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Der Wahrheitsbegriff der modernsten Wissenschaften beruht auf einem Modus, den
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muss sich jedesmal bewéhren. So wie sich in der Offentlichkeit ein Jeder jedesmal
bewéhren muss.
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Kurzzusammenfassung

Immunoassays basieren auf der Anwendung von Antikorpern, welche selektiv den zu
messenden Analyten binden. Die Richtigkeit der erhaltenen Ergebnisse hangt
malfdgeblich von der Selektivitat der Antikdrper ab und kann durch Interferenzen
gestort werden. In dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, bei der die Probe
mittels Hochleistungsflussigkeitschromatographie (LC) in Fraktionen aufgetrennt wird
und diese Fraktionen anschlielend mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) vermessen werden. Dieses Verfahren wurde als LC-ELISA bezeichnet. Das
erhaltene Profil aus im ELISA gemessener Analytkonzentration in Abhangigkeit von
der Elutionszeit wurde als LC-ELISAgramm bezeichnet und bietet die Mdglichkeit,
Interferenzen zu erkennen, welche beim ELISA unentdeckt bleiben.

Als Modellanalyten fur die zu untersuchenden ELISAs dienten Sulfamethoxazol
(SMX), Carbamazepin (CBZ) und Estron (E1). Dabei wurden verschiedene
Umweltmatrices wie Oberflachenwasser und Abwasser mit dem jeweiligen ELISA
vermessen. Zur Validierung des LC-ELISAs wurde der Einfluss unterschiedlicher
Mikrotiterplatten zur Sammlung der Fraktionen ermittelt. Weiterhin wurden
unterschiedlich lange Fraktionierungsintervalle und eine zweidimensionale
FllUssigkeitschromatographie eingesetzt. Die Reproduzierbarkeit der erhaltenen
LC-ELISAgramme und der Einfluss der  Festphasenextraktion  zur
Probenanreicherung wurden bestimmt. Die Richtigkeit der im LC-ELISA ermittelten
Konzentrationen wurde anhand von dotierten Reinstwasserproben und fur naturlich
belastete Umweltproben durch Vergleich mit einer Referenzmethode, der
FlUssigkeitschromatographie gekoppelt mit der Tandem-Massenspektrometrie
(LC-MS/MS), untersucht. Dabei zeigte sich im Rahmen der Ergebnisunsicherheit
eine gute Ubereinstimmung. Die guten Quantifizierungseigenschaften des validierten
LC-ELISAs wurden angewendet, um einen Ansatz zur Unterscheidung von
spezifischen und unspezifischen Interferenzen in Umweltproben aufzuzeigen. Durch
diesen Ansatz und Anwendung der sauren Hydrolyse der Probe war es mdglich,
einen bisher unbekannten SMX-Metaboliten zu detektieren und dessen
wahrscheinliche Kreuzreaktivitat mit 460 + 150 % abzuschatzen. Des Weiteren
wurde der Einfluss des fur diesen SMX-ELISA verwendeten Puffers und Tracers
getestet. Dabei wurde ein neuer Tracer in einer linearen 13-Stufen-Synthese
entwickelt, wobei neuartig die Konjugation der Peroxidase an der N'-Position des
SMX erfolgte. Das dafur entwickelte Hapten wurde auch zur Synthese eines
neuartigen Immunogens eingesetzt. Zur Identifizierung und Quantifizierung von
Kreuzreaktanden wurden die Proben mittels LC-MS/MS unter Anwendung von
Strategien zum Target- und Suspected-Target-Screening vermessen.






Abstract

Immunoassays are based on the use of antibodies that selectively bind the analyte.
The trueness of the results obtained depends to a great extent on the selectivity of
the antibodies and can be affected by interferences. In this study, a method was
developed in which the sample is separated into fractions by using high-performance
liquid chromatography (LC) and these fractions are measured using an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). This method was referred to as LC-ELISA. The
profile obtained from the measured analyte concentration by ELISA as a function of
the elution time was referred to as LC-ELISAgram and offers the possibility to detect
interferences which otherwise remain undetected during the ELISA.
Sulfamethoxazole (SMX), carbamazepine (CBZ) and estrone (E1) were used as
model analytes for the ELISA and LC-ELISA measurements. Various environmental
matrices such as surface water and wastewater were examined for their interference
in the respective ELISA. For the validation of the LC-ELISA the influence of different
96-well microtiter plates for the collection of the fractions was discussed. The
reproducibility of the obtained LC-ELISAgrams and the influence of the solid-phase
extraction for sample enrichment were determined. The trueness of the
concentrations determined by the LC-ELISA measurements was investigated by
spiked ultrapure water samples and for naturally polluted environmental samples by
comparison with a reference method, liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS). This showed a good agreement of the obtained
concentrations, considering also the uncertainty of the results. The good
quantification properties of the validated LC-ELISA have been used to demonstrate
an approach to distinguish between specific and non-specific interferences from
environmental samples. By this approach and application of acidic hydrolysis of the
sample, it was possible to detect a previously unknown metabolite of SMX and
estimate its cross-reactivity to probably 460 £ 150%. Furthermore, the influence of
buffer and tracer on the SMX ELISA was assessed. A new tracer was developed in a
linear 13-step synthesis, which resulted in the novel conjugation of the peroxidase at
the N'-position of SMX. The new hapten was also used for the synthesis of a novel
immunogen. For the identification and quantification of cross-reactants, the samples
were measured by LC-MS/MS using different approaches such as target and
suspected-target screening.
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ACN — Acetonitril

AcOH - Essigsaure

BSA — Rinderserumalbumin (englisch: bovine serum albumin)
DMAP — 4-(Dimethylamino)-pyridin

ELISA — Enzyme-linked Immunosorbent Assay (antikdrperbasiertes Nachweis-
verfahren unter Verwendung eines Enzyms zur Signalbildung)

Hapten — ein Derivat des Analyten, welches sich mit anderen Verbindungen wie zum
Beispiel Proteinen konjugieren lasst.

Immunogen — Molekul, welches in einem Lebewesen eine Immunantwort auslost
(typischerweise artfremd und mit einer molaren Masse grofRer als 1000 Dalton)

LC oder HPLC — Hochleistungsflussigkeitschromatographie

LC-ELISA — Auftrennung von Probeninhaltsstoffen mittels LC und Vermessung der
Fraktionen mittels ELISA

LC-ELISAgramm — erhaltenes Profil des LC-ELISAs bei Auftragung der im ELISA
gemessenen Analytkonzentrationen in Abhangigkeit von der Elutionszeit der
LC-Separation

m/z — Masse-zu-Ladung-Verhaltnis

MRM — Multiple Reaction Monitoring (ein Messmodus in dem lonen, wie Quasi-
Molekilionen, innerhalb eines Massenspektrometers mit Gasmolekllen kollidieren
und dabei zu Fragmenten, sogenannten Produkt-lonen, zerfallen)

MRM-Ubergang — der Zusammenhang eines Molekiilions oder Quasi-Molekiilions zu
einem seiner Produkt-lonen (m/z von Quasi-Molekulion — m/z von Produkt-lon)

MS bzw. MS/MS — Massenspektrometrie bzw. Tandem-Massenspektrometrie
PBS-Puffer — phosphatgepufferte Salzlosung (englisch: phosphate buffered saline)
POD - Peroxidase

Tracer — ein Konjugat aus dem Analyten und einer signalgebenden Einheit, in dieser
Arbeit ein Konjugat mit einer Peroxidase, welche ein farbloses Substrat zu einem
gefarbten Produkt oxidiert
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1. Einleitung und Zielsetzung

Im ersten Abschnitt der Arbeit wird in die analytische Methode Immunoassays und
die bei seiner Anwendung in der Umweltanalytik haufig auftretende Problematik der
Matrixeffekte und des Auftretens von kreuzreagierenden Stoffen (Kreuzreaktanden)
eingefihrt. Wie bei fast alle analytischen Methoden kann auch beim Einsatz von
Immunoassays die Quali- und Quantifizierung durch Interferenzen beeinflusst
werden. Die Schwierigkeit, beim Immunoassay besteht darin, diese Storung zu
erkennen. Deshalb stehen viele Anwender Immunoassays mit einer gewissen
Skepsis gegenuber. Aufgabenstellung dieser Arbeit war es, neue methodische
Ansatze zu erarbeiten, durch welche Interferenzen erkannt und gegebenenfalls
reduziert werden konnen.

1.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Viele immunanalytische Verfahren werden als Quantifizierungsmethode verwendet
und zeigen haufig eine gute Richtigkeit. Es ist bemerkenswert, dass durch
Verwendung von ausschliel3lich Antikérpern Probenbestandteile nach ihrer
elektronischen Struktur beziehungsweise Fahigkeit zur Ausbildung spezifischer
Wechselwirkungen diskriminiert werden konnen. Dies bietet einen orthogonalen
Ansatz zu vielen anderen analytischen Messverfahren, welche andere
Stoffeigenschaften nutzen. Schon 1907 flhrte Arrhenius unter Ausnutzung der
Bindungseigenschaften von Antikérpern erste quantitative immunchemische
Analysen durch [1]. Die Anwendbarkeit als Routinemethode wurde mdglich,
nachdem Yalow und Berson im Jahre 1959 den Radioimmunoassay entwickelten [2].
Yalow erhielt dafir 1977 den Nobelpreis flr Physiologie oder Medizin. Ein Nachteil
der Radioimmunoassays war jedoch die Verwendung von radioaktiven Stoffen. Eine
Alternative ergab sich durch Verwendung von Enzymlabels, welche ebenfalls zur
Signalerzeugung dienen koénnen [3,4]. Die Verwendung von Enzymen ermdglicht
eine weiterhin empfindliche Detektion bei einfacherem und ungefahrlicherem
Umgang. Das am weitesten verbreitete immunanalytische Verfahren unter
Verwendung von Enzymlabeln ist der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA).
Der ELISA kommt besonders in der klinischen Diagnostik zum Einsatz [5-7]. Neben
dem ELISA gibt es noch eine Vielzahl anderer Immunoassays und Immunosensoren,
welche sich vorrangig in ihrer Art der Signaldetektion, Art der Plattform wie
Mikrotiterplatten oder Objekttrager und Art der auf der Oberflache immobilisierten
Bestandteile wie Antikorper oder Antigen unterscheiden [8-10]. Hier soll nur detailliert
auf den direkten kompetitiven ELISA eingegangen werden, weil ausschlieRlich dieser
in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kam. Der schematische Ablauf ist in
Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Schematischer Ablauf eines direkten kompetitiven ELISAs.

