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Zusammenfassung

Der zunehmende Einsatz von Diclofenac in der Human-
medizin sowie im Veterinarbereich fuhrt dazu, dass dieser
Wirkstoff oder seine Metabolite in deutschen Oberflachen-
gewassern nahezu tiberall von wenigen ng L™ bis hin zu ca. 1
ug L nachgewiesen werden kénnen. So gelangt Diclofenac
durch menschliche oder tierische Ausscheidungen oder un-
sachgemafle Entsorgung indirekt oder direkt in die Ober-
flachengewéasser, da es auch bei der Abwasserreinigung in
Klaranlagen oftmals nur unvollstandig entfernt wird [1].

Zur Einschatzung des damit verbundenen humantoxiko-
logischen und ©kotoxikologischen Risikopotentials sind
geeignete qualitative und quantitative Nachweisverfahren
erforderlich, die auch in komplexen Matrices sensitiv und
selektiv die Substanzen bestimmen kdnnen. Géngige
analytische Routinemethoden beispielsweise durch Deriva-
tisierung und GC MS/MS- bzw. klassischer LC-MS/MS-
Bestimmung sind kosten- und zeitintensiv. Deshalb wurde
mittels der markierungsfreien Reflektometrischen Interferenz-
spektroskopie (RIfS) ein direkt optischer Biosensor zur
Quantifizierung des nichtsteroidalen  Antirheumatikums
Diclofenac in abwasserbelastetem Oberflachenwasser ent-
wickelt. Da dieses Wasser aufgrund seiner Vielzahl an
Bestandteilen eine komplexe Probenmatrix darstellt, wurde
der Immunoassay zunéchst im Hinblick auf Sensitivitat,
Selektivitat, Stabilitdt und Reproduzierbarkeit in Puffer und
ultrafiltriertem entsalztem Wasser entwickelt und kalibriert.
Die Validierung des Sensors erfolgte hierbei nicht nur durch
die erfolgreiche Bestimmung von Wiederfindungsraten, son-
dern auch mit direkten Vergleichsmessungen der etablierten
LC-MS/MS Methode. Am Beispiel von huminsaurehaltigen
Wasserproben wurden Matrixeffekte untersucht. Aufgrund der
optimierten Oberflachenmodifikation und Messroutine sind
jetzt Messungen in Diclofenac belasteten Oberflachenge-
wassern ohne Probenvorbereitung moglich.

Einflhrung

Neben Schadstoffen wie Industriechemikalien oder Pestizi-
den, konnen auch zunehmend pharmakologisch aktive
Substanzen in der Umwelt, z.B. in Oberflachengewdassern,
nachgewiesen werden [2,3]. Diese kdnnen potentiell schon in
geringen Konzentrationen zu nachhaltigen Verdnderungen in
aquatischen Okosystemen filhren. Langzeitstudien zum Ein-
fluss dieser Schadstoffe auf die Umwelt liegen bisher nur
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vereinzelt vor. Damit wird deutlich, dass ein intensives
Monitoring zwingend erforderlich ist [4,5]. Die Europdische
Union hat auf die Problematik der Existenz pharmakologisch
aktiver Substanzen in Oberflichengewédssern mit einer
Anderung der Européaischen Wasserrahmenrichtlinie reagiert:
17-B-Ostradiol, 17-a-Ethinylgstradiol und Diclofenac wurden
als erste Arzneimittelstoffe in die Beobachtungsliste aufge-
nommen [6].

Diclofenac, ein nichtsteroidales Antirheumatikum, wird in
groBen Mengen in der Human- und Veterindrmedizin
eingesetzt, da es einerseits analgetisch, antiphlogistisch und
antipyretisch wirkt [7] und andererseits preiswert herzustellen
ist. Mittlerweile ist es deshalb in Spurenkonzentrationen in
vielen Oberflachengewdéssern bis zu einer Konzentration von
1,2 pg L nachweisbar [8] und steht unter Verdacht Nieren-
schéden in Fischen hervorzurufen [9].

Um das toxikologische Risikopotential fir den Menschen
als auch fir die aquatische Umwelt abzuschatzen, sind
geeignete, im ginstigsten Falle schnelle und preiswerte
Nachweis- und Quantifizierungsmethoden notwendig.

Optische Biosensoren bieten viele Vorteile gegeniber
konventionellen analytischen Methoden. So ist beispielsweise
der Probenvorbereitungsaufwand als gering einzuschéatzen
und es besteht die Mdglichkeit von Vor-Ort Messungen. Zum
Nachweis von Diclofenac in Oberflachengewassern sind
optische Biosensoren in der Literatur bisher aber kaum
beschrieben [10]. Deshalb wurde mit Hilfe der markierungs-
freien RIfS ein Immunosensor entwickelt, um Diclofenac in
belasteten Oberflachengewassern qualitativ und quantitativ
nachzuweisen. Dies auch vor dem Hintergrund, dass er
deutlich schneller und kostenguinstiger ist als ein System, das
mit Markierungen arbeitet. Generell gilt aber, dass mar-
kierungsfreie optische Detektionsmethoden deutlich stérker
von Matrixeffekten beeinflusst werden als solche, die mit
Markierungen arbeiten [11,12].

