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Nachweis von Entziindungen

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von
Entziindungsvorgangen. Die vorliegende Erfindung betrifftinsbesondere ein
Verfahren zum Nachweis von Entzindungsvorgédngen im Gewebe von
Milchdriisen im Menschen oder Tieren, insbesondere bei Rindern, sowie
einen Testkit zur Durchfiihrung des erfindungsgemalRen Verfahrens. Das
Verfahren eignet sich insbesondere zum spezifischen Nachweis von
Entziindungen in Milchdrisen, beispielsweise durch Untersuchung von
Milch, wobei das am Entziindungsgeschehen beteiligte Enzym

Prostaglandin D Synthase (PGDS) qualitativ oder quantitativ bestimmt wird.

Entzindungen der Milchdriise des Rindes sind wegen ihres haufigen
Vorkommens bei etwa 30 - 40% aller Milchkiihe von grof3er
wirtschaftlicher Bedeutung. Zum einen wird durch solche Entziindungen die
Milchleistung und die vermarktungsféhige Milchqualitat verringert. Zum
anderen bedingt ein zu spates Erkennen und die darauf hin notwendige
massive antibiotische Behandlung Wartezeiten, in denen die Milch nicht
vermarktet werden kann. Unter Annahme eines Verlustes von 10% des
Milchertrages bei 15% der Milchkihe in der Bundesrepublik Deutschland,
einer durchschnittlichen Milchleistung von 6 500 kg und einem Kilopreis
von 0,45 DM ist mindestens eine wirtschaftliche EinbulRe von etwa

210 Mio DM pro Jahr zu kalkulieren.

Alle bisher angewandten diagnostischen Verfahren zum Nachweis von
Milchdriisenentziindungen sind unspezifisch und erlauben keine direkte
Einschatzung der Entziindungsvorgdnge in der Milchdrise. Zu diesen
bekannten Verfahren zahlen beispielsweise die Messung der elektrischen

Leitfahigkeit der Milch, die Bestimmung von Zellzahlen oder der Nachweis
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von Enzymen, die eine bereits erfolgte Gewebeschadigung anzeigen, wie

z.B. der Laktatdehydrogenase. Der Nachweis solcher Enzyme ist aber erst

relativ spat moglich.

Derzeit verfligbare Schnelltests zur Anwendung vor Ort sind indirekte Tests
und beruhen auf dem qualitativen bzw. halbquantitativen Nachweis von
Desoxyribonukleinséaure, die aus in der Milch enthaltenen Zellen freigesetzt
und visuell beurteilt wird. Eine erhéhte Zellzahl, welche eine Erhéhung der
Menge an Desoxyribonukleinsadure bewirkt, wird dabei als Indikator fiir eine
Entziindung in der Milchdriise angesehen. Wahrend der Test einen Hinweis
auf die Zellzahl gibt, ist ein erhohter Zellgehalt jedoch nicht direkt auf
Entziindungsvorgénge zurlickzuflhren, wie beispielsweise der am Beginn

und am Ende der Laktation zu beobachtende stark positive Ausfall zeigt.

Da Entzindungen der Milchdriise fast ausschlieRlich auf bakterielle
Infektionen zurlickgehen, muUsste der bakteriologischen Diagnostik ein
grolRer Stelienwert zukommen. Die Praxis zeigt jedoch, dass zwischen den
genannten unspezifischen Veranderungen in der Milch und der
Bakteriologie selten Korrelationen bestehen. Eine Diagnose vorallem
subklinischer Entzindungen ist damit bisher sehr unsicher. Beispiele far
funktionelle Proteinindikatoren fir subklinische Mastitis sind beispielsweise
LDH, NAGase (Zank W., Schlatterer B. Assessment of subacute mammary
inflammation by soluble biomarkers in comparison to somatic cell counts in
quarter milk samples from dairy cows. J Vet Med A 1998; 45:45-51),
Plasminogen und Plasmin (Urech E., Puhan Z., Schéllibaum M. Changes in
milk protein fraction as affected by subclinical mastitis. J Dairy Sci 1999;
82:945-951) sowie der Marker Cba (Rainard P., Poutrel B. Generation of
complement fragment Cba in milk ist variable among cows. J Dariy SCi
1999; 82:2402-2411).

Entziindungen werden durch Entziindungsmediatoren in der Regel nach

Initiation durch bakterielle Stoffwechselprodukte ausgeldst. Erste Vorgange
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beruhen dabei auf einem lokal erhdhten Phospholipidstoffwechsel, der zu
Prostaglandinen und prostaglandin-ahnlichen Stoffwechselprodukten fihrt.
Diese sind zwar im Milchsekret einer entziindeten Milchdriise nachweisbar,
es sind jedoch bisher keine eindeutig einschétzbaren Substanzmuster
nachgewiesen oder erkannt worden, was unter anderem mit der
Kompliziertheit und dem Aufwand der Analytik zu tun hat (F. Atroshi et al.
Inflammation-related changes in cyclic AMP and cyclic GMP in bovine
mastitis.Vet Res Commun 1989; 13:427-33; O. O’Sullivan et al. Analysis
of prostaglandin D2 metabolites in urin: comparison between enzyme
immunoassay and negative ion chemical ionisation gas chromatography-

mass spectrometry. Prostaglandins Other Lipid Mediat 1999; 57:149-165).

Eine Aufgabe der Erfindung war es deshalb, ein Verfahren und
insbesondere einen spezifischen Entziindungsindikator zum Nachweis von
Milchdriisenentziindungen bereitzustellen. Weiterhin ware es
winschenswert, auch andere Entziindungsvorgénge mit Hilfe eines
Entziindungsindikators nachweisen zu kénnen. Eine weitere Aufgabe der
Erfindung war es deshalb ein Verfahren zum Nachweis von Entzindungen

bereitzustellen.

Diese Aufgabe wird gelést durch ein Verfahren zum Nachweis einer
Entztindung, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass man das Enzym
Prostaglandin D Synthase (PGDS) oder Teilstlicke desselben qualitativ
und/oder quantitativ bestimmt. Die Bestimmung erfolgt bevorzugt in
Kérperflissigkeiten. Es wurde festgestellt, dass die Prostaglandin D
Synthase (PGDS) bei Entziindungsvorgéngen im Kérper bzw. in Gewebe
von Menschen und Tieren ansteigt. PGDS kann bei Entziindungen,
beispielsweise'bei rheumatoider Arthritis oder Enzephalitis vermehrt in
Korperflissigkeiten, beispielsweise im Plasma, in der Synovialflssigkeit, in
der Cerebrospinalfliissigkeit, im Urin oder im Ejakulat aufgefunden werden.