Dabei wird eine Mikrotiterplatte mit typischerweise 96 Kavitaten verwendet, welche
eine hohe Bindungsaffinitat gegenltber Antikérpern besitzt. In die Kavitaten wird ein
sogenannter  Coating-Antikorper, gelost in  Puffer, gegeben. Dieser
Coating-Antikorper ist ein Antikorper, welcher gegen den spater hinzugegeben
Analyt-spezifischen Antikdrper gerichtet ist. Wird als Analyt-spezifischer Antikorper
beispielsweise ein Antikorper verwendet, welcher aus einem Kaninchen gewonnen
wurde, so wird als Coating-Antikorper ein anti-Kaninchen Antikorper verwendet. Zur
Bindung des Coating-Antikorpers an der Oberflache der Kavitat (2) wird eine
Inkubationszeit von typischerweise 18 h verwendet. Anschlielend werden die
Kavitaten geleert und gewaschen, um alle nicht gebundenen Coating-Antikérper zu
entfernen. Im nachsten Schritt (3) wird nun der Analyt-spezifische Antikorper in die
Kavitaten gegeben, um dort an die gegen ihn gerichteten Coating-Antikdrper zu



binden. Fur diesen Schritt wird typischerweise eine Zeit von 30-60 min veranschlagt.
Im Anschluss werden die Kavitaten geleert und gewaschen, um alle nicht
gebundenen Antikoérper zu entfernen. Bei dem nachsten Schritt, Schritt (4), handelt
es sich um den wichtigsten Schritt, der zur Richtigkeit der Ergebnisse beitragt. In
diesem Schritt wird die Probe bzw. ein Kalibrierstandard aufgegeben sowie der
Tracer. Bei dem Tracer handelt es sich um ein Konjugat, welches dem Analyten
idealerweise in der Struktur genau gleicht und zusatzlich eine signalgebende
Untereinheit besitzt. Diese messbare Einheit ist bei den in dieser Arbeit verwendeten
ELISAs ein Enzym, eine Peroxidase (POD) aus Meerrettich. Die POD ist dabei an ein
sogenanntes Hapten gekoppelt. Bei dem Hapten kann es sich um den Analyten
handeln, sofern dieser eine funktionelle Gruppe zur Kopplung besitzt. Falls dies nicht
der Fall ist, muss das Hapten durch Derivatisierung des Analyten synthetisiert
werden. Im Schritt (4) kommt es zu einer Gleichgewichtseinstellung von an die
Bindungsstellen des Analyt-spezifischen Antikdrpers gebundenen Analyt- und
Tracer-Molekulen. Fir diesen kompetitiven Schritt wird typischerweise eine
Inkubationszeit von 30 min gewahlt. Nach dieser Zeit wird die Platte erneut geleert
und gewaschen (5). AnschlieRend wird eine Substratlosung in die Kavitaten gefullt.
Bei dem Substrat handelt es sich um den zunachst farblosen Farbstoff 3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidin (TMB), geldst in einem Puffer mit pH =4 und einem geringen
Anteil an Wasserstoffperoxid. Durch die an den Antikdrpern gebundene Peroxidase
wird TMB oxidiert und die Losung verfarbt sich blau (6). Die Peroxidase wirkt dabei
katalytisch und kann eine groRe Anzahl an TMB-Molekllen oxidieren. Diese
katalytische Aktivitat ermoglicht es erst, die geringen Mengen an gebundener POD
mit einer relativ unempfindlichen Analysenmethode wie der Photometrie zu messen
und so eine empfindliche Messmethode zu erhalten. Nach typischerweise 30 min
wird die Oxidationsreaktion durch Inaktivierung der POD mittels verdunnter
Schwefelsaure gestoppt. Durch den sauren pH-Wert wird das blaue TMB gelblich (7).
Anschliel3end wird die Extinktion bei 450 nm gemessen und haufig um die Extinktion
bei 620 nm als Referenzwellenlange vermindert.

Bei Anwendung des direkten ELISAs wird als Kalibrierfunktion ein sigmoidaler
Verlauf erhalten wie er in Abbildung 2 dargestellt ist. Der sigmoidale Verlauf wird
jedoch lediglich erhalten bei einer linearen Auftragung der Extinktionswerte gegen
den dekadischen Logarithmus der Analytkonzentration. Man beachte, dass man
einen inversen Signalverlauf erhalt. Niedrige Analytkonzentrationen fuhren zu hohen
Signalintensitaten, da bei geringen Analytmengen die Menge an gebundenen Tracer
maximal wird. Hohe Analytkonzentrationen fihren zur Verdrangung des Tracers von
den Antikorperbindungsstellen und dadurch zu niedrigen Signalintensitaten. Der fur
eine Quantifizierung nutzbare Konzentrationsbereich ist der Bereich bei dem Tracer
und Analyt zu signifikanten Anteilen gebunden sind.
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Abbildung 2: Simulierter Verlauf einer Kalibrierfunktion eines direkten ELISAs mit Erklérung
der Parameter A, B, C und D aus der 4-Parameter-Gleichung nach Rodbard.

Die sigmoidale Anpassungsfunktion gelingt bei Verwendung der 4-Parameter-
Gleichung nach Rodbard (Gleichung 1) [11]. Dabei reprasentiert y die gemessenen
Extinktionswerte und x die Analytkonzentration. Die Variablen A, B, C und D sind in
Abbildung 2 beschrieben.

A-D
y=""g D
L +(E) (Gleichung 1)

Zum Aufbau eines ELISAs sind die verwendeten Antikdrper von entscheidender
Bedeutung. Allgemein gibt es zwei wesentliche Arten von Antikdrpern, welche beide
innerhalb dieser Arbeit zum Einsatz kamen. Es wird unterschieden in polyklonale und
monoklonale Antikdrper. Fur die Produktion beider Antikorperklassen wird einem
Lebewesen ein sogenanntes Immunogen injiziert. Dieses Immunogen I6st eine
Immunantwort aus, was typischerweise nur fur artfremde Stoffe mit einer
Molekulmasse von mehr als 1000 Dalton gelingt [12]. Mochte man eine
Antikdrperproduktion gegen Substanzen mit einer geringeren Molmasse, wie etwa
Pharmazeutika, ausldésen, mussen diese an makromolekulare Carrier wie Proteine
(Tragerprotein) gekoppelt werden. Bei Gebrauch von polyklonalen Antikorpern
werden das Blutserum des Tieres und die darin enthaltene Antikdrpermischung
verwendet. Um eine ausreichend grol’e Menge an Serum zu erhalten, werden fur
polyklonale Antikérper haufig groRere Tiere wie Kaninchen oder Ziegen immunisiert.



FUr die Gewinnung von monoklonalen Antikorpern werden meist Mause immunisiert.
AnschlielRend wird nicht das Blutserum verwendet, sondern die B-Lymphozyten aus
der Milz entnommen und mit Zellen aus einem Myelom fusioniert. Die dabei
gebildeten Hybridomazellen besitzen die Eigenschaft der Antikorperproduktion
aufgrund der B-Lymphozyten und neigen aufgrund der Myelomzellen zur
unbegrenzten Zellteilung. Es kdnnen daher bei Zellkultivierung der Hybridomazellen
theoretisch unendlich lange Antikdrper aus dem Zellkulturiberstand gewonnen
werden. Die Zellfusion zur Bildung von Hybridomazellen, die sogenannte Hybridom-
Technik, wurde 1975 von César Milstein und Georges Kohler entwickelt [13]. Die
beiden erhielten dafur 1984 den Nobelpreis fir Physiologie oder Medizin. Nach der
Fusion werden die erhaltenen Hybridomazellen so stark verdinnt, dass man bei
Auftragung eines kleinen Volumens in die Kavitat einer Mikrotiterplatte theoretisch
pro Kavitat nur eine Zelle eintragt (ausplattieren). Danach muss diejenige
Hybridomazelle ermittelt werden, welche die gewtnschten Antikérper produziert. Da
eine Hybridomazelle auf nur einer B-Lymphozyten-Zelle basiert, wird sie auch nur
eine Spezies von Antikdrpern produzieren.