Oberflachenwasser enthdlt eine Vielzahl von geldsten
und partikuldr gebundenen Substanzen sowie ungeldste
Stoffe, die sowohl einzeln als auch in Kombination Matrix-
effekte verursachen kénnen.

Deshalb musste bei der Entwicklung des Immunosensors
verstarkt auf die Reduzierung oder Vermeidung von Matrix-
effekten durch optimierte Assaybedingungen geachtet
werden.
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Methoden

Die RIfS beruht auf dem Prinzip der Mehrfachreflexion von
WeiBllicht an dunnen Schichten [11]. Hierfir wird der
transparente Transducer von der Ruckseite mit Weillicht
bestrahlt. An jeder Grenzschicht wird ein Teil des Lichts
transmittiert und ein Teil reflektiert. Die reflektierten Teil-
strahlen interferieren und bilden ein charakteristisches Inter-
ferenzspektrum. Auf der Oberflache des Transducers befindet
sich eine sensitive Schicht, welche mit der Erkennungs-
struktur, z. B. einem Antikérper, in Wechselwirkung treten
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kann. Dabei andert sich sowohl der Brechungsindex n, als
auch die physikalische Schichtdicke d dieser Schicht. Das
Interferenzspektrum wird zu héheren Wellenlangen verscho-
ben. Durch Verfolgung eines prominenten Punktes, z.B. eines
Extrempunktes, kann aus dessen Verschiebung auf die Ande-
rung der optischen Schichtdicke (Produkt aus physikalischer
Schichtdicke und Brechungsindex) geschlossen werden (Abb.
1). Damit ist es mdglich biomolekulare Interaktionen nicht nur
qualitativ, sondern auch quantitativ zu bestimmen
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Abb. 1: Prinzip der RIfS: Verschiebung des Interferenzspektrums zu héheren Wellenldngen bei Wechselwirkungsvorgangen mit
der sensitiven Schicht. Ein zeitabh&ngiges Bindungssignal wird erhalten (rechts).

Als Assayformat wurde der Bindungsinhibitionstest verwen-
det. Im Vergleich zu einem direkten Assay, kdnnen hierbei
héhere Bindungssignale und somit ein besseres Signal-zu-
Rausch-Verhéltnis erhalten werden. Zudem ist die kovalente
Anbindung von Antigen-Derivaten vorteilhaft, da eine Regene-
ration der Oberflache ohne grdf3ere Probleme mdglich wird.
Der Sensor kann so mehrfach verwendet wer-den. Des
Weiteren kdnnen durch geeignete Oberflachenmodifikationen
unspezifische Wechselwirkungen von Matrixbestandteilen
reduziert oder verhindert werden [11]. Die oben beschrie-
benen Anforderungen wurden mittels kovalenter Immobili-
sierung von Polyethylenglycol (PEG) und Aceclofenac auf
dem Transducer erreicht. Die Oberflache wurde mittels
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Rasterkraftmikroskopie, Ellipsometrie und Kontaktwinkel-
messungen untersucht und charakterisiert.

Beim Bindungsinhibitionstest wird die Probe, welche den
nachzuweisenden Analyten (Diclofenac) enthalt, mit einer
definierten Menge des Antikdrpers 30 Minuten inkubiert und
anschlielend uber die Oberflache geleitet. Der Antikdrper
kann hierbei nur noch mit den noch freien Bindungsstellen an
das auf der Oberflache immobilisierte Diclofenac-Derivat
(Aceclofenac) binden (Abb. 2). Demzufolge wird fir eine
niedrige Analyt-Konzentration in der Probe ein hohes und fur
eine hohe Analyt-Konzentration ein niedriges Messsignal
erhalten.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Messung einer niedrigen (1) und einer hohen (2) Analyt-Konzentration. Die erhaltenen
Bindungssignale sind umgekehrt proportional zur Analyt-Konzentration in der Probe (rechts).
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Ergebnisse

Aufgrund der Vielzahl an Matrixbestandteilen in Flusswasser,
welche potentiell mit dem Immunoassay interferieren kdnnen,
wurde dieser zunachst in Puffer entwickelt und optimiert.
Dabei wurde vor allem auf eine hohe Sensitivitdt des Immuno-
assays, eine hohe Spezifitit und Reproduzierbarkeit des
Signals und auf eine gute Regenerierbarkeit der Oberflache
groRRer Wert gelegt.

