standardldsungen ein Variationskoeffizient von
3 % fiur Cloxacillin bel einer auf Lebensmittel proben umgerechneten Konzentration vom 30 pg/kg
erzielt. Die Wiederfindungsrate lag bei 68 %, wobel der Verlust sowohl bei der Immunaffinitétschro-
matographie als auch bel der Festphasenextraktion moglich ist.

Zur Aufgabe auf die IAC wird ein Probenrohextrakt bendtigt. Dieser wurde aus Milch mittels
Ultrafiltration hergestellt. Ein Ausschluf3volumen von 30 kDa hat sich als ausreichend erwiesen. Die
Wiederfindungsraten fur die Isoxazolylpenicilline lagen bei der EG-Hochstmenge von 30 pg/kg
zwischen 62 und 90 % fir die einzelnen Wirkstoffe bei einem Variationskoeffizienten von 9 %.

Tyczkowska et al. [190] stellten Adsorptionsverluste bei Benzylpenicillin von bis zu 50 % bel der
Ultrafiltration von Milchfest und verdiinnten die Milch daher vor der Filtration mit einem Gemisch aus
Aceton, Methanol und Wasser. Dieses Gemisch fihrte in eigenen Untesuchungen zu Stérungen im
Chromatogramm. Diefestgestel lten Unterschiede kénnen verschiedene Ursachen haben. Tyczkowska
et al. verwendeten eine Ultrafiltrationsmembram mit einem Ausschluf3volumen von 10 kDa, wahrend
sichindieser Arbeit ein Ausschlu3volumenvon 30 kDaal sausrei chend erwies. Diegrof3ere Porenweite
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kénnte zu einer Verminderung der Adsorptionsverluste fihren. Auf3erdem arbeiteten Tyczkowska et
al. mit dem gegeniiber Aufarbeitungsverlusten empfindlicheren Benzylpenicillin, wéhrend in dieser
Arbeit die robusteren I1soxazolylpenicilline untersucht wurden.

Bei der Extraktion von Muskel fleisch zeigte sich, dal3mit rein wal3rigen Extraktionsmitteln nur geringe
Ausbeuten zu erzielen sind. Davor der Immunaffinitdtschromatographie der Extrakt stark verdinnt
wird, ist selbst bei einem Anteil von 50 % organi schem L 6sungsmittel bei der Extraktion nicht mit einer
Schéadigung der Antikdrper zu rechnen.

DieExtraktionausRindermuskel und Rinderleber wurdemit 2x 5ml Acetonitril/Natriumchloridl 6sung
(1+ 1) vorgenommen. DurchdieV erdiinnung der Extraktemit PBS (250 pl auf 10 ml fur Muskelfleisch
und 500 pl auf 10 ml fir Leber) verringerte sich der Anteil an organischem Ldsungsmittel vor dem
auftrag auf die Immunaffinitétssdule auf 1,25 % bei Muskelfleisch bzw. 2,5 % bei Leber. Die
| soxazolylpenicilline wurden mit diesem Gemisch bel der EG-Hochstmenge von 300 pg/kg zu 54 %,
66 % bzw. 89 % aus Muskel und zu 60 % bzw. 65 % aus L eber mit einem V ariationskoeffizienten von
jeweils 1,5 % (Muskel) bzw. 6,5 % (Leber) extrahiert. Die klaren Extrakte eigneten sich zum direkten
Einsatz in der IAC.

Die bei der Analyse der Penicilline aus Muskelfleisch festgestellten grof3en Unterschiede in der
Wiederfindungsrate lassen sich dadurch erklaren, dal3 nur Cloxacillin as wichtigster Vertreter der
untersuchten Penicilline ausfthrlich untersucht wurde. Fir die anderen beiden Penicilline lagen daher
zu wenige Daten vor.

Die hohere Wiederfindungsrate bei der Untersuchung der Lebensmittel gegeniber der
Wiederfindungsrate bei Standards zeigt, dal3 diese Untersuchungen nur modellhaften Charakter
besitzen und noch vertieft werden missen.

Betrachtet man die Blindwerte, die von Ausgangsmaterialien verschiedener Herkunft gewonnen
wurden, fallt auf, daf3 diese nicht gleich aussehen. In keinem Fall traten jedoch Stérungen auf, diedie
Erkennung und Quantifizierung eines der Penicilline storten.