Unabhangig davon, welche Antikorper verwendet werden bieten ELISAs sich vor
allem als Screening- und Monitoring-Methoden an. Aufgrund ihres miniaturisierten
Formates und ihrer Plattform (Mikrotiterplatten) konnen viele Proben parallel
vermessen werden. Dies erlaubt einen, im Vergleich zu anderen Messmethoden,
hohen Probendurchsatz in kurzer Zeit. In der Vergangenheit lieferten Immunoassays
fur manche Stoffe teilweise unerreichte Nachweisempfindlichkeiten, was sich aber
mit der stark voranschreitenden Entwicklung im Bereich der Massenspektrometrie
relativiert. Auch der Vorteil des hohen Probenumsatzes ruckt mit Voranschreiten der
Ultra-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (UHPLC), welche auch kurze
Analysenzeiten ermdglicht, zunehmend in den Hintergrund. Ein Nachteil des ELISAs,
der aber dessen Grundlage ist, ist die hohe Selektivitat der Antikorper. Ein ELISA
kann bei Verwendung eines Antikdrpers prinzipiell nur einen Stoff nachweisen.
Lediglich bei Verwendung verschiedener Antikdrper und Detektionseinheiten ist er
als Multianalytmethode anwendbar. Zudem muss aufgrund der Immunogensynthese,
Immunisierung und Optimierung des ELISAs mit einer vergleichsweise langen
Methodenentwicklungszeit von typischerweise einem Jahr bis hin zu Jahren
gerechnet werden. Der apparative Aufwand der fur die Durchfiihrung eines ELISAs
notwendig ist, ist jedoch sehr gering. Daher kann der ELISA im Prinzip als
Feldmethode eingesetzt werden. Zudem ist er eine relativ kostengunstige Methode,
welche auch von weniger geschultem Personal durchgeflhrt werden kann [14].
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1.2 Interferenzen bei Verwendung des ELISAs und deren Grinde

Unabhangig vom hohen Probenumsatz bei guter Nachweisempfindlichkeit und
geringen Kosten, sollte der ELISA eine ausreichend gute Richtigkeit aufweisen. Dies
ist haufig nicht der Fall. Der Grund daflr liegt meist in einer unzureichenden
Selektivitat der AntikOrper oder ist eine mehr oder weniger zufallige Storung. Ein eher
selten auftretender Effekt, welcher aufgrund von zu hohen Analytkonzentrationen zur
untypischen Unterbestimmung fuhrt, ist der Hook- oder Prozone-Effekt [15]. Eine
andere Ursache fur falsche Ergebnisse konnte durch die Inhibierung oder Aktivierung
der Detektionseinheit, wie etwa dem Enzym, auftreten [8]. Aber auch die
Konzentration an lonen wie Na*, Mg?, AP*, K* Ca?, Pb% und Cd?*
beziehungsweise allgemein die lonenstarke der Probenlésung kann die
Quantifizierung beeinflussen [16]. Der pH-Wert der Probenldésung oder Anteile an
organischen Losungsmitteln konnen ebenfalls den Antikdrper schadigen oder die
Wechselwirkung von Antikdrper und Antigen beeinflussen [17,18].

Als ein weiteres Beispiel fur eine unspezifische Interferenz wird haufig die Klasse der
Huminsauren genannt und deren Einfluss auf die Quantifizierung gezeigt [19]. Dabei
kann es zu sehr groRen Uberbestimmungen von bis zu mehr als 1000 % bei
Dotierung mit realistischen Konzentrationen an Huminsaure von 20 mg/L kommen
[20].

Eine Uberbestimmung von Konzentrationen bei Quantifizierung mittels Immunoassay
im Vergleich zu einer Referenzmethode ist ein haufig beschriebenes Phanomen.
Dabei wurden Uberbestimmungen von bis zu 700 % publiziert [21-25]. Interessant
ist, dass teilweise deutlich unterschiedliche Uberbestimmungen fiir anscheinend sehr
ahnliche Matrices erhalten werden. Steimer (1999) quantifizierte Cyclosporin A in
Blutproben mittels verschiedener Immunoassays und einer HPLC-Methode als
Referenzmethode. Dabei erhielt er eine mittlere Uberbestimmungen bei Verwendung
der Immunoassays von 9-57 %. Fur einzelne Patienten lag diese aber bei Uber
200 % [26].

Unspezifische Interferenzen sind schwer vorhersehbar und erklarbar, weshalb in
vielen Publikationen versucht wird die Uberbestimmung mit sogenannten
Kreuzreaktanden zu erklaren. Kreuzreaktanden sind Stoffe, welche in ihrer
elektronischen Struktur dem Analyten ahneln und daher auch an den Antikorper
binden kénnen. Dies erscheint als Erklarung fiir Uberbestimmungen plausibel und
ermdglicht es gezielt einzelne Stoffe auf deren Interferenzpotenzial (Kreuzreaktivitat)
zu untersuchen sowie diese in der Probe nachzuweisen. Die Kreuzreaktivitat wird
dabei durch Vergleich der Kalibrierfunktionen von dem zu untersuchenden Stoff und
dem Zielanalyten erhalten (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Simulierter Verlauf der Kalibrierfunktionen zweier Stoffe bei Anpassung mit der
4-Parameter-Gleichung nach Rodbard.

FUr die Berechnung der Kreuzreaktivitdt wird die Verschiebung des C-Werts
herangezogen [27], welcher ein Mal} fur die Nachweissensitivitat des ELISAs ist.
Haufig wird der C-Wert auch als ICso angegeben, was der Konzentration bei 50 %
Inhibierung des Signals entspricht. In Gleichung 2 ist die Berechnung der
Kreuzreaktivitat fir einen Stoff x (Kreuzreaktand) angegeben.

< y C-Wert (Zielanalyt) 100 %
reuzreaktivitat = . °
vz Vi C-Wert (Kreuzreaktand) (Gleichung 2)

Ist der C-Wert fur einen Kreuzreaktanden zu niedrigeren Konzentrationen
verschoben, besitzt er eine Kreuzreaktivitat von > 100 %. Bei einer Verschiebung des
C-Werts zu héheren Konzentrationen liegt die Kreuzreaktivitat bei unter 100 %. Da
bei diesem Ansatz die Konzentration verwendet wird, kann die Kreuzreaktivitat eines
Stoffes mit einer vom Analyten deutlich verschiedenen Molmasse, zu einem falschen
Eindruck der Bindungsaffinitat fuhren. Haufig wird daher noch die Molmasse
berticksichtigt, so dass nicht mehr die Konzentrationen sondern die Molaritaten beim
C-Wert ins Verhaltnis gesetzt werden.



1.3 Moglichkeiten zur Reduktion von Interferenzen

In der Vergangenheit wurden in der Literatur verschiedene Ansatze zur Reduktion
des bekannten Problems der Interferenz, welche hauptsachlich zur Uberbestimmung
fuhrt, vorgeschlagen. Dabei sollte stets berlcksichtigt werden, dass der ELISA
typischerweise als Screening-Methode mit hohem Probendurchsatz dienen soll. Eine
aufwendige Probenaufbereitung ist mit dem hohen Probendurchsatz nicht
kompatibel. Trotzdem kann eine komplexe Aufbereitung unter Verwendung
verschiedener Festphasenextraktionen oder eine multidimensionale chromato-
graphische Aufreinigung der Probe zielfuhrend sein [28].

Als einfachster Ansatz der Probenbehandlung kann die Verdlinnung der Probe
dienen, welche besonders zur Reduktion von unspezifischen Interferenzen hilfreich
sein kann. In der Literatur wird eine Probenverdinnung von bis zu einem Faktor
1000 vorgeschlagen, die jedoch eine ausreichend gute Nachweisempfindlichkeit des
ELISAs voraussetzt [29-31].

Fir die Reduktion einer Interferenz durch Huminsauren wird die Anwendung von 1 %
Rinderserumalbumin (BSA) als Probenzusatz vorgeschlagen. Dadurch konnten
Uberbestimmungen von (iber 1000 %, die bei der Vermessung von Standards
auftraten, auf etwa 100 % abgesenkt werden [20,32]. Beim Vergleich der ermittelten
Koffeinkonzentrationen in Wasserproben ergab sich jedoch trotz eines Zusatzes von
BSA eine systematische Uberbestimmung bei Verwendung des ELISAs im Vergleich
zum quantifizierten Gehalt mittels LC-MS/MS.

Eine gezielte Methode zur Reduktion von Kreuzreaktanden, welche haufig
Metaboliten des Zielanalyten sind, ist die Anwendung der Hydrolyse [33,34]. Dabei
lieferten die enzymatische Hydrolyse mittels einer Mischung aus B-Glucuronidase
und Arylsulfatase sowie die saure Hydrolyse Erfolge bei der Absenkung der
Uberbestimmung. Die Wiederfindung betrug vor der Behandlung bis zu 300 % und
konnte auf durchschnittlich rund 110 % abgesenkt werden.

Eine andere Moglichkeit um eine Interferenz durch Kreuzreaktanden zu unterdricken
ist die Vermessung der Probe bei unterschiedlichen pH-Werten. In besonderen
Fallen unterscheidet sich der Kreuzreaktand vom Analyten so stark, dass dies zu
einer Minderung der Storung fuhren kann, wie in einer Arbeit von Bahlmann et al.
(2011) gezeigt wurde. Dabei wurde ein Carbamazepin-ELISA verwendet, wobei das
Antihistaminikum Cetirizin bei pH 4,5 eine Kreuzreaktivitat von uber 400 % und bei
pH 10,5 nur eine Kreuzreaktivitat von etwa 22 % zeigte [35].

Ein anderer Ansatz verfolgt die Anwendung einer Matrixkalibrierung um eventuelle
Matrixeffekte auszugleichen [36]. Die Herausforderung bei dieser Idee liegt darin,



dass sehr haufig die analytfreie Matrix nicht vorliegt. Eine Simulation der Matrix
ausgehend von Reinstwasser und Dotierung mit Stoffen wird die Matrix nicht adaquat
darstellen, da der ELISA von diversen Stoffen mit Konzentrationen im Spuren-
bereich, wie fur die Kreuzreaktanden, gestort werden kann. Die Charakterisierung
und Nachahmung der Probe in deren Salzkonzentrationen, Anteil an organischen
Verbindungen und Kreuzreaktanden ist lediglich theoretisch moglich. Zudem zeigte
diese und andere in der Literatur beschriebene Arbeiten, dass sich die Hohe der
Uberbestimmung flr dhnliche Matrices deutlich unterscheiden kann. Ein bei anderen
Messmethoden haufig eingesetztes Verfahren zur Minimierung von Quantifizierungs-
fehlern, hervorgerufen durch Matrixeffekte, ist die Standardaddition des Analyten.
Diese versagt jedoch bei Immunoassays haufig, weil Interferenzen sich nicht
proportional zur gemessen Konzentration des Zielanalyten auswirken. Die Interferenz
der unspezifischen Bindung oder Bindung durch Kreuzreaktanden liefert eine Art
Untergrundsignal, welches sich durch die Standardaddition nicht identifizieren und
bestimmen Iasst.