Basierend auf diesen optimierten Bedingungen wurde der
Immunoassay in Puffer kalibriert (Abb. 3) und eine Nach-
weisgrenze (LOD) von 0,284 ug L' sowie eine Bestim-
mungsgrenze (LOQ) von 0,493 ug L erhalten.
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Abb. 3: Kalibrierkurve in Puffer (Dreifachmessungen)

Um die gemessene Kalibrierkurve zu validieren, wurden Wie-
derfindungsraten fir vier Diclofenac Konzentrationen (0,56 pg
L1, 1,11 pg L, 1,48 pg L und 1,85 ug L) bestimmt. Diese
lagen zwischen 93% und 112%, und somit im geforderten
Bereich (AOAC International: 70 — 120%). Somit konnte nicht
nur die Kalibrierkurve erfolgreich validiert, sondern auch die
gute Inter-Chip Reproduzierbarkeit demonstriert werden.

Flusswasser ist eine komplexe Matrix, deren Bestandteile ver-
schiedene Matrixeffekte verursachen koénnen. Flusswasser-
bestandteile kdnnten z.B. die Analyt-Antikdrper Wechsel-
wirkung durch unspezifische Adsorption an einen der beiden
Wechselwirkungspartner stéren. Zudem kénnte das Mess-
signal durch unspezifische Wechselwirkungen von Matrix-
bestandteilen mit der Oberflache verfalscht werden und zu-
satzlich spezifische Wechselwirkungen der Erkennungs-
struktur mit der Oberflache verhindern. Der Immunoassay
wird aus diesen Griinden in ultrafiltriertem entsalztem Wasser
kalibriert. Die Messroutine wurde hierfur geringflgig veran-
dert, da Antikérper empfindliche Biomolekile darstellen, die in
Wasser als Probenmatrix moglicherweise nach einiger Zeit
denaturieren. Die Validierung des Sensors erfolgte hier nicht
nur durch die erfolgreiche Bestimmung von Wiederfindungs-
raten, sondern zudem durch Vergleichsmessungen mit einer
bereits etablierten Methode zur Bestimmung von Diclofenac,
der LC-MS/MS (Abb. 4).

Mitt Umweltchem Okotox

[ Mittelwert RIfS

07 I Vittelwert LC-MS/MS

120 4
100
80
60

40 -

Wiederfindungsrate [%]

20

0.56 11 1.48 1.86
Diclofenac Konzentration [ug/L]

Abb. 4: Wiederfindungsraten in ultrafiltriertem entsalztem
Wasser. Proben sowohl mittels RIfS als auch mit LC-MS/MS
gemessen.

Der Einfluss verschiedener Matrixbestandteile wie z.B. der
von verschiedenen Huminsdure-Konzentrationen auf die
Oberflache, den Antikérper sowie auf den Analyt und somit
auf die Analyt-Antikdrper-Wechselwirkung wurde untersucht.
Bis zu einer Huminsaure-Konzentration von 1,5 mg L konnte
kein Einfluss beobachtet werden. Somit ist der hier ent-
wickelte Biosensor deutlich weniger anfallig fur Matrix-effekte
als andere optische Biosensoren [10]. Filtriertes Flusswasser
verschiedener Flisse wie z.B. der Nagold wurde mit verschie-
denen Diclofenacmengen gespikt und die Konzentration
gemessen. In allen nicht-gespikten Flusswasser-Proben war
die Diclofenac-Konzentration unter der Nachweis- und
Bestimmungsgrenze der hier beschriebenen Methode. In
allen Gewasserproben wurden gute Wiederfindungsraten er-
reicht (Abb. 5).
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Abb. 5: Wiederfindungsraten in filtriertem, gespiktem Nagold
Flusswasser. Es wurden vier Diclofenac Konzentrationen
bestimmt (0,56 pg/L; 1,11 pg/L; 1,48 pg/L; 1,86 pg/L)

Ausblick

Ein markierungsfreier optischer Biosensor zum Nachweis und
zur Quantifizierung von Diclofenac in belasteten Oberflachen-
gewassern konnte erfolgreich entwickelt und etabliert werden.
Da durch Optimierung der Oberflachenmodifikation und der
Messroutine Matrixeffekte reduziert werden konnten, ist eine
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Probenvorbereitung des Flusswassers bei dem hier ent-
wickelten Immunosensors nicht notwendig. In weiteren Ar-
beiten soll mittels dieses Immunosensor Diclofenac direkt im
Ablauf von Klaranlagen nachgewiesen und quantifiziert wer-
den. Des Weiteren sollen die hierbei gewonnenen Er-
kenntnisse auf die Entwicklung weiterer Biosensoren zum
Nachweis anderer nichtsteroidaler Antirheumatika in Ober-
flachengewassern tibertragen werden.
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