Die Prostaglandin D Synthase (PGDS) eignet sich somit als
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Entziindungsindikator fir Entziindungsvorgénge, da die Menge an Enzym
bei Entziindungen ansteigt. Die Bestimmung kann auch im Stuhl erfolgen

und dient dann zum Nachweis von Entziindungen im Gastrointestinaltrakt,

insbesondere im Magen, Pankreas oder Darm.

Die Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren zum Nachweis einer
Milchdrisenentziindung, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass man
das Enzym Prostaglandin D Synthase (PGDS) oder Teilstlicke desselben

qualitativ und/oder quantitativ bestimmt.

Es wurde festgestellt, dass die Prostaglandin D Synthase (PGDS) bei
Milchdriisenentziindungen vermehrt ausgeschieden wird, so dass sich
dieses Enzym als Entziindungsindikator zum spezifischen qualitativen

oder/und quantitativen Nachweis von Milchdriisenentziindungen eignet.

ErfindungsgemafR wird somit ein unmittelbar an die Entzindungsvorgange
gekoppelter indikator von hoher Spezifitat bereitgestellt, dessen Nachweis
und Quantifizierung auch eine Frihdiagnose von Entziindungen,
insbesondere Entziindungen der Milchdriisen zulédsst. Das Indikatorenzym
Prostaglandin D Synthase (Zugangsnummer 002853) kommt in mehreren

Isoformen vor, die einzeln oder zusammen nachgewiesen werden kénnen.

Die Indikatorsubstanz PGDS zum Nachweis einer Milchdrisenentziindung
wurde durch Vergleich des Molkeproteinmusters von Milch von von
Milchdriisenentziindung betroffenen Tieren mit dem von nichtbetroffenen,
gesunden Tieren aufgefunden. Dieses Proteinmuster kann beispielsweise
durch zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-PAGE) erhalten werden,
wobéi bei Milchproben von Tieren mit Milchdrisenentziindung 4 zusatzliche
Flecken bei einem Molekulargewicht von etwa 26 kDa und einem pH-
Bereich von 5,0 bis 6,4 aufgetreten sind. Die aus dem Gel
ausgeschnittenen Substanzen zeigten ein sehr &hnliches

chromatografisches sowie massenspektrometrisches  Muster von
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chemotryptischen Peptiden. Mittels einer Datenbanksuche konnten die 4

Substanzen als Isoformen der Rinderprostaglandin D Synthase (PGDS)

identifiziert werden, wobei in einer der Isoformen ein Cysteinrest zu einer

Sulfonsaure oxidiert war.

Es ist somit gelungen, trotz der hochkomplexen Natur der Abwehr- und
Entziindungsmechanismen von Milchdriisen gegen die Invasion von
verschiedenen infektidsen Mitteln, einen Marker bereitzustellen, der auf
zuverlidssige Weise einen qualitativen und/oder quantitativen Nachweis
einer Michdrisenentziindung erlaubt. Auf Grund der grof3en Menge an
Kaseinen in Milch wurde eine Vorfraktionierung von Kuhmilchproteinen im
Hinblick auf Molkebestandteile ausgeflihrt, wodurch eine
Polypeptidaufldsung erreicht werden konnte, die die Identifizierung des

erfindungsgemaRen Markerenzyms PGDS erlaubte.

Uberraschenderweise konnte dieses Markermolekl nicht nur im Blut oder
innerhalb der Zellen bei einer Milchdriisenentzindung nachgewiesen
werden, sondern tritt bei Milchdriisenentzindungen auch in Miich in
erhdhter Menge auf, so dass ein leichter und einfacher Nachweis einer
Milchdrisenentziindung moglich ist. Weiterhin konnte das Enzym bei
Entziindungen in erhdhter Menge in Korperflissigkeiten nachgewiesen
werden, z.B. bei Enzephalitis in erhdhter Menge im Cerebrospinalfluid und
bei rheumatoider Arthritis in der Synovialflissigkeit. Die lipocalin-artige
Prostaglandin D Synthase, welche auch als Prostaglandin-H2-D-lsomerase
(EC5.3.99.2) bezeichnet wird, ist ein Membran-gebundenes Enzym
(Giacomelli S, Leone MG, Grima J, Silvestrini B, Cheng CY. Astrocytes
synthesize and secrete prostaglandin D synthase in vitro. Biochim Biophys
Acta 1996; 1310:269-276).

Grundsatzlich kann das erfindungsgemaRe Verfahren zum Nachweis von

Entziindungen bei Menschen oder Tieren eingesetzt werden.
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Wahrend das erfindungsgemaRe Verfahren bevorzugt zum Nachweis einer
Milchdriisenentziindung bei Menschen oder Tieren eingesetzt werden kann,
wird es besonders bevorzugt zum Nachweis von Milchdrisenentzindungen
von Rindern eingesetzt. Bevorzugt bestimmt man das Enzym Prostaglandin
D Synthase oder Teilstiicke desselben, insbesondere Teilstlicke mit einer
Lange von mindestens 15 Aminoséauren, mehr bevorzugt von mindestens
30 Aminosauren und noch mehr bevorzugt von mindestens 50
Aminosauren, in einer Korperflissigkeitsprobe oder bevorzugt in einer
Milchprobe. Beim Nachweis beim Menschen wird insbesondere humane
Prostaglandin D Synthase als Marker verwendet, beim Nachweis bei
Rindern insbesondere bovine Prostaglandin D Synthase.

Die Bestimmung des Markers in einer Milchprobe erlaubt vor Ort eine
schnelle und einfache Einschatzung, ob eine Entzindung vorliegt bzw. wie

stark eine Entziindung ausgepragt ist.