Ein anderer erfolgversprechender Ansatz beruht auf einem Wechsel des Tracers. Es
ist allgemein in zwei verschiedene Typen von Tracern zu unterscheiden. Ein Typ ist
der homologe Tracer. Dabei wird fur die Synthese des Tracers das gleiche Hapten
eingesetzt, welches fur die Immunogensynthese verwendet wurde. Dies stellt haufig
sicher, dass der Tracer eine gute Bindungsaffinitat zum Antikdrper zeigt und es ist
keine zusatzliche Entwicklung und Synthese eines neuen Haptens notwendig. Ein
Nachteil des homologen Tracers kann eine schlechte Nachweisempfindlichkeit des
ELISAs sein, wenn der Tracer eine sehr hohe Bindungsaffinitat fir den Antikorper
aufweist. In diesem Fall sind sehr hohe Konzentrationen an Analyt notwendig, um
den Tracer von der Bindungsstelle des Antikérpers zu verdrangen und eine
Signalveranderung zu erreichen. Ein anderes Problem, welches besonders bei
einem Hapten mit einer langen Bricke (spacer) zwischen Analyt und Protein
auftreten kann, ist die sogenannte Bricken-Erkennung (bridge oder spacer
recognition). Dabei bindet der Antikérper den Tracer nicht aufgrund seiner Zielanalyt-
Struktur, sondern aufgrund einer starken Wechselwirkung mit der Bruckeneinheit.
Abhilfe kann dabei ein heterologer Tracer schaffen [37]. Bei einem heterologen
Tracer wird flr die Tracersynthese ein anderes Hapten als fur die
Immunogensynthese verwendet. Haufig wird dabei nur die Lange der Briickeneinheit
verandert. Eine Veranderung der Substitutionsposition am Analyten hat jedoch den
groldten Einfluss auf die Bindungseigenschaften [38,39]. Assays sind bei
Verwendung eines heterologen Tracers meist empfindlicher, da dieser schwacher an
die Antikorper bindet und daher leichter von schon geringeren Analytkonzentrationen
verdrangt werden kann [40-44]. Es gibt jedoch auch Gegenbeispiele [45,46]. Zudem
ist es wichtig, dass der heterologe Tracer noch eine ausreichend gute



Bindungsaffinitat zum Antikorper zeigt, um ein Signal zu erhalten [38,37]. Da es im
Probenauftragungsschritt (Abbildung 1, Schritt (4)) zu einer Gleichgewichts-
einstellung von gebundenen Tracer und Probeninhaltsstoff kommt, kann durch
Veranderung des Tracers, neben der Empfindlichkeit des Assays auch die
Selektivitat verandert werden. Dies ist besonders leicht bei polyklonalen Antikdrpern
vorstellbar. Durch Anderung der Haptenstruktur bindet der Tracer an andere
Antikorper, welche eine andere Selektivitat besitzen. In der Literatur beschriebene
Ergebnisse zeigen durch Einsatz eines heterologen Tracers teilweise leicht erhohte
[43] und andere deutlich gesenkte Kreuzreaktivitaten [47]. Allgemein zeigt sich, dass
die Kreuzreaktivititen von Stoffen durch Anwendung eines heterologen Tracers
gesenkt werden konnen, jedoch zeigen stets die gleichen Stoffe die entsprechend
hochste  Kreuzreaktivitat [48,43,46]. Eine vollstandige Eliminierung der
Kreuzreaktivitat oder Umkehr der Selektivitaten scheint durch Veranderung des
Tracers nicht moglich.

1.4 |dentifikation von Interferenzen

Ein wesentliches Problem der Interferenzen im ELISA besteht darin, diese als solche
zu erkennen. Da beim ELISA die Separation der Probeninhaltsstoffe lediglich auf der
Selektivitat der Antikorper beruht und man als Ergebnis lediglich einen
Extinktionswert erhalt, dem man mittels einer Kalibrierfunktion eine Konzentration
zuordnet, kann man den ELISA als eine ,Black-Box-Methode® ansehen. Der
Anwender erhalt kein Signal-zu-Rausch-Verhaltnis wie bei anderen Messmethoden.
Daher ist es schwer, schnell Interferenzen zu erkennen und flhrt zur Skepsis vieler
Anwender. In der Vergangenheit wurde versucht ,Licht in die Black-Box" zu bringen
und die Auftrennung der Probeninhaltsstoffe zu unterstutzen. Obwohl dieses Thema
von grofder Bedeutung ist, gibt es bisher nur sehr wenige Publikationen auf diesem
Gebiet. Haufig wird zur Auftrennung der Probe, wie auch in dieser Arbeit, die HPLC
eingesetzt. Die in der Literatur beschriebenen Methoden wurden jedoch meist nur flr
eine qualitative Analyse genutzt. Die Identifikation von kreuzreagierenden Stoffen ist
dabei am bedeutsamsten, wie in einer Arbeit von Nielen et al. (2003) [49]. Haufig
fehlen aber nahere Beschreibungen wie die Dauer der Fraktionierungsintervalle.
Nielen et al. sammelten Fraktionen in einer Mikrotiterplatte mit 96 Kavitaten und
nutzten diese fur eine massenspektrometrischen Vermessung der Fraktionen oder
zur Vermessung mittels ELISA. Dabei konnten sie einen unbekannten
B-Antagonisten in Futter nachweisen, ohne diesen jedoch eindeutig zu identifizieren.

Lardinios et al. (2008) nutzten die HPLC zur Auftrennung einer Proteinmischung,
wobei sie ein Fraktionierungsintervall von 24 s wahlten und in Mikroreaktionsgefalie
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(Eppendorf tubes) fraktionierten. AnschlieRend wurden die Fraktionen mittels ELISA
vermessen [50].

In einer Arbeit von Song et al. (2009) wurden, zur Klarung einer Uberbestimmung
von 8-Hydroxydesoxyguanosin (8-OH-dG), Urinproben mittels Umkehrphasen-HPLC
in 27 Fraktionen mit einem Fraktionierungsintervall von 90s gesammelt. Die
Fraktionen wurden getrocknet und in 0,3 mL einer 3 %igen Methanollésung
aufgenommen. Dies entspricht einer Anreicherung um den Faktor 10 im Vergleich
zum Injektionsvolumen von 3 mL. Lediglich 3 Fraktionen zeigten ein positives Signal,
wobei die Signalintensitat in ng/mL 8-OH-dG angegeben wurde. Zur Aufklarung der
Interferenz wurden die Retentionszeiten von 6 bekannten Urininhaltsstoffen
vermessen, wobei die Retentionszeit von Harnstoff und Allantoin mit der einer
positiven Fraktion Ubereinstimmte. Allantoin zeigte keine und Harnstoff nur eine sehr
geringe Kreuzreaktivitat. Harnstoff wurde aber aufgrund der hohen Konzentrationen
im Urin als teilweise fiir die Uberbestimmung verantwortliche Substanz erklart [51].

Hradecka et al. (2007) stellte eine Methode vor, bei der Uber Immunaffinitatssaulen
aufgereinigte Proben zur Messung von Abscisinsaure (ABA) mittels LC-ELISA
vermessen wurden [52]. Dabei nutzte er ein Fraktionierungsintervall von 30 s. Die
Fraktionen wurden ebenfalls getrocknet und der Rickstand in 400 pL Pufferldsung
aufgenommen. Zur Quantifizierung wurde [3H](x)ABA zugesetzt und mittels
Szintillationszahler die B-Strahlung gemessen. Es wurde die methylierte Form des
ABA als ein Kreuzreaktand identifiziert, wobei der Gehalt in der Fraktion als
ABA-Aquivalente angegeben wurde. Die Quantifizierung erfolgte aufwendig durch
Bestimmung von Signal-zu-Aquivalent-Konzentrations-Verhaltnissen, bei Messungen
von ELISA-Messreihen mit Verdiinnungen und Standardisierungen [53-55].

In einer Arbeit von Zhou et al. (2011) die ebenfalls den LC-ELISA nutzten, wurde auf
eine aufwendige Bestimmung von Konzentrationen verzichtet und lediglich die
Signalintensitat angegeben [56].

Bahlmann et al. (2011) verwendeten ein Fraktionierungsintervall von 30 s und gaben
die Signalintensitaten als CeLisa in % an. Eine detaillierte Beschreibung wie die
Konzentrationen bestimmt wurden unterblieb jedoch [35].
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1.5 Kopplung von Flussigkeitschromatographie und ELISA (LC-ELISA)

Anders als bei vielen bisher genannten Arbeiten wurden die Fraktionen in dieser
Arbeit in einer Mikrotiterplatte aufgefangen (Abbildung 4).

Anreicherung Injektion von 30 uL E =

(100-fach bis 1000-fach)

Fraktionierung

‘f‘!“”“ ' mittels HPLC und
= Auffangen der
Klassischer Weg e Fraktionen auf
HPLC einer Mikrotiterplatte

mit 96 Kavitdten

Entfernen des Lésungsmittels

Wiederaufnahme des Riickstands
in 150 L Reinstwasser je Kavitat und
Auftragung der Fraktionen im ELISA

Abbildung 4: Schematischer Aufbau des LC-ELISAs.