Bei der Detektion bei 230 nm trat bei etwa 16,5 min ein Stérpeak auf, auf dessen abfallender Flanke
dasDicloxacillin eluiert. Bel der Detektion bei 300 nm nach photochemischer Nachsaulenderivatisie-
rung eluierte ein Stérpeak in direkter Nachbarschaft zum Cloxacillin nach rund 14 min. Diese Peaks
hatten ihre Ursache im verwendeten Acetonitril, das durch Destillation von technischem Acetonitril
Uber Kaliumcarbonat erhaltenwurde. Sietraten nur bei der HPL C auf, wenndie Analysenl 6sung vorher
auf der Festphasenkartusche angereichert wurde. Die Signale lief3en sich bel Verwendung von
Acetonitril eines anderen Herstellers (Acetonitril zur HPLC) vermeiden. Probleme mit der Reinheit
von Acetonitril bel der Verwendunginder HPL C sind ausder Literatur bekannt. SiehabenihreUrsache
in der Leistungsfahigkeit der verschiedenen Reinigungsverfahren [198].

Die Untersuchungen zeigten, dal3 die verwendete Apparatur das vollautomatische Abarbeiten eines
Probenrohextraktes erlaubte. Sollen mehrere Probenextrakte nacheinander automatisch analysiert
werden, sind an der Anlage einige Modifikationen vorzunehmen. Dazu gibt es zwei M oglichkeiten:

Ein einfacher Weg ist die Erweiterung der Anlage um ein Schaltventil mit mehreren Eingangen und
einem Ausgang, wie es bereits zur Pufferumschaltung am Dilutor verwendet wurde. Damit kann der
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Probeneingang auf mehrere Eingénge erweitert werden.

Eine anderer Weg ist der Einbau eines Autosamplers mit einem Probenaufgabevolumen von 5 ml.
Dieser wirdeden Dilutor ersetzen. Vorteil dieser Varianteist, dal3 eineV erschleppung von einer Probe
zur anderen ausgeschlossenist, daein Autosampler entsprechende Spulroutinen beherrscht. Diejetzige
Version mit Dilutor, Schaltventil und langeren Teflonzuleitungen erlaubt einen automati schen Spul-
vorgang nur mit hohem Aufwand.

6.8 Vergleich mit bisherigen Methoden

Bislang beinhalteten physikalisch-chemische Verfahren zur Rickstandsanalytik von Penicillinen in
Lebensmitteln zeit- und materialaufwendige Arbeitschritte zur Reinigung der Rohextrakte und zur
Konzentrierung der Analyten. Boison et a. stellten ein HPLC-Verfahren fir Gewebe [35] und Milch
[199] vor, mit dem im Gegensatz dazu Benzylpenicillin relativ schnell und mit geringem Material auf-
wand mittels HPL C analysiert werden kann. Allerdingsist das von Meetschen und Petz vorgestellte
GC-Verfahren [39, 41] das einzige vom Bundesgesundheitsamt akzeptierte Routineverfahren zur
Rickstandsanalytik von Penicillinen in Lebensmitteln [200] und soll hier mit dem automatisierten
Verfahren mit immunaffinitdtschromatographischer Rohextraktreinigung verglichen werden.
Dieautomatisierte Verkniipfung von |mmunatffinitétschromatographie und HPL C hat eine erhebliche
Zeit- und Losungsmittelersparnis zur Folge. Die Abbildung 6-1 zeigt einen Vergleich des Zeit-
aufwandes zwischen der in dieser Arbeit entwickelten automatisierten Methode mit
immunaffinitétschromatographischer Extraktreinigung und der gaschromatographischen Methode
nach Meetschen [201]. Wéhrend bei der GC-Methode das Ergebnisfir eine 1 Analyse erst nach tiber
11 Stunden vorliegt, sind mit der automatisierten Methode nur rund 2,5 Stunden nétig, wobei knapp
die Hélfte des Zeitbedarfs vom automatisierten Teil der Methode bendtigt werden. Der Zeitbedarf fur
sechs Analysen (drei Proben, eine Blindprobe und zwei Standards) liegt bel 16,25 Stunden, da die
Analysen teilweise parallel durchgefirt werden kdnnen und der Zeitbedarf sich nicht addiert. Fir die
gleiche Anaysenreihe werden mit der automatisierten Methode nur 4 Stunden bendtigt. Auch im
L 6sungsmittel verbrauch unterscheiden sich die beiden Methoden sehr stark (Abb. 6-2). Wéhrend die
gaschromatographische Methode mehr als 80 ml halogenierte organische Lésungsmittel verbraucht,
kommen sol che L 6sungmittel bei der automatisierten Methode nicht zum Einsatz. Auch der Verbrauch
nichthal ogenierter L 6sungsmittel ist bei der automatisierten M ethodewesentlich geringer. Dabei ist der
im Kreislauf gefiihrte HPL C-Eluent mit einbezogen unter der V oraussetzung, dal3 mit einem Liter 100
Analysen durchgefihrt werden.