Besonders bevorzugt wird die Bestimmung unter Verwendung mindestens
eines Antikdrpers gegen Prostaglandin D Synthase durchgefihrt.
Erfindungsgem3R einsetzbare Antikdrper kénnen gemald dem Stand der
Technik bekannten Verfahren hergestellt werden. Dem Fachmann sind
Verfahren zur Herstellung von monoklonalen bzw. polyklonalen Antikdrpern
gut bekannt. Zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern wird
beispielsweise das Antigen, im vorliegenden Fall also das Enzym
Prostaglandin D Synthase oder Teilstiicke desselben, in dblicher Weise
gereinigter Form zur Erzeugung von Antikdrpern verwendet. Prinzipiell kann
hierzu das Verfahren, welches erstmals von Kd&hler und Millstein
beschrieben wurde, angewandt werden, wobei dem Fachmann auch
Abwandlungen und Weiterentwicklungen dieser Verfahren bekannt sind.
Die Selektivitat der erhaltenen Antikdrper kann durch Selektion festgestellt

werden.

Es ist auch méglich, ausgehend von Prostaglandin D Synthase oder

Teilstlicken davon, polyklonale Antikérper nach bekannten Verfahren



10

15

20

25

30

WO 02/077643 PCT/EP02/03383
-7 -
herzustellen. Solche polyklonalen Antikdrper werden bevorzugt eingesetzt,

insbesondere polyklonale Antikérper, die alle Isoformen der Prostaglandin

D Synthase erkennen.

Besonders bevorzugt wird der Antikérper unter Verwendung der Peptide
PGDS1 (Ac-LTSTFLRKDQCETRTLL-NH2), PGDS2 (Ac-FEEDKFLGRWFTSG
LAS-NH2) oder PGDS3 (Ac-GPGQDFRMATLYSRSQ-NH2) hergestellt.

Die Bestimmung wird bevorzugt mittels eines Immuno-Assays,
insbesondere mittels eines quantitativen Sandwich-ELISA durchgefihrt. In
einer bevorzugten Ausfithrungsform dieses Tests bringt man eine Probe,
beispielsweise eine zu untersuchende Milchprobe, mit mindestens zwei
verschiedenen Rezeptoren in Kontakt, von denen der erste Rezeptor R1 an
eine Festphase immobilisiert vorliegt und mit PGDS bindeféhig ist und der
zweite Rezeptor R2 in flissiger Phase vorliegt und ebenfalls mit PGDS
bindefdhig ist und eine Markierung trigt oder die Bindung an ein
detektierbares Molekiil mittelt, trennt die feste von der flissigen Phase und
bestimmt die Markierung oder das detektierbare Molekll in der festen
Phase. Durch Quantifizierung der bestimmten Menge an Markierung oder-
detektierbarem Molekl kann die Menge an in der Probe vorhandener PGDS

guantifiziert werden.

In einer weiteren bevorzugten Ausflhrungsform wird das

erfindungsgemaRe Verfahren als Western-Blot durchgefihrt.

Bei Durchfiihrung eines Immuno-Assays kann spezifisch der Gehalt an
PGDS in einer Probe, beispielsweise in einer Milchpobe, festgestellt
werden, welche als Marker fur eine Milchdriisenentziindung angesehen
werden kann. Neben der quantitativen Bestimmung ist auch eine qualitative
Bestimmung mdglich, um z.B. ein schnelles Resultat vorab zu erhalten.
Bevorzugt wird ein cut-off-Wert festgelegt, um negative von positiven

Resultaten zu unterscheiden.
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In einer bevorzugten Ausfithrungsform wird zundchst ein an das Enzym
PGDS spezifisch bindender Antikérper mittels bekannter Verfahren an eine
Festphase immobilisiert. Die zu untersuchende Probe, insbesondere eine
Milchprobe wird nach Entrahmung in einer geeigneten Pufferlésung mit
dem fixierten Antikdrper in Kontakt gebracht und Uber diesen an die
Festphase gebunden. Nach Waschen des so erhaltenen immobilisierten
Antikérper-Enzym-Komplexes wird dann ein weiterer mit einem Marker
gekoppelter sekundarer Antikdrper zugefiigt, der an ein anderes Epitop der
PGDS bindet und die Menge des im System verbleibenden Markers
bestimmt. Die Menge des gebundenen Markers ist direkt proportional zur
Menge an PGDS in der Probe. Bevorzugt wird das erfindungsgemalie
Verfahren parallel mit Referenzmaterial mit unterschiedlichen
Konzentrationen von PGDS in Kérperflissigkeitsproben, insbesondere in
Milchproben durchgefiihrt, um ein hohes Maf3 an Analysensicherheit und

Genauigkeit bereit zu stellen.

Mit dem erfindungsgemafRen Verfahren kdnnen sowohl eine beginnende als
auch eine schon bestehende Entzlindung, insbesondere eine
Milchdrisenentziindung nachgewiesen und quantifiziert werden. Weiterhin
ist das Verfahren spezifisch und leicht durchfihrbar. Das
erfindungsgemaRe Verfahren eignet sich dartber hinaus nicht nur zur
Durchfihrung in  einem Labor, beispielsweise als quantitatives
Testverfahren, sondern kann auch als Schnelltestvariante ausgestaltet sein,
die es erlaubt, vor Ort die Lokalisation und Schwere einer Entziindung

einzuschatzen.

Neben der Durchfiihrung des erfindungsgemafen Verfahrens in Form eines
I[mmuno-Assays und insbesondere eines ELISA oder eines Western-Blots,
ist der Nachweis von PGDS, beispielsweise in Milch, auch mit Hilfe anderer
Nachweisverfahren méglich, wobei insbesondere der Nachweis mit Hilfe
von Massenspektroskopié, insbesondere MALDI-TOF (matrixunterstutzte