Zunachst wurde die Probe angereichert. Dies ist notwendig, weil die Probe durch die
Fraktionierung um mindestens den Faktor 5 verdunnt wird. Es wurden 30 uL Probe
injiziert und der RuUckstand einer Fraktion spater in 150 yL Reinstwasser
aufgenommen. Die Elution eines Stoffes kann auch an der zeitlichen Grenze zweier
Fraktionen erfolgen, wobei sich der Stoff dann auf zwei Fraktionen verteilt, was zu
einer weiteren Verdlnnung fuhrt. Bei den untersuchten Analyten handelt es sich um
Verbindungen, die typischerweise in den Umweltproben mit einer Konzentration im
ng/L-Bereich auftreten. Die erwarteten Konzentrationen lagen daher im
Quantifizierungsbereich der entsprechenden ELISAs. Eine Verdinnung, im Rahmen
der LC-Separation, um den Faktor 10, fuhrt jedoch zu Konzentrationen, welche
mittels der entsprechenden ELISAs nicht mehr quantifizierbar sind. Die Trennung der
Probeninhaltsstoffe erfolgte mittels Umkehrphasen-HPLC. Nachdem das Eluat die
Saule verlassen und einen UV-Detektor passiert hat, wurde es mittels
Fraktionssammler in eine Mikrotiterplatte getropft. Das gesamte System war direkt
mit einander gekoppelt. AnschlieBend wurde das Eluat im Druckluft- oder
Stickstoffstrom bis zur Trockne eingeengt. Dies war notwendig, um den stérenden
Einfluss durch das organische Losungsmittel, welches flr die LC-Separation
verwendet wurde, zu entfernen. Dieser Schritt ist kaum vermeidbar, wenn bei der
LC-Separation ein Gradient von Losungsmitteln verwendet wird und sich so der
Anteil an organischem Losungsmittel je nach Fraktion unterscheidet. Zudem flhren
hohe Anteile an organischen Lésungsmitteln zur Denaturierung der Antikdrper und
Inaktivierung der Peroxidase des Tracers. Dies ist auch ein Grund weshalb eine
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direkte Fraktionierung auf eine antikorperbeschichtete ELISA-Mikrotiterplatte, bei
Anwendung von organischen Lésungsmittel als Eluent, nicht mdglich ist. Die wieder
in 150 yL Reinstwasser aufgenommenen Ruickstande wurden auf eine mit
Antikorpern beschichtete Mikrotiterplatte als Probe (100 pyL je Kavitat) aufgetragen
(Abbildung 1, Schritt (4)). Eine Probe wurde durch die LC-Separation in 70
Fraktionen aufgetrennt. Dies flhrte zu einer 70-fach erhéhten Probenanzahl, welche
jedoch durch den hohen Probendurchsatz beim ELISA kein grofieres Problem
darstellt. Der zeitlimitierende Faktor des LC-ELISAs war das Entfernen des
Losungsmittels, welches etwa 2-3 h dauerte. Um 10 Fraktionierungsplatten zu
vermessen, wurden etwa 4 Tage bendétigt, wobei 3 Tage fur das Entfernen des
Lésungsmittels notwendig waren.

Die Kopplung von LC und Immunoassay hat eine gewisse Bedeutung wie man an
deren Beschreibung in der Richtlinie 2002/657/EG der Europaischen Kommission
[57] betreffend der Durchfiihrung von Analysemethoden und der Auswertung von
Ergebnissen erkennt. In dieser Richtlinie wird auch auf LC-Immunogramme
eingegangen. Die wesentlichsten Fakten betreffend LC-Immunogramme sind in
Tabelle 1 aufgefuhrt.

Tabelle 1: In der Richtlinie 2002/657/EG der Europdischen Kommission hinsichtlich
LC-Immunogramme festgelegte Kriterien

Auswertungsart Kriterium Identifizierungspunkt
LC-Immunogramm - Muss aus 5 Fraktionen bestehen 1

- Jede Fraktion muss kleiner als die
Halfte der Peakbreite sein

- Die Fraktion mit dem hdchsten Gehalt
des Analyten muss fur die Testprobe,
die positive Kontrollprobe und den
Standard die gleiche sein

LC-Immunogramm - Nur, wenn mindestens zwei 2
+ X verschiedene Chromatografiesysteme
oder eine zweite unabhangige
Nachweismethode verwendet
werden

Zusatzlich mussen die einschlagigen Kriterien fur LC-Methoden erflllt sein und
vorgegebene Qualitatskontrollparameter, z.B. unspezifische Bindung, relative
Bindung der Kontrollproben und der Extinktionswert der Leerwertbestimmung,
innerhalb der bei der Validierung des Assays ermittelten Grenzwerte liegen. Der
LC-ELISA kann als geeignete Bestatigungsmethode dienen, sofern ihm
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2 |dentifizierungspunkte zugeordnet werden konnen. Der LC-ELISA allein wird als
ungeeignet eingeschatzt. Erst durch Verwendung verschiedener
Chromatographiesysteme oder durch Vergleich mit einer Referenzmethode kann der
LC-ELISA nach 2002/657/EG zur Bestatigung herangezogen werden.

Bei Anwendung des LC-ELISAs erhalt man als Ergebnis keine blofe Zuordnung von
einem Extinktionswert zu einer Probe, sondern eine Art Chromatogramm, welches
hier als LC-ELISAgramm bezeichnet wird. Beispiele von LC-ELISAgrammen sind in
Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: LC-ELISAgramm in (A) Balken- und (B) Linienform sowie Uberlagerung von
LC-ELISAgrammen in (C) Balken- und (D) Linienform.

Ein Balken stellt dabei die gemessene Konzentration in einer Fraktion dar. Als
Konzentrationsangabe wird die Analyt-Aquivalentkonzentration angegeben. Der
Analyt kann nur von einigen Fraktionen reprasentiert werden. Fraktionen die von
dessen Elutionszeit abweichen, kdnnen nicht den Analyten und damit auch keine
Analytkonzentration wiedergeben. Fur diese Fraktionen kann aber eine
Aquivalentkonzentration bezogen auf den Zielanalyten angegeben werden. Auf der
x-Achse wird die Elutionszeit aufgetragen, welche sich aus der Fraktionsnummer und
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dem entsprechenden Fraktionierungsintervall ergibt. Die wissenschaftlich einzig
richtige Darstellung ist die Balkenform, da nur Fraktionen und damit der Mittelwert in
dem Fraktionierungsintervall als diskreter Wert gemessen werden kann. Die
Darstellung als Linienform suggeriert Werte zwischen den Mittelwerten der
Fraktionen, was aber nur eine Extrapolation darstellt und nicht durch einen Messwert
untermauert ist. Die Linienform bietet aber den Vorteil der Ubersichtlichkeit,
besonders bei der Uberlagerung mehrerer LC-ELISAgramme, wie in Abbildung 5 C
und D zu sehen. Die Darstellung in Balkenform fuhrt zu einem schwer
durchschaubaren Gemisch von Signalen und aufgrund der Auftragung der Balken
nebeneinander auch zu einer fehlerhaften Zuordnung der Elutionszeit.

1.6 Modellanalyten und Modellmatrices

Far die Validierung von Immunoassays im Hinblick auf Kreuzreaktivitaten und
Matrixeffekte wurde mit drei ELISAs flr verschiedene Modellanalyten gearbeitet. Bei
den Analyten handelt es sich um Sulfamethoxazol (SMX), Carbamazepin (CBZ) und
Estron (E1), deren Strukturformeln in Abbildung 6 gezeigt sind.

Sulfamethoxazol (SMX) Estron (E1) 0
/O

% o N
\
%0 M )
H %_/
spezifisch fir SMX
H,N \ HO

/ N'-Position
N4-Position

Carbamazepin (CB2)

(A0

O™ “\H,

Abbildung 6: Strukturformeln der untersuchten Modellanalyten.

Da die fur den ELISA aufwendig gewonnenen Antikdrper nur zur Untersuchung eines
einzelnen Analyten dienen konnen, sollten die Analyten eine gewisse Bedeutung
haben. Idealerweise sollten die vermessenden Analyten eine ganze Stoffklasse
reprasentieren oder als Markersubstanz fur bestimmte Einflisse dienen.



Sulfamethoxazol gehort zur Gruppe der Sulfonamide, welche sich im Wesentlichen
nur in einem unterschiedlichen Substituenten an der N'-Position unterscheiden. SMX
ist ein Antibiotikum, welches in Kombination mit Trimethoprim zur Behandlung von
Atem- und Harnwegsinfektionen eingesetzt wird. Die Jahresverbrauchsmenge im
Jahre 2009 betrug in Deutschland 35 Tonnen, mit einer jahrlich abnehmenden
Tendenz [58]. Sulfamethoxazol, als haufig angewendetes Antibiotikum, sollte
aufgrund des prinzipiellen Potenzials zur Bildung von Antibiotikaresistenzen im
Fokus von Monitoring-Projekten stehen. Es kann in Klarwerken nur ungenigend
eliminiert werden [59,60] und kann daher mit Konzentrationen im unterem ng/L- bis
Mg/L-Bereich in Oberflachengewassern nachgewiesen werden [61-64]. SMX konnte
im unteren ng/L-Bereich sogar in Grund- und Trinkwasser detektiert werden [65,66].
Hinsichtlich der Gefahr von Interferenzen durch Kreuzreaktanden sollte die
Aufmerksamkeit auf Metaboliten des Analyten gerichtet sein. SMX wird im Menschen
zu etwa 85% metabolisiert [67], wobei die Metaboliten N*-Acetyl-SMX
(Hauptmetabolit mit etwa 80 % [68]), SMX-N'-Glucuronid, 5-Methylhydroxy-SMX,
N*-Acetyl-5-Methylhydroxy-SMX und AN*-Hydroxy-SMX bekannt sind [68,69]. Aber
auch 4-Nitro-SMX und 4-Nitroso-SMX sind als Transformationsprodukte nachweisbar
[70].

Bei dem Analyten Carbamazepin handelt es sich um ein Antiepileptikum mit einem
Jahresverbrauch, im Jahre 2005 in Deutschland von 64 Tonnen, wovon 59 Tonnen
metabolisiert ausgeschieden wurden [71]. Verschiedenste Metaboliten von
Carbamazepin, wie verschiedene Hydroxy- und Methyl-Metaboliten, ein Glucuronid-
Metabolit und ein Epoxid-Metabolit sind bekannt [72-74]. CBZ wird nur unzureichend
im Klarwerk eliminiert. Die Eliminierungsrate kann aber durch Einsatz einer vierten
Reinigungsstufe wie durch Verwendung von Pulveraktivkohle auf bis zu 99 % erhdht
werden [75]. Es kann daher als Markersubstanz zur Uberwachung der
Reinigungsleistung eines Klarwerks dienen.