Aulerdem ist zu beachten, dal3 ein manuelles Verfahren mit einer Vielzahl von Arbeitsschritten eine
aulRerst erfahrene Arbeitskraft erfordert, wogegen mit einem automatisierten Verfahren eine bessere
Reproduzierbarkeit zu erwarten ist.

Die Gegenuberstellung der beiden Verfahren zeigt, dal3mit demin dieser Arbeit gezeigten Ansatz die
Entwicklung eines automatisierten Verfahrens mit Immunaffinitatschromatographie fir eine routine-
mafdige, sowohl zeit- as auch material sparende und genaue Penicillinanalytik moglich ist.

Die zur Analytik bendtigte Apparatur stellt zunéchst eine hohe Investition dar, angesichts der
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Abb. 6-1: Vergleich des Zeitaufwandes der GC-Methode und der automatisierten Methode (1 Analyse)
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Abb. 6-2: Vergleich des Lésungsmittelverbrauchs der automatisierten Methode mit
immunaffinitétschromatographischer Extraktreinigung und der GC-Methode
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Ersparnisse an Ldsungsmitteln und Arbeitskraft macht sich diese Investition jedoch schnell wieder
bezahlt.

Ein Nachteil der immunaffinitdschromatographischen Methode ist, das sich keine spektroskopische
Bestétigung anschliefdt. EineLC-M S-Kopplungist zur Zeit noch zu aufwendig fir die Routineanal ytik.
Hier liegt die Stérke des GC-Verfahrens, die eine Bestétigung mittels Massenspektroskopie ein-
schlief3. Denkbar ist hier eine off-line-Kopplung der Immunaffinitdtschromatographie als Verfahren
zur Rohextraktreinigung mit der GC-M S zur Quantifizierung und Bestatigung. Untersuchungen haben
jedoch gezeigt, dal3 die Extraktion der Penicilline aus dem Eluat der Immunaffinitétschromatographie
ineinzur Methylierung geeignetes organisches L 6sungsmittesbei den Mengen- und K onzentrationen,
dieim Eluat vorliegen, maximal zu 50 % gelingt.

6.9 Schlul3folger ungen und Ausblick

Die direkte Untersuchung von entfetteter Milch nach Immunaffinitdtschromatographie ohne
Ultrafiltration zeigte, dald trotz der sehr spezifischen Antigen-Antikorperreaktion auf eine
Entproteinierung nicht verzichtet werden konnte. Abbildung 6-3 zei gt ein Chromatogramm, dal3bei der
direkten Untersuchung von entfetteter Milch erhaltenwurde. Zuviele M atrixbestandteil e konnten nicht
abgetrennt werden, so dal3sieim Chromatogramm al s Stérungen auftraten. Fir diese Stérungenkonnen
sowohl derzeit nicht erklérbare K reuzreaktivitéten oder unspezifische Reaktionen verantwortlich sein.

E (230 nm) t. (Cloxacillin)

t. (Oxacillin) t. (Dicloxacillin)

l

0 5 10 15 min

Abb. 6-3:  entfettete Milch, Blindprobe ohne Ultrafiltration; Detektion: UV 230 nm
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Auch wiederholte Waschschritte vor der Elution konnten die Stérungen nicht beseitigen.

Ein immunaffinitatschromatographisches V erfahren kann anschlief3end an einen riickstandspositiven
Screening-Test zur Bestétigung, Identifizierung und Quantifizierung Verwendung finden, wobei ein
on-line-Verfahren mit HPL C-Trennung mit einem Massenspektrometer zur spektroskopischen Besta-
tigungkompil ettiertwerdensol Ite. Esistjedochauchméglich,andieimmunaffinitdtschromatographische
Extraktreinigung off-line eine GC-M S-Untersuchung anzuschlief3en. Dabel ist alerdings die Extrakt-
ion der Analyten aus dem Elutionspuffer der Immunaffinitdtschromatographie in ein organisches
Losungsmittel, in dem die Methylierung stattfindet, ein kritischer Schritt. Untersuchungen haben
gezeigt, dal3bei denim Elutionspuffer vorliegenden Mengen und Konzentrationen maximal 50 % der
Penicilline extrahiert werden konnten.