Laserdesorption/lonisations-Flugzeitmassenspektrometrie) oder mittels
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Gelelektrophorese, insbesondere zweidimensionaler Gelelektrophorese,
bevorzugt ist. Daneben kann die Analytkonzentration prinizipiell auch
mittels Biosensoren bestimmt werden, wie z.B. amperometrische Sensoren,
potentiometrische, piezoelektrische, thermometrische oder photometrische
Sensoren oder auch mittels Halbleiterelektroden, wie Feldeffekt-
Transistoren (FIT), chemosensitiven Feldeffekt-Transistoren (CHEMFET),
Suspended-gate-Feldeffekt-Transistoren (SGFET) oder ionensensitiven
Feldeffekt-Transistoren. Solche Biosensoren sind beispielsweise bei E. A.
H. Hall und G. Hummel in "Biosensoren”, Springer-Verlag Heidelberg,
Deutschland, 1995, beschrieben. Weiterhin kann der Nachweis mittels
Kandelaber-Technologie von IBM, Inc. durchgefGhrt werden. Eine
besonders vorteilhafte Verfahrensfihrung bezlglich  Sensitivitat,
dynamischer Messbereich, Analysenkinetik und Formatflexibilitét 18sst sich
durch die Verwendung der Elektrochemielumineszenz-Technologie
erreichen. Unter Elektrochemilumineszenz versteht man einen Prozess, bei
welchem Licht freigesetzt wird. Die Lichtfreisetzung wird dadurch induziert,
indem ein elektrisches Potenzial an eine Elektrode angelegt wird, welche
eine cyclische Redox-Reaktion eines Ruthenium-Metall-lons vermittelt
(Bruno, G. (1997) Rec. Rp. Sei;ten 175-179; Williams R. (1996), Amer.
Biotech., Seite 26). Eine dhnliche geeignete Technologie ist die TRACE-

Technologie der Firma CIS, Deutschland.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Testkit zum
Nachweis oder/fund zur Diagnose einer Entzindung, insbesondere einer
Milchdriisenentziindung, welcher mindestens einen mit Prostaglandin D
Synthase bindenden Rezeptor enthélt, wobei der Testkit insbesondere far
die Durchfihrung des erfindungsgemaRen Verfahrens ausgestaltet ist. Der
Testkit ist insbesondere zum Nachweis bei Rindern vorgesehen, kann aber
auch zum Nachweis bei anderen Tieren oder beim Menschen vorgesehen

sein.
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Der Antikérper ist bevorzugt ein polyklonaler Antikdrper, der an mehrere,

bevorzugt alle Isoformen der Prostaglandin D Synthase bindet.

Der an das Enzym PGDS bindende Rezeptor vermittelt vorzugsweise die
Bindung an eine feste Phase, so dass eine Trennung von flissiger Phase,
enthaltend die Probe, insbesondere eine Milchprobe, und fester Phase mit
der daran (iber einen Rezeptor gebundener PGDS erméglicht wird. Diese
Festphase ist in einer bevorzugten Ausgestaltung ebenfalls Bestandteil des
Testkits. Die zu untersuchende Probe wird dann in einer geeigneten
Pufferldsung mit dem fixierten oder fixierbaren Rezeptor, insbesondere
Antikérper, in Kontakt gebracht und mittels des Rezeptors an die Festphase
gebunden. Bei der Verwendung von Milch als Probe wird bevorzugt vor

diesem Schritt eine Entrahmung durchgefihrt.

Nach Waschen des erhaltenen immoblisierten Antikérper-PGDS-Komplexes
wird dann ein weiterer markierter oder an ein detektierbares Molekl
bindefahiger, z.B. mit Biotin versehener sekundérer Antikérper zugesetzt,
der vozugsweise an ein anderes Epitop der PGDS bindet. Anschliefsend
kann die Markierung bestimmt werden, z.B. mit Hilfe von Streptavidin-
Peroxidase. Die Menge an gebundenem Marker ist direkt proportional zur
Menge an PGDS in der Probe. ZweckmaRigerweise enthélt der Testkit
Referenzmaterial bekannten Gehalts und insbesondere mit
unterschiedlichen Konzentrationen von PGDS zur quantitativen Bestimmung

und zur Sicherung der Analysenqualitat.

Neben der bevorzugten Ausgestaltung als Festphasen-Sandwich-Assay
kann das erfindungsgemaRe Verfahren auch durch andere
Nachweismethoden durchgefiihrt werden. Insbesondere kénnen alle Arten
von immunologischen Nachweisverfahren, welche mit Hilfe wvon
Antikérpern durchgefihrt werden, erfindungsgemég eingesetzt werden. So
kann das erfindungsgemaRe Verfahren beispielsweise als Sandwich-,

ELISA-, Schwingquarz-, Mikrowaage- oder Elektrochemolumineszenztest
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durchgefiihrt werden und enthélt bevorzugt die dafir notwendigen

Reagenzien und gegebenenfalls auch Vorrichtungen.

Fir eine einfache Handhabung kann der Test in Form eines Teststreifens
konzipiert werden, auf dem beispielsweise in unterschiedlichen Zonen die
bendtigten Antikdrper, entweder in loslicher Form oder Festphasen fixiert, '
angeordnet sind. Die Probe bzw. der Flissigkeitsanteil der Probe oder ein
Extrakt davon kénnen dann den Teststreifen durchwandern und an der

Detektionsstelle ein Signal liefern, wenn PGDS in der Probe vorhanden ist.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform ist der Test als Schnelltest
in Form eines Membrandiffussionstests ausgestaltet, z.B. als

immunchromatografischer Lateral Flow Test oder ahnlicher Test.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung bezeichnet der Ausdruck "Rezeptor”
bzw. "Antikérper" auch solche Teile oder Fragmente von Rezeptoren bzw.
Antikérpern, welche die notwendige Bindung an PGDS noch vermitteln. Es
ist dabei auch mdglich, an Stelle eines einzelnen Antikdrpers ein Konjugat,
beispielsweise aus zwei Antikérpern, einzusetzen. Insbesondere kann
beispielsweise als sekundéarer Rezeptor ein mit PGDS bindefahiger
Antikdrper verwendet werden und der Nachweis {iber einen weiteren
markierten Antikérper gefihrt werden, welcher gegen den Fc-Teil des
sekundaren Antikoérpers gerichtet ist und eine Markierung trdgt oder
wiederum an ein detektierbares Molekilll gekoppelt ist. Eine solche
Konjugatbildung aus zwei Antikérpern soll im Rahmen der vorliegenden
Erfindung mit umfasst sein, wenn der sekundére Antikdrper so definiert ist,
dass er die Bindung an ein detektierbares Molekil vermittelt. Analoges gilt
far die Bindung des ersten Antikorpers an die feste Phase. Auch diese
Bindung kann tber Festphasen-gekoppelte Antikérper erfolgen, welche an

den Fc-Teil des ersten Antikérpers binden.
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es bevorzugt, dass der Testkit
als Rezeptoren Antikdrper oder spezifisch bindeféahige Antikdrperfragmente
enthalt. Es ist weiterhin bevorzugt, dass der erste Antikdrper an eine feste
Phase gekoppelt vorliegt, wéhrend der sekundéare Antikérper bevorzugt ein
|&slicher, markierter Antikdrper oder ein loslicher Antikorper ist, der an ein
Enzym gebunden ist, welches wiederum Uber eine Nachweisreaktion
bestimmbar ist. Die Markierung kann so ausgestaltet sein, dass sie ohne
weitere Zugaben von Substanzen erkennbar ist, wie z.B. eine
Goldmarkierung oder eine Fluoreszenzmarkierung, aber auch so
ausgestaltet sein, dass eine Zugabe weiterer Reagenzien die Bestimmung
ermoglicht. Beispielsweise kann der Nachweis durch Markierung mit