Der dritte Modellanalyt ist das Hormon Estron. Es ist ein Vertreter der natlrlichen
Estrogene die vom Menschen taglich in Mengen von pg bis mg ausgeschieden
werden [76]. Hormone wie Estron kdnnen als endokrine Disruptoren wirken. Es wirkt
auf das Hormonsystem und kann schon im ng/L-Konzentrationen zur
Hermaphroditismus fuhren, weshalb Estrogene besonders hinsichtlich ihrer hohen
potenziellen Okotoxizitat in der aquatischen Umwelt Giberwacht werden sollten [77].
Aber auch das hormonelle System hinsichtlich Produktion, Transport und
Metabolismus von Hormonen kann beeinflusst werden [78]. Estron hat nicht die
héchste estrogene Wirkung der Estrogene [79], kann aber typischerweise mit den
hochsten Konzentrationen in  Oberflachengewassern von wenigen ng/L
nachgewiesen werden [80,81] und bietet sich daher als Vertretersubstanz an. In
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Klarwerkszulaufen werden Konzentrationen um etwa 100 ng/L Estron gemessen
[82,83]. Bekannte Metaboliten des Estrons sind: E1-3-Sulfat [84],
E1-3-Glucuronid [85], 2-Hydroxy-E1, 16-a-Hydroxy-E1 und 4-Hydroxy-E1 [86]. Aber
auch andere Estrogene wie Estradiol oder Estriol konnten aufgrund ihrer ahnlichen
Struktur potenzielle Kreuzreaktanden sein.

Der ELISA wird typischerweise als Methode zur schnellen Vermessung vieler Proben
verwendet, weshalb es sich bei den zu vermessenden Matrices haufig um wassrige
Proben handelt, die nicht weiter aufbereitet werden mussen. In dieser Arbeit wurden
als Modellmatrices unter anderem Oberflachenwasserproben vom Berliner
Landwehrkanal und Teltowkanal verwendet. Aber auch anspruchsvollere Matrices
wie Abwasser wurden vermessen. Dabei wurden die Klarwerkszulaufe und -ablaufe
aller 6 Berliner Klarwerke untersucht, um den Einfluss von individuellen Klarwerken
auf madgliche Interferenzen hin zu untersuchen. Des Weiteren wurden Abwasser vom
Klarwerk Steinhdule aus Neu-Ulm getestet. Dieses Klarwerk betreibt eine vierte
Reinigungsstufe. Es wurde mit diesen Proben der Einfluss der Abwasserbehandlung
untersucht und vom Klarwerk Steinhaule Abwasserproben vom Zulauf und nach
jeder Reinigungsstufe vermessen.
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1.7 Zielsetzung

Immunoassays basieren auf der selektiven Bindung eines Antigens (Analyten) an
einen Antikorper. Die Selektivitat der Antikdrper, welche direkt die Richtigkeit der
Ergebnisse bedingt, ist haufig aber nicht so gut wie fur eine richtige Quantifizierung
notwendig wére. Uberbestimmungen sind daher ein auftretendes Problem bei ihrer
Anwendung. Eine Herausforderung bei der Verwendung von Immunoassays wie dem
ELISA ist, dass die gesamte Probe vermessen wird und als Information lediglich ein
einziger Signalwert erhalten wird. Ein Vergleich eines Analytsignals zu einem
Untergrundsignal oder internem Standard ist im klassischen ELISA nicht moglich.
Ziel dieser Arbeit war es daher, eine Methode zur Validierung von Immunoassays im
Hinblick auf storende Interferenzen wie Matrixeffekte und Kreuzreaktanden zu
entwickeln. Dabei sollte eine Kopplung von LC und ELISA angewendet werden. Das
Potenzial dieser Methode (LC-ELISA) liegt darin, dass man ein Interferenzprofil
(LC-ELISAgramm) ahnlich einem Chromatogramm erhalt, was die Identifizierung von
Interferenzen ermdglicht. Der entwickelte LC-ELISA sollte es erlauben ELISAs
hinsichtlich Matrixeffekte zu validieren und gegebenenfalls helfen diese zu
identifizieren. Eine Unterscheidung zwischen Kreuzreaktanden also spezifisch
bindenden Stoffen und unspezifischen Interferenzen durch Anwendung des
LC-ELISAs ware wiunschenswert. Es sollten die Notwendigkeit des LC-ELISAs und
deren Grenzen diskutiert werden. Die bisher in der Literatur beschriebenen
LC-Immunoassays erlaubten haufig keine oder nur eine sehr aufwendige
Quantifizierung der Interferenzsignale. Zudem wurde die Quantifizierung haufig nicht
genauer beschrieben und Ergebnisse einer Validierung hinsichtlich Quantifizierung
fehlten. Der in dieser Arbeit zu entwickelnde LC-ELISA sollte daher neben der
qualitativen auch eine quantitative Analyse ermoglichen. Die Richtigkeit der mittels
LC-ELISA quantifizierten Analytgehalte sollte im Rahmen einer Validierung ebenfalls
an Standards und Umweltproben gezeigt werden, wobei als Referenzmethode
LC-MS/MS zum Einsatz kommen sollte. Nahezu alle in der Literatur bisher
beschriebenen Methoden verwendeten relativ lange Fraktionierungsintervalle von
mehr als 24 Sekunden. Innerhalb dieser Arbeit sollten auch kurzere
Fraktionierungsintervalle bis hin zur geratespezifischen Grenze von 3 Sekunden zum
Einsatz kommen. Zur Minimierung des Arbeitsaufwandes und Kosten, welche fur ein
LC-ELISAgramm rund 10 € betragen, sollte die Reproduzierbarkeit getestet werden,
um die Frage zu klaren, ob eine Doppelbestimmung ausreichend genaue Aussagen
zulasst. Fur LC-ELISAs sollten geeignete QualitatssicherungsmaflRnahmen entwickelt
werden, um eine Storung durch die LC-Separation beziehungsweise
Fraktionssammlung und deren Behandlung ausschlieBen. Einflusse der
Probenbehandlung wie verwendete Puffer, Tracer oder Probenaufarbeitung kdnnten
mit Hilfe des LC-ELISAs besser beurteilt werden.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1 Validierung des LC-ELISAs

Um Immunoassays hinsichtlich ihrer Matrixeffekte und Kreuzreaktanden durch
Anwendung des LC-ELISAs validieren zu konnen, musste dieser zunachst selbst
validiert werden. Dabei wurde der Fokus auf das Erkennen der Notwendigkeit des
LC-ELISAs, dessen Grenzen, den Einfluss einer Leerprobe und die zu erwartende
Prazision und Richtigkeit gelegt. Weiterhin wird die notwendige zeitliche Auflosung
des LC-ELISAs diskutiert und ein Konzept vorgestellt, welches im Sinne einer
Qualitatssicherung Fehler im LC-ELISA erkennen und ausgleichen soll.

2.1.1 Notwendigkeit und Grenzen des LC-ELISAs

Der LC-ELISA stellt im Vergleich zum ELISA eine deutlich zeitintensivere und teurere
Messmethode dar. Es sollte daher zunachst stets untersucht werden, ob die
Anwendung des LC-ELISAs notwendig ist. Ergebnisse dieser Arbeit und in der
Literatur beschriebene Beobachtungen zeigen, dass insbesondere unspezifische
Interferenzen durch die Verdinnung der Probe Uberproportional abgesenkt werden
konnen. Daher bietet es sich an, die Probe bei unterschiedlichen
Anreicherungsfaktoren zu vermessen und die erhaltenen Konzentrationen auf die
unverdiunnte Probe zu normalisieren. Die dabei erhaltenen Ergebnisse fur
Abwasserproben bei Vermessung mit dem SMX-ELISA sind in Tabelle 2 gezeigt.

Tabelle 2: Mittels ELISA und LC-MS/MS quantifizierte Sulfamethoxazolkonzentration in ug/L
in Klarwerkszuldufen und -ablédufen, wobei fiir die ELISA-Messungen die Proben
unterschiedlich angereichert wurden (Ergebnisse auf einen Anreicherungsfaktor
von 1 normiert) sowie das Konzentrationsverhéltnis von ELISA (niedrigste
gemessene Konzentration) zu LC-MS/MS-Messung

Probe 2-fach 1-fach 0,5-fach 0,25-fach LC-MS/MS  Verhaltnis
Zulauf 2 29+3 162 11+ 1 101 0,41 £ 0,01 24
Zulauf 4 34 £1 15+1 10 + 1 101 0,46 £ 0,02 22
Zulauf 5 8,3+0,3 6,0+£0,7 52+0,6 52+0,3 0,37 £ 0,00 14
Ablauf 2 9,8+04 79+£0,6 8,0£0,2 73204 0,22 £ 0,01 33
Ablauf 4 17 £1 11+£1 10,4+0,2 10,7+0,5 0,29+0,01 36
Ablauf 5 9,7+0,5 70+£0,7 70+£04 6,7+04 0,21 £ 0,01 32

Es zeigte sich, dass bei Verdunnung der Probe die mittels ELISA gemessene
normierte Konzentration abnahm. Dieser Effekt war besonders deutlich, wenn die
Probe bei hdheren Anreicherungsfaktoren vermessen wurde. Fir schwacher
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angereicherte Proben, konnte durch eine Verdinnung kaum noch eine signifikante
Absenkung der normierten Konzentration erhalten werden. Die normierte
Konzentration naherte sich einer Art Grenzwert an. Aus der stets signifikanten
Differenz der normierten SMX-Konzentrationen bei Vermessung der Proben mit
einem 2-fachen und 1-fachen Anreicherungsfaktor lasst sich ein Matrixeffekt
erkennen, welcher auf eine Uberbestimmung hindeutet. Das Mal der
Uberbestimmung kann jedoch nicht erkannt werden und ergibt sich erst beim
Vergleich mit den SMX-Konzentrationen, welche mittels der Referenzmethode
LC-MS/MS unter Verwendung der Stabilisotopenverdinnungsanalyse erhalten
wurden. Die mittels ELISA ermittelten Ergebnisse liegen selbst beim Heranziehen
der niedrigsten gemessenen Konzentrationen fur die Zulaufe im Mittel etwa um den
Faktor 20 und fur die Ablaufe etwa um den Faktor 34 zu hoch. Zudem ist zu
erkennen, dass die Doppelbestimmung mittels ELISA, mit durchschnittlich etwa 7 %,
deutlich hohere Standardabweichungen liefert als die Quantifizierung mittels
LC-MS/MS mit etwa 2 %. Anhand der mittels ELISA deutlich héheren gemessenen
Konzentrationen ist die Notwendigkeit des LC-ELISAs abzuleiten. Aber auch ohne
Referenzmethode ist durch das disproportionale Konzentrationsverhalten eine
fehlerhafte Quantifizierung erkennbar.