Die Anwendung des in dieser Arbeit entwickelten Verfahrens ist zur Zeit durch die mangelnde
Verfugbarkeit der Immunaffinitétssaulen begrenzt. Ein nachster Schritt muf3 daher sein, monoklonale
Antikoérper mit vergleichbaren Eigenschaften herzustellen, so dal3 Uiber einelangere Zeit grofie Mengen
gleichartiger Antikorper zur Verfligung stehen. Die Antikdrperherstellung kann auf der Grundlage des
vorgestellten Immunogens erfolgen. Ein Immunogen mit verschiedenen Pencillinen als antigene
Determinanten ist nur fir die Herstellung polyklonaler Seren geeignet. Fir monoklonale Antikorper
darf jedoch nur eine Determinante vorhanden sein, da jede zusétzliche Determinante eigene
Antikdrperklone hervorruft.

Sollen polyklonale Antikdrper verwendet werden, haben avidre Antikorper den Vorteil, im gleichen
Zeitraum in gréfen Mengen verfiigbar zu sein, als Kaninchenantikorper [112], wobei allerdings durch
diestarkeindividuelle Reaktion der L egehennen geeignete Antikorper erst zu einem spéteren Zeitpunkt
nach Beginn der Immunisierung verfiigbar sein konnen. Die Literatur gibt keine Hinweise zur
Verwendung von aviaren Antikdrpern zur |mmunaffinitétschromatographie, bisher wurden diese
ausschliefdlich zum Aufbau von ELISAS eingesetzt.
SpezifischeaviareAntikorperdurfennachdenhiererziel tenResul tatenni chtaffinitétschromatographi sch
aufgereinigt werden. In der Literatur finden sich keine Hinwelse zur Affinitétsreinigung von Antikor-
pern aus Eidotter, so dal3 hier noch ein erheblicher Bedarf an weiteren Untersuchungen besteht.
Denkbar ist der konsequente Zusatz von Zucker mit einer Konzentration von 50 % bei allen Schritten
der Antikorperisolierung und Reinigung sowie bei der anschlieffenden Immunaffinitdtschromatogra-
phie der Lebensmittelextrakte. Zucker haben gegentiber den zur Stabilisierung von Antikdrpern
ebenfallsin Frage kommenden Proteinen den Vorteil, dal3 sie bei der Immobilisierung der Antikorper
nicht stéren wiirden. Proteine wiirden wie die Antikorper ebenfalls immobilisiert werden, so dal3 ein
grof3er Teil der Bindungsstellen am Tragermaterial blockiert wirde.

Durch einen hoheren Antikorpertiter in den Eidottern kénnten |mmunaffinitétssaulen mit gentigend
hoher Bindungskapazitét zu erhalten werden, ohne dal? eine affinitdtschromatographische Auf-
reinigung der Antikorper erfordrelich wére. Ansatzpunkt dazu kann sein, ein Immunogen mit
wesentlich hoherer Belegungsdichte zu synthetisieren.

In jedem Fall ist es empfehlenswert, vor der Immobilisierung der aviaren Antikorper die Bindungs-
stellen mit einem Penicillin, daskeine Aminofunktionen enthalt, zu blockieren. Auch bel Verwendung
von Serumantikorpern sollte dieses Verfahren zu einer gerichteten Immobilisierung fihren, so daf3
vergleichbare Ergebnisse wie bel der Immobilisierung an einen Hydrazid-aktivierten Trager erzielt
werden sollten. Der Vorteil dieses Verfahrensist, dald ein zusétzlicher Oxidations- und Dialyseschritt
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Uberfllssig ist.

Eswar angestrebt, eine Multimethode zu entwickeln, die eserlaubt, mehrere Pencillinegleichzeitig zu
analysieren. Da in dieser Arbeit fur eine on-line-Kopplung mit der HPLC nur eine Saule fir die
Isoxazolylpenicilline zur Verfiigung stand, konnte dieser Aspekt nicht weiter verfolgt werden.
Interessant in diesem Zusammenhang ist diein der veterindrmedizischen Praxis haufige Kombination
eines Isoxazolylpenicillins mit einem amphoteren Penicillin (Ampicillin oder Amoxicillin). Die
Analyse derartiger Kombinationen ist jedoch erst moglich, wenn Immunaffinitétschromatographie-
saulen mit entsprechenden Antikérpern zur Verfigung stehen.