Enzymen und Zugabe des Enzymsubstrats erfolgen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung
eines Antikdérpers gegen Prostaglandin D Synthase zur Herstellung eines
Mittels zum Nachweis von Entzindungen, insbesondere von
Milchdriisenentziindungen. ErfindungsgemalR wurde festgestellt, dass
Antikérper gegen Prostaglandin D Synthase spezifische Marker fir
Entziindungen, insbesondere fir Milchdrisenentziindungen sind, so dass
sie sowoh! zum qualitativen als auch zum quantitativen Nachweis solcher

Entziindungen eingesetzt werden kénnen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein monoklonaler
Antikérper, welcher spezifisch das Enzym Prostaglandin D Synthase
(PGDS) bindet.

Die erfindungsgemafen Antikérper sind mit Hilfe von an sich bekannten
Methoden erhaltlich. Hierbei wird zunéchst das Enzym Prostaglandin D
Synthse (PGDS) isoliert und gegebenenfalls gereinigt. Danach kann ein
Versuchstier mit der so erhaltenen Prostaglandin D Synthase bzw. mit
Bruchstiicken davon, welche die entsprechenden Epitope aufweisen,

immunisiert und die gebildeten Antikérper isoliert werden. Bruchstlicke,
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welche zur Immunisierung verwendet werden, kdonnen z.B. aus einer
Protease-Verdauung der gereinigten PGDS stammen oder aus
synthetischen Teilpeptiden desselben bestehen. Die Herstellung solcher
Teilpeptide ist dem Fachmann an sich bekannt. Es kénnen dabei aus der
Gesamtsequenz z.B. mit Hilfe von Computerprogrammen Teilsequenen
ausgewahlt werden, welche entsprechende Epitope enthalten. Diese
Sequenzen werden dann auf ihre Verwendbarkeit zur Herstellung

spezifischer Antikérper getestet.

Vorzugsweise werden die erfindungsgeméaRen monoklonalen Antikérper
nach der Methode von Kdhler, Milstein (Nature 256, 495-497 (1975))
erzeugt. Dabei werden beispielsweise BALB/c-Mé&use mit isolierter PGDS
immunisiert und die Milzzellen dieser Tiere mit einer Myelomazelilinie,
beispielsweise PA |, fusioniert. Die sezernierten Antikérper werden

beispielsweise in ELISA oder RIA auf ihre Spezifitdt getestet und isoliert.

Des Weiteren betrifft die vorliegende Erfindung Aptamere, welche
spezifisch an PGDS binden. Aptamere sind Oligonukleotidsequenzen,
welche spezifische Bindeeigenschaften aufweisen. Die erfindungsgemalien
Aptamere kénnen beispielsweise nach den in US 5,270,163 oder in
Sumedha, Clin. Chem. 45 (1999) 1628-1650 beschriebenen Methoden

hergestellt bzw. identifiziert werden.

Der Erfindung wird durch die beigefligten Figuren und die folgenden

Beispiele weiter erlautert.

Figur 1:
Vergleich von Molkeproteinmustern von entzindeten (Figur 1A) und
unveranderten (Figur 1B) Milchdriisenvierteln mit SDS-2D-PAGE

Aquivalente Mengen (6 mg) von lyophilisierten Proteinproben wurden auf

pH 4-7 lineare IPG-Streifen geladen und fokussiert, gefolgt von
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Elektrophorese auf einem SDS-Gel mit konstanter Acrylamidkonzentration
(12% T, 2,67% C). Pfeile zeigen die identifizierten Proteinspezies, die in
dem unveranderten Euterviertel nicht vorhanden sind. Die mit Buchstaben
bezeichneten Flecken stellen identifizierte Proteine dar, die Ublicherweise in
jeder Milch gefunden werden: A:lgG1; B:Rinderserumalbumin-Fragment;
C:Rinderserumalbumin-Fragment; D:Rinderserumalbumin-Fragment; E:k-

Casein; F:EPI (sekretorisches Protein).

Figur 2:
Umkehrphasen-HPLC-Separation der chymotryptischen Peptide, die durch

einen Verdau der Proteine der Flecken 2 und 3 im Gel erhalten wurden.

Figur 3:

MALDI-TOF-Spektren im negativen lonenmodus der chymotryptischen
Peptide, die durch Verdau der Proteine in der Flecken 2 und 3 im Gel
erhalten wurden. Die Spektren sind fast identisch auRer der durch Pfeile

markierten Peptide. In Fleck 3 kénnen die Peptide bei 1.085 und 1.198 Da
den Resten 68 bis 77 und 67 bis 77 der PGD-S-Sequenz zugeordnet
werden. Die Massen der entsprechenden Peptide im Fleck 2 sind 9 Da

niedriger.

Figur 4:
PGDS-Sequenz. Die beobachteten chymotryptischen Peptide sind
unterstrichen. Peptide, die im Fleck 2 und 3 unterschiedlich sind, sind

fettgedruckt.

Figur 5:
Western-Blots von Milchsekreten aus unterschiedlich verénderten

Eutervierteln.
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Beispiele

Beispiel 1

Materialien und Methoden

Es wurden 7 Kihe untersucht, ausgewahlt auf Basis einer
bakteriologischen Untersuchung, hinsichtlich der somatischen Zellzahl
(SCC) und der Aktivitat von Lactatdehydrogenase (LDH). Vormilchproben
von infizierten und nichtinfizierten Vierteln des gleichen Euters wurden
direkt in 50 ml Behalter abgefillt, die eine Kombination der zwei
Proteinaseinhibitoren PMSF (Phenylmethyisulfonylfluorid, 2 mM) und
APMSEF ((4-Amidinophenyl)-2 Methansulfonylfluoridhydrochlorid, 20 uM),
beide von Roche Diagnostics Mannheim, enthielten. Fir die Bestimmung
der Zellzahlen und der Aktivitdat von LDH wurden nicht-gespikte

Vormilchproben verwendet.