Bei der Quantifizierung von Estron in Abwassern wurden mittels ELISA im Vergleich
zu LC-MS/MS ebenfalls Uberbestimmungen erhalten. Dabei betrugen die
Konzentrationsverhaltnisse bei Zulaufproben Faktor 0,8-2,1 (im Durchschnitt 1,4) und
bei Ablaufen 0,9-3,4 (im Durchschnitt 2,3). Deutliche Uberbestimmungen, mit starken
Schwankungen fur Proben mit ahnlicher Matrix, wurden auch schon fruher in der
Literatur beschrieben und untermauern die Notwendigkeit einer Methode zur Klarung
des Sachverhalts [26].

Es darf jedoch nicht unerwahnt bleiben, dass durch Einsatz des LC-ELISAs nur mit
Einschrankungen die Grunde fur fehlerhafte Quantifizierungen ermittelt werden
konnen. Die Quantifizierung beim ELISA erfolgt durch Vergleich des erhaltenen
Extinktionswerts der Probe zu einem Kalibrierstandard. Wenn sich wesentliche
Parameter wie pH-Wert oder Anteil eines organischen Losungsmittels in der Probe
und im Kalibrierstandard unterscheiden, wird dies zu einer Fehlinterpretation flihren.
Bei der LC-Fraktionierung wird die Probe durch den Eluenten verdinnt, so dass der
ursprungliche pH-Wert und der Anteil an organischem L&sungsmittel nicht mehr
ruckverfolgt werden kann. Der pH-Wert aller Fraktionen wird mit einer Pufferldsung
angeglichen und das Losungsmittel entfernt. Nur in Ausnahmefallen bei sehr
extremen pH-Werten oder hohen Anteilen an organischen Ldsungsmitteln konnte
durch eine schlechte LC-Separation der Signale das Vorhandensein dieser
Storungen erkannt werden. Die LC-Separation kann aber auch weitere Einflisse

20



haben. In der Literatur ist beschrieben, dass Antikorper zu Interferenzen fuhren
konnen. Durch Einsatz organischer Ldosungsmittel wahrend der LC kdnnten diese
denaturieren und so ihr Potenzial zur Ausbildung einer Interferenz verlieren. Bei der
Wahl der LC-Parameter wie Eluenten und Saulentemperatur sollte auch auf mogliche
Spaltungen von Stoffen geachtet werden. Relativ labile Metaboliten wie Sulfate oder
Glucuronide koénnten durch stark saure Bedingungen oder hohe Temperaturen
wahrend der LC-Separation gespalten werden, wobei die Spaltungsprodukte deutlich
geringere Kreuzreaktivitaten aufweisen konnten. Innerhalb dieser Arbeit wurden
Eluenten mit einem pH-Wert zwischen 4,5 und 8 sowie eine Saulentemperatur von
40 °C bzw. 50 °C verwendet. Auch eine mdgliche Bildung von Methylestern durch
Verwendung von Methanol und Saure als Eluent sollte nicht vernachlassigt werden.
Die gesammelten Fraktionen wurden anschlielend im auf 30 °C erwarmten
Gasstrom bis zur Trockne eingeengt, was eine zusatzliche thermische Zersetzung
der Stoffe minimiert. Jedoch kdnnten dabei leicht flichtige Stoffe entfernt werden.

Durch Vermessung der Probe bei unterschiedlichen Verdinnungen kann Uber die
disproportionale Konzentrationsanderung, besonders bei hohen Anreicherungs-
faktoren, das Vorhandensein von Interferenzen erkannt werden. Idealerweise sollte
ein Vergleich zu einer mittels Referenzmethode erhaltenen Konzentration aufgestellt
werden. Es sollten stets mehrere Proben einer Matrixart getestet werden, weil die
Uberbestimmungen fir &hnliche Matrices stark schwanken kénnen. Der LC-ELISA
bietet das Potenzial, Interferenzen aufzudecken, aber die Probe kann durch die
LC-Separation in dem Malde verandert werden, dass Interferenzen eliminiert werden.
Vorstellbar sind beispielsweise die Denaturierung von Antikorpern bzw. Proteine, die
Neutralisation extremer pH-Werte oder die Spaltung stark interferierenden
Metaboliten zum weniger stark interferierenden Analyten.

2.1.2 Kontrollméglichkeiten innerhalb des LC-ELISAs

In diesem Abschnitt soll ein wichtiger Bestandteil des entwickelten LC-ELISAs, die
Art der Fraktionierung in die Mikrotiterplatte, vorgestellt werden. Die in dieser Arbeit
entwickelte Form wurde bisher nicht beschrieben, wie allgemein das Format der
Fraktionierungen in der Literatur gar nicht oder nur unzureichend beschrieben ist.
Das entwickelte Konzept der Fraktionierung erlaubt neben einer sicheren
Quantifizierung auch die Uberwachung einiger kritischer Stérmdglichkeiten.
Immunoassays wie der ELISA basieren auf einem komplexen Schichtsystem von
haufig mehreren Antikorpern und einem Antigen. Der Assay besteht aus vielen
Arbeitsschritten wie in Abbildung 1 gezeigt. Diese Komplexitat erschwert die
Identifizierung eines Fehlers. Es ist daher wichtig, dass durch die Verwendung des
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LC-ELISAs die Anzahl der unkontrollierten Arbeitsschritte nicht weiter zunimmt. In
Abbildung 7 ist die neu entwickelte Art der Auftragung von Fraktionen und Standards
schematisch gezeigt.

Durch Probenbestandteile Kalibrierstandards auf der
beeinflusste Fraktionen Frakti‘onierungsplatte

@
Totvolumen der ..‘
HP.LC-Metholt':ie ] ’..
f ol |
e Q0®  .i:iroa
t Is Ref

... ?:or:tgr]c(?l?eauierevzrrtleunszte)
e @

V000
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\_Y_J

Blindprobe fiir den
Neutralisationspuffer

Abbildung 7: Schema zum Verlauf der Fraktionssammlung (schwarze Linie), Auftragung von
Standards und leere Kavitédten (weill) mit der Beschreibung ihrer Bedeutung.

Die Fraktionierung erfolgte in eine Mikrotiterplatte mit 96 Kavitaten nach Spalten,
wobei stets der kurzeste Abstand zwischen zwei Kavitaten gewahlt wurde. In die
Kavitaten wurde ein Neutralisationspuffer (pH = 7,6) vorgelegt, um die nach der
LC-Separation aufgefangenen Fraktionen direkt zu neutralisieren und abzukuhlen.
Das Zeitintervall und das Zeitfenster der Fraktionierung wurden so gewahlt, dass
70 Fraktionen mit zeitlich aquidistanten Abstanden gesammelt wurden. Die zeitliche
Aquidistanz ist wichtig, damit die gleiche Menge an Eluent gesammelt wird. Dies
ermdglicht erst den sicheren Vergleich der gemessenen Konzentrationen in den
Kavitaten und stellt sicher, dass in allen Kavitaten der gleiche Misch-pH-Wert und die
gleichen Salzkonzentrationen vorliegen. Eine Tatsache die besonders bei
Verwendung von gepufferten Eluenten wichtig ist und in vielen bisher in der Literatur
beschriebenen Arbeiten nicht berticksichtigt und diskutiert wurde. Bei der Sammlung
von 70 Fraktionen bleiben zwei Fraktionen (grau) in der Spalte 9 vakant. Die beiden
Fraktionen sind von der Fraktionierung nicht beeinflusst und dienen als Kontrolle, ob
der Neutralisationspuffer eventuell unerwartete positive Signale liefert. Die
Fraktionierung sollte zumindest zweimal ab Elutionszeit 0 min erfolgen. Die dabei
zuerst gesammelten Fraktionen (rot) reprasentieren die Totzeit der LC-Anlage und
kénnen daher nicht von der Probe und nur vom LC-System und den Eluenten
beeinflusst werden. Diese Fraktionen stellen eine Kontrolle der Belastung der
Eluenten und des LC-Systems dar. In Spalte 10 und 11 werden Kalibrierstandards
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als Doppelbestimmung aufgebracht. Dabei wurde der Analyt in einer Mischung von
Eluent und Neutralisationspuffer gelost, wie sie flr die gesammelten Fraktionen
vorlag, um auch dort eine fehlerhafte Beeinflussung durch unterschiedliche pH-Werte
oder Salzkonzentrationen auszuschlieen. Diese Kalibrierstandards werden auf die
Fraktionierungsplatte aufgebracht und dienen als eine Art interner Standard. Der
Analyt in den Standards kdnnte wie in den Fraktionen durch vorherige Kontamination
der Platte, Adsorption an der Platte, der anschlieRenden Lagerung, Entfernen des
Losungsmittels und Wiederaufnahme in Reinstwasser beeinflusst werden. Die
Auftragung der Standards in Spalte 10 und 11 kann diese Effekte zumindest
teilweise ausgleichen. Daruber hinaus sind aufgrund der vielen Standards und der
sich daraus ergebenden Kalibrierfunktion einzelne zufallige Interferenzen ebenfalls
detektierbar. Die Spalte 12 der fur die Fraktionssammlung verwendeten
Mikrotiterplatte bleibt vakant. Kalibrierstandards wurden erst bei der Vermessung der
Fraktionen direkt auf der antikdrperbeschichteten ELISA-Platte in die Spalte 12
aufgetragen. Sie kdnnen als nicht kontaminiert angesehen werden und sind so ein
Test Uber die Funktionsfahigkeit des ELISAs. AuRerdem konnen sie als Referenz zu
den von der Fraktionierungsplatte Ubertragenen Kalibrierstandards dienen und so
Verluste wahrend der Behandlung der Fraktionen gemessen werden.