1.1 Analyse und Herstellung von Molkefraktionen

SSC wurde mit einem Fossomatic 360 (Foss Electric, Hillerfod, Denmark)
gemessen. Die LDH-Aktivitdt wurde in entrahmter Milch mit einem
Beckman Synchron CX5 CE Autoanalysator gemessen (Zank W, Schiatterer
B. Assessment of subacute mammary inflammation by soluble biomarkers
in comparison to somatic cell counts in quarter milk samples from dairy
cows. J. Vet. Med. A 1998; 454:45-51). Die Ergebnisse wurden in LDH-
Einheiten (umol/sec 1) ausgedriickt. Die Molkeproteinfraktionen wurden
gemaR dem Verfahren von Molloy MP, Herbert BR, Yan JX, Williams KL,
Gooley AA. (ldentification of wallaby milk proteins separated by two-
dimensional electrophoresis, using amino acid analysis and sequence
tagging. Electrophoresis 1997; 18:1073-1078) hergestellt. Kurz, eine
Milchfettabtrennung, wurde durch Zentrifugation bei 5000 g, 4°C far
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10 min durchgefithrt. Casein wurde durch Ansduerung von entrahmter
Milch auf einen pH von 4,6 mit 4 M Essigsaure prezipitiert und durch
Zentrifugation bei 5000 g, 4°C und durch Filtration, zun&chst durch einen
Papierfilter und dann durch eine Polyvinyliden-difluorid-Membran (PVDF,
0,2 um) entfernt. Das Filtrat wurde Uber Nacht bei 4°C gegen doppelt
destilliertes Wasser dialysiert. Nicht aufgeldstes Material wurde durch
Zentrifugation entfernt. Eine Proteinbestimmung wurde gemal Bradford
MH. (A rapid and sensitive method for quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 1976;
205:22-26) durchgefiihrt unter Verwendung eines Protein-Assays von Bio-
Rad {Hercules, USA). Aliquots wurden lyophilisiert und bei -70°C gelagert.

1.2 Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE)

1.2.1 Erste Dimension: Isoelektrisches Fokussieren

6 mg lyophilisierter Proteine der Molkefraktionen wurden in 350 ul
Rehydratationslésung (8 M Harnstoff, 2% CHAPS, 0,3% Dithioerythritol
(DDT), 2% IPG-Puffer) geldst. Immobiline™ Dry Strips, pH 4-7, 18 cm,
wurden auf einer Multiphor II-Vorrichtung (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden) eingesetzt. Das Fokussieren wurde bei 500 V
gestartet. Die Spannung wurde schrittweise innerhalb einer Stunde auf
3500 V erhéht und das Fokussieren wurde bei 2 mA und 10 W fir 7,5 h

fortgesetzt.

1.2.2 Zweite Dimension: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Vor der zweiten Dimension wurden die IPG-Streifen zunachst fir 15 min in
10 ml aus 50 mM Tris-HCI, pH 8,8, 6 M Harnstoff, 30% (vol/vol) Glycerin,
2% (Gew/vol) SDS, einer Spur Bromphenol blau und 65 mM Dithioerythritol
(DDT) &aquilibriert und dann fir weitere 15 min im gleichen Puffer, wobei

DTT durch 260 mM Jodacetamid ersetzt wurde. Auf einem SDS-Gel mit
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konstanter Acrylamidkonzentration (12% T, 2,67% C, 200x205x1,5 mm)
wurden die &quilibrierten [|PG-Streifen in 0'5% Agarose auf der
kathodischen Seite einbettet unter Verwendung der horizontalen Protean’
lI-Vorrichtung (Bio-Rad, Richmond, USA). Die Elektrophoresebedingungen
waren 150 V, 156mA/gel, 10 W bei 12°C Uber Nacht, bis der Bromphenol-
Nachweisfarbstoff am anodischen Ende erschien. Die Gele wurden mit
Coomassie blau R 350 gefarbt, bis die erforderliche Farbungsintensitat
erhalten war. Ein Entfarben der Gele wurde durch mehrmaliges Wechseln

einer Entfarbeldsung (25% Ethanol, 8% Essigsaure) durchgefihrt.
1.3 Identifizierung und Analyse der Gel-aufgelosten Proteine

1.3.1 Proteolytischer Verdau der Proteine im Gel und Extraktion der

Peptide

Die gefarbten Proteinflecken wurden ausgeschnitten und 2-6 h in einem
Gemisch aus 40% (vol/vol) Acetonitril und 60% (vol/vol) 50 mM NH,HCO,
entfarbt. Nach Trocknung durch Vakuumzentrifugation wurden sie mit einer
Chymotrypsinlésung (30 ng/ul in 50 mM NH,HCO,) getréankt. Der Verdau
wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur durchgefihrt. Die Peptide wurden
durch Zugabe von 30 ul 0,1% Trifluoressigsédure (TFA) gefolgt von 50 ul
Acetonitril (CH;CN) nach 10 min extrahiert. Der Uberstand wurde entfernt
und die Vorgehensweise einmal wiederholt. Die kombinierten Ubersténde

wurden lyophilisiert.

1.3.2 RP-HPLC (Umkehrphasen-Hochdruckfliissigkeitschromatographie)

Trennung der chymotryptischen Peptide

Die durch enzymatischen Verdau (Chymotrypsin) gebildeten Peptide
wurden durch RP-HPLC (SMART system, Pharmacia, Uppsala, Schweden)

auf einer Pharmacia C2/C18 SC2.1/10 - Saule unter Verwendung eines
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linearen (0-50% in 40 min) Acetonitrilgradienten in O,1% TFA getrennt. Die

Peptide wurden bei einer Wellenlange von 214 nm detektiert.
1.3.3 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

MALDI-TOF (Matrix-unterstiitzte Laserdesorption/lonisation-
Flugzeitmassenspektrometrie) Massenspektren wurden auf einen Reflex I
MALDI-TOF Instrument (Bruker-Daltonik, Bremen, Deutschland)
aufgenommen. Alle Spektren wurden im Reflektormodus mit a-Cyano-4-
Hydroxyzimtsaure (15 mg/ml in 70% Acetonitril) als Matrix aufgenommen.
Zur massenspektrometrischen Analyse wurde das Peptidgemisch in 10 ul
eines 3/7 Gemisches (vol/vol) Acetonitril und 2% wassriger TFA geldst.
Einzelne durch RP-HPLC gereinigte Peptide wurden einer weiteren Analyse

durch Aufzeichnen der Post-Source-Decay-Spektren unterzogen.

1.4 Datenbanksuche

Die Datenbanksuche unter Verwendung der proteolytischen Peptidmassen
wurde mit dem Peptid Search Programm entwickelt bei der EMBL Protein &
Peptide Group (http://www.mann.embl-heidelberg.de oder
http://www.peptsearch.protana.com) durchgefihrt.  PeptidSearch
verwendet eine nicht-redundante Proteindatenbank, welche gegenwartig
mehr als 465.000 Eintragungen enthélt. Die ldentifizierung der Proteine
basiert auf dem Vergleich des Satzes an Peptidmassen, die expérimentell
von den isolierten Proteinen abgeleitet wurden, mit den enzymatisch
abgeleiteten theoretischen Massen der enzymatisch abgeleiteten Peptide

von allen Proteinsequenzen in der Datenbank.
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2. Ergebnissse

2.1 Entziindungsmarker

Auswahlkriterien fiir subklinisch entziindete Milchdrisenviertel waren LDH-
Aktivitaten von mehr als 2 umol/sec |, somatische Zellzahlen héher als
250.000 mi" und, falls bestimmt, positive bakteriologische Ergebnisse. Fr
Vergleichszwecke wurden nur verdnderte und nichtveranderte Viertel des
gleichen Euters verwendet. Die untersuchten Euterviertel der ausgewahlten

Kihe sind Tabelle 1 gezeigt.
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Tabelle 1: Einzelne Kiithe mit entziindeten (1) und unveréanderten (2)
Milchdriisenvierteln
KUH VIERTEL LDH-EINHEITEN SCC MIKROBIOLOGIE
umol/sec |

1 12,23 9.911.000

1 n.d.
2 1,21 30.000
1 19,19 5.784.000

2 n.d.
2 4,22 203.000
1 16,50 5.010.000

3 n.d.
2 1,67 29.000
1 2,53 984.000

4 Streptococcus spp.
2 1,06 29.000
1 17,42 4.048.000

5 Staphylococcus spp.
2 1,58 162.000
1 28,11 7.697.000

6 Streptococcus spp.
2 2,86 50.000
1 5,21 1.436.000

7 Staphylococcus spp.
2 0,99 71.000

n.d.: nicht bestimmt
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2.2 SDS-2D-PAGE Visualisierung der Molkefraktionen

Der deutlichste Unterschied in den 2D-PAGE-Mustern ist das Erscheinen
von 4 Flecken in den Molkefraktionen, die von entzlindeten Vierteln
erhalten wurden, verglichen mit solchen von den jeweiligen internen
Kontrollen. Diese Flecken sind bei einem Molekulargewicht von 26 kDa
tiber einen pl-Bereich von 5,2 bis 6,2 angeordnet und in Figur 1 mit den

Zahlen 1-4 markiert.

2.3 Identifizierung der Proteine innerhalb der Flecken

Die Flecken 1-4, die aus den 2D-Gelen ausgeschnitten wurden, ergaben
sehr ahnliche chromatografische sowie massenspektrometrische Muster
von chymotryptischen Peptiden (die fir den Flecken 2 und 3 erhaltenen
Muster sind in den Figuren 2 und 3 gezeigt). Eine Datenbanksuche
basierend auf den festgestellten Peptidmassen ermdoglichte es, die Proteine
zweifelsfrei als Lipocalin-artige Prostaglandin D Synthase (Zugangsnummer
002853) zu identifizieren. Weiterhin erlaubten es die
massenspektrometrischen Daten festzustellen, dass das reife Protein beim

Rest 39 der Datenbanksequenz beginnt.

Beim Vergleich der aus den Flecken 2 und 3 erhaltenen Peptidmuster
kénnen zwei Unterschiede detektiert werden, wie durch die Pfeile in Figur
2 und Figur 3 angedeutet. Fir den Fleck 3 kénnen die entsprechenden
Peptide den Sequenzabschnitten LLRPAGPPGCY und LRPAGPPGCY
zugeordnet werden (siehe Figur 4). Die entsprechenden Peptide von Fleck
2 zeigen eine Massendifferenz von -9 Da. Post-Source-Decay-Spektren der
2 durch RP-HPLC isolierten Peptide ermdglichte es, die Modifikation einem
Cysteinrest in Position 76 des reifen Proteins zuzuordnen. Die
Massendifferenz von

-9 Da entspricht der Differenz zwischen einem mit einem Jodacetamid

alkylierten Cystein und einem zu Sulfonséure oxidierten Cystein. Dies
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stimmt auch mit der Beobachtung Uberein, dass der isoelektrische Punkt
des modifizierten Proteins zu einem sauren Wert verschoben ist. Die
Modifikation durch Jodacetamid (Fleck Nr. 3) tritt wéhrend den
Gelelektrophorese-Bedingungen im zweiten Aquilibrierungsschritt auf,
wohingegen das oxidierte Cystein (Fleck 2) bereits vor der 2D-
Gelelektrophorese als Sulfonséurederivat vorliegt. Da die Einflihrung einer
Sulfonsduregruppe einen starken Einfluss auf den isoelektrischen Punkt
eines Proteins hat, kénnen die unterschiedlichen oxidierten Cysteine die
Beobachtung von mehreren Gelflecken mit sehr &hnlichen
Molekulargewichten aber unterschiedlichen pl erkléren. Die
unterschiedlichen Spots kénnen aber auch durch eine posttransiationale
Modifikation, wie etwa ein heterogenes Glycosilierungsmuster

hervorgerufen werden.
Beispiel 2:
Western-Blot

Es wurden Western-Blots von Milchsekreten aus unterschiedlich
veranderten Eutervierteln durchgefiihrt. Die fir den Blot verwendeten
polyklonalen Antikérper wurden gegen Prostaglandin D Synthase aus

Rindersperma erzeugt.

Fir den Vergleich wurden jeweils Paare aus der gleichen Kuh
herangezogen. Bei den erkrankten Milchdriisen ist eine deutliche Farbung
an der entsprechenden Position, an der der polyklonale Antikérper
aufgetragen war, zu erkennen. Bei Kuh 1 war das "gesunde" Viertel
ebenfalls auf dem Weg zu einer Entziindung, was zeigt, dass mit dem
erfindungsgemaRen Verfahren Milchdrisenentziindungen bereits in einem
sehr frihen Stadium erkannt werden kénnen. Um eine sichere

Diskriminierung zwischen positiven (d.h. entziindeten) und negativen (d.h.
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gesunden) Resultaten zu erhalten, kann ein cut-off-Wert festgelegt werden

oder/und gleichzeitig Referenzproben mit vermessen werden.
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Anspriiche

Verfahren zum Nachweis einer Entziindung,
dadurch gekennzeichnet,
dass man das Enzym Prostaglandin D Synthase (PGDS) oder

Teilstiicke desselben qualitativ und/oder quantitativ bestimmt.

Verfahren nach Anspruch 1 zum Nachweis von

Entziindungsvorgéangen in Menschen oder Tieren.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet,

dass man das Enzym Prostaglandin D Synthase (PGDS) oder
Teilstiicke desselben in einer Kérperflissigkeitsprobe oder einer

Stuhlprobe bestimmt.

Verfahren nach Anspruch 3,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Korperflussigkeitsprobe ausgewahlt ist aus Plasma,

Synovialflissigkeit, Cerebrospinalfiiissigkeit, Urin oder Ejakulat.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
dass die nachzuweisende Entziindung ausgewahlt wird aus

rheumatoider Arthritis oder Enzephalitis.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,
dass man die Bestimmung unter Verwendung mindestens eines

Antikérpers gegen Prostaglandin D Synthase durchfihrt.
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Verfahren nach Anspruch 4,
dadurch gekennzeichnet,
dass man einen polyklonalen oder/und monoklonalen AntikGrper

verwendet.

Verfahren nach einem der Anspriiche 4 oder 5,

dadurch gekennzeichnet,

dass man einen Antikérper verwendet, der unter Verwendung
mindestens eines der Peptide PGDS1, PGDS2 oder/und PGDS3

erhaltlich ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprlche,

dadurch gekennzeichnet,

dass man die Bestimmung mittels eines Immuno-Assays,
insbesondere eines quantitativen Sandwich-ELISA oder eines

Western-Blots durchflthrt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass der Nachweis mit Hilfe von Massenspektroskopie, insbesondere
MALDI-TOF oder mittels Gelelektrophorese, insbesonde;e

zweidimensionaler Gelelektrophorese erfolgt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche zum Nachweis
einer Milchdrisenentzindung,

dadurch gekennzeichnet,

dass man das Enyzm Prostaglandin D Synthase (PGDS) oder

Teilstticke desselben qualitativ und/oder quantitativ bestimmt.

Verfahren nach Anspruch 11 zum Nachweis von

Milchdriisenentziindungen von Rindern.
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Verfahren nach Anspruch 11 oder 12,
dadurch gekennzeichnet,
dass man das Enzym Prostaglandin D Synthase (PGDS) oder

Teilstlicke desselben in einer Milchprobe bestimmt.

Testkit zur Durchfihrung eines Verfahrens nach einem der
Anspriiche 1 bis 13 zum Nachweis einer Entzindung,

dadurch gekennzeichnet,

dass er ein Aptamer oder/und Antikdrper gegen Prostaglandin D
Synthase (PGDS) enthalt.

Testkit nach Anspruch 14 zur Durchflihrung eines Verfahrens nach
einem der Anspriche 11 bis 13 zum Nachweis einer
Milchdriisenentziindung, insbesondere bei Rindern,

dadurch gekennzeichnet,

dass er ein Aptamer oder/und Antikérper gegen Prostaglandin D
Synthase (PGDS) enthalt.

Testkit nach Anspruch 14 oder 15,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Antikérper polyklonale oder/und monoklonale Antikorper

" sind.

Testkit nach einem der Anspriiche 14 bis 16,
dadurch gekennzeichnet,
dass ein an das Enzym PDGS bindender Antikérper an einer

Festphase immobilisiert vorliegt.

Testkit nach einem der Anspriche 14 bis 17,
dadurch gekennzeichnet,

dass er weiterhin einen markierten sekundaren Antikérper enthalt.
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Testkit nach einem der Anspriiche 14 bis 18,

dadurch gekennzeichnet,

dass er weitere flr die Durchflhrung eines |Immuno-Assays,
insbesondere eines Sandwich-, ELISA-, Schwingquarz-, Mikrowaage-
oder Elektrochemolumineszenztest notwendige Reagenzien oder/und

Vorrichtungen enthalt.

Testkit nach einem der Anspriiche 14 bis 19,
dadurch gekennzeichnet,
dass er in Form eines Teststreifens, z.B. eines Schnelltests oder

einesimmunochromatographischen Lateral-Flowtests ausgebildetist.

Verwendung eines Aptamers oder eines Antikérpers gegen
Prostaglandin D Synthase (PGDS) zur Herstellung eines Mittels zum

Nachweis von Entziindungen.

Verwendung eines Aptamers oder eines Antikdrpers gegen
Prostaglandin D Synthase (PGDS) zur Herstellung eines Mittels zum

Nachweis von Milchdrisenentziindungen.

Monoklonaler Antikérper,

dadurch gekennzeichnet,

dass er spezifisch das Enzym Prostaglandin D Synthase (PGDS)
bindet.

Aptamer,

dadurch gekennzeichnet,

dass es spezifisch das Enzym Prostaglandin D Synthase (PGDS)
bindet.
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Fig. 3
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Westernblot Molkenproteine

KUH 1 krankes Viertel

KUH 1 gesundes Viertel
~ 1.KONTROLLKUH gesundes Viertel
KUH 3 krankes Viertel

~ KUH 3 gesundes Viertel

KUH 4 krankes Viertel

. KUH 4 gesundes Viertel
'~ 2.KONTROLLKUH 1.gesundes Viertel

e é.KQNTROLLKUH 2.gesundes Viertel
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