In dieser Arbeit wurden zur Sammlung der Fraktionen zwei unterschiedliche
Mikrotiterplatten getestet. Zum einen unbehandelte Platten aus Polystyrol und zum
anderen mit Glas beschichtete Platten. In Tabelle 3 sind ausgewahlte Ergebnisse
dargestellt, welche erhalten wurden, wenn man mit Hilfe der Standards in
Spalte 10 und 11 die Konzentrationen der Standards in Spalte 12 ermittelt.

Tabelle 3: Gemessene SMX-Konzentration in ug/L der Kalibrierstandards (Kontrolle liber
Verluste) bei Quantifizierung mittels Kalibrierstandards von der Fraktionierungs-
platte bei Verwendung von unbehandelter Platte und glasbeschichteter Platte

Konzentration Unbehandelte Platte Glasbeschichtete Platte
5 5714 51+0,2
2 2,3+0,1 2,001
0,5 0,68 + 0,03 0,55+ 0,03

Es ist zu erkennen, dass bei Verwendung der unbehandelten Platte geringe
Uberbestimmungen erhalten wurden. Dies deutet daraufhin, dass es zu geringen
Verlusten an Analyt beispielsweise durch Adsorption an der Platte kommt. Aus einem
Verlust an Analyt in den Standards die zur Quantifizierung herangezogen werden,
folgt eine Uberbestimmung der Konzentration fir die Standards die nur auf die
ELISA-Platte aufgetragen werden und dementsprechend keine reduzierte
Konzentration aufweisen. Die Uberbestimmungen liegen jedoch in etwa im Bereich
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der typischen Unsicherheiten des ELISAs um 10 %. Die erhaltenen Konzentrationen
bei Verwendung der glasbeschichteten Platte lagen bei den erwarteten
Konzentrationen. Lediglich fur den Standard mit 0,5 ug/L war eine geringe
Uberbestimmung messbar. Jedoch liegt diese Konzentration auch schon leicht
unterhalb des gut quantifizierbaren Bereichs des SMX-ELISAs. Bei der Anwendung
des LC-ELISAs zur Quantifizierung von Estron konnten ebenfalls unter Verwendung
von unbehandelten Platten Abweichungen von etwa 10 % zwischen der gemessenen
und der erwarteten E1-Konzentration fur die Referenzkalibrierstandards (Spalte 12)
erhalten werden. Der Gebrauch der unbehandelten Platten ist daher moglich. Diese
Mikrotiterplatten sollten jedoch nur einmalig benutzt werden.

Als Einschrankung des Konzepts zur Uberwachung von Verlusten ist zu nennen,
dass dies nur den Zielanalyten aber nicht interferierende Stoffe umfassen kann.
Kreuzreaktanden oder unspezifisch bindende Stoffe kdnnten starker an der
unbehandelten Platte adsorbieren. In Abbildung 8 ist daher ein Vergleich von
SMX-LC-ELISAgrammen von Abwassern unter Verwendung von unbehandelter und
glasbeschichteter Platte zur Sammlung der Fraktionen gezeigt.
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Abbildung 8: Uberlagerung von SMX-LC-ELISAgrammen erhalten bei Verwendung von
unbehandelter und glasbeschichteter Platte fiir eine 10-fach angereichte (A)
Klarwerkszulaufprobe und (B) Klarwerksablaufprobe unter Verwendung der
HPLC-Methode 1.

Die LC-ELISAgramme zeigen den Bereich der Elutionszeit welcher Signale mit
SMX-Aquivalentkonzentrationen im gut quantifizierbaren Bereich des SMX-ELISAs
lieferte. Es ist zu erkennen, dass die mittels LC-ELISA gemessenen Konzentrationen
fur beide Platten im Rahmen der fir den ELISA typischen Messunsicherheit von etwa
10 % lagen und damit als gleich angesehen werden konnen.
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Es wurde eine Art der Auftragung entwickelt, welche eine Kontrolle Uber
Kontaminationen des Eluenten beziehungsweise LC-Systems und der fur die
Neutralisation der Fraktionen verwendeten Pufferldsung ermoglicht. Um weitere
Storeinflisse zu identifizieren, wurden Kalibrierstandards erst auf die
antikorperbeschichtete ELISA-Platte aufgetragen und mit Standards verglichen,
welche schon auf die Fraktionierungsplatte aufgetragen wurden. Der Einfluss der
Fraktionierungsplatte auf die Interferenzprofile wurde anhand von Proben eines
Klarwerkszulaufs und -ablaufs mittels LC-ELISA vermessen. Die erhaltenen
SMX-LC-ELISAgramme waren im Rahmen der Messunsicherheit fur beide Arten der
Mikrotiterplatte gleich. Da das Verhalten von unbekannten Interferenzen nicht
vorhergesagt werden kann, sollten in Zukunft glasbeschichtete Platten zur
Sammlung der Fraktionen verwendet werden. Es sei denn, dass eine Adsorption des
Analyten an Glas bekannt ist. Es zeigte sich, dass ein 4-faches manuelles Waschen
mit flieBendem Reinstwasser, was etwa einer 500 000-fachen Verdunnung
entspricht, ausreichend ist, um anschlieBend keine signifikanten Analyt-
konzentrationen messen zu koénnen. Von einer automatischen Reinigung der
Mikrotiterplatten mittels Plattenwasher ist abzuraten, da dieser die Positionen seiner
Waschdusen uber einen Kontakt mit der Platte testen konnte und so die Gefahr einer
Beschadigung der dunnen Glasbeschichtung besteht.

2.1.3 Prazisionsprofil

An dieser Stelle soll vorgestellt werden, wie der fur die Quantifizierung sinnvolle
Konzentrationsbereich eines ELISAs ermittelt wurde. Dazu kann ein sogenanntes
Prazisionsprofil verwendet werden [87]. Dieses folgt dem Ansatz, dass die
Unsicherheit der Konzentration (Ax) mit der Unsicherheit (Standardabweichung s)
der gemessenen Extinktion und den Parametern der 4-Parameter-Gleichung nach
Rodbard wie in Gleichung 3 beschrieben zusammenhangt.

B B
AX= B - (SD_A) ' [(%) *2+ (%) ] (Gleichung 3)

In Abbildung 9 sind eine Kalibrierfunktion und die sich aus Gleichung 3 fir die
Kalibrierpunkte ergebenen relativen Unsicherheiten dargestellt. Diese folgen, bei
logarithmischer Austragung der Konzentration auf der x-Achse, einem U-Verlauf. Fur
Bereiche in denen die Steigung der Kalibrierfunktion klein ist, wird die relative
Unsicherheit der Konzentration maximal.
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Abbildung 9: Kalibrierfunktion fiir den SMX-ELISA (rote Linie) und nach Gleichung 3
errechneten Unsicherheit der Konzentrationen (V ), welche nach Gleichung 4
einer neu entwickelten Anpassungsfunktion verbunden wurden (blaue Linie).

Die Berechnung der Prazision der Konzentration (Gleichung 3), wie sie Ekins (1981)
beschreibt, ist seit langerem bekannt, jedoch war in der Literatur keine
entsprechende Anpassungsfunktion zu finden. In der Vergangenheit wurde diese
haufig manuell gezeichnet oder eine unharmonische Punkt-zu-Punkt-Verknupfung
angewendet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Anpassungsfunktion entwickelt
(Gleichung 4).

y=A-x*+C+ QE
X (Gleichung 4)

Beim Prazisionsprofil handelt es sich vereinfacht um eine Parabel, wobei die
Schwierigkeit besteht diese bei der logarithmischen x-Achse abzubilden. Die
Gleichung 4 besteht aus den Variablen x fur die Analytkonzentration, y fur die relative
Unsicherheit der Konzentration sowie A, B, C, D und E, welche frei wahlbar sind und
in keinem Zusammenhang mit den 4 Parametern der 4-Parameter-Gleichung nach
Rodbard stehen. Es hat sich gezeigt, dass die Exponenten B und E teilweise zu
unerwunschten Fehlanpassungen fuhren konnen. Durch deren Festsetzung mit
einem Wert von 1 und damit dem Ignorieren der beiden Exponenten, kann dieses
Problem jedoch beseitigt werden. Um aus dem Prazisionsprofil den fir die
Quantifizierung nutzbaren Konzentrationsbereich festzulegen, wurde fur die
Quantifizierung ein maximaler Fehler von 10 % und fur den Arbeitsbereich ein
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akzeptabler Fehler von 30 % gewahlt, welche auch in der Literatur vorgeschlagen
wurden [88]. Bei Anwendung dieser Kriterien ergaben sich fur die drei, in dieser
Arbeit verwendeten, ELISAs die in Tabelle 4 gezeigten Konzentrationsbereiche.

Tabelle 4: Konzentrationsbereiche in ug/L, die signifikante Aussagen und Quantifizierungen
fur die in der Arbeit verwendeten Enzyme-linked Immunosorbent Assays
zulassen und die Konzentration am Wendepunkt der Kalibrierfunktion (C-Wert)

ELISA fir Untere Signifikanzgrenze  Quantifizierbarer Bereich C-Wert
(Unsicherheit < 30 %) (Unsicherheit < 10 %)
Sulfamethoxazol 0,06 0,82-63 2,5
Estron 0,06 0,15-8,7 0,96
Carbamazepin 0,01 0,04-0,98 0,15

Neben den Konzentrationsbereichen ist auch der C-Wert von wesentlicher
Bedeutung. Der Anstieg der Kalibrierfunktion ist bei semilogarithmischer Auftragung
dort maximal und damit die Messunsicherheit am C-Wert vermeintlich am
niedrigsten. Gemessene Konzentrationen unter 60 ng/L fur den SMX- und E1-ELISA
beziehungsweise unter 10 ng/L fur den CBZ-ELISA sollten als nicht signifikant
gewertet werden. Es muss erwahnt werden, dass die Standardabweichungen und
die 4 Parameter der 4-Parameter-Gleichung um typischerweise bis zu einem
Faktor von 2 schwanken kénnen und damit auch der quantifizierbare Bereich und die
untere Signifikanzgrenze Schwankungen unterliegen. Die angegebenen Werte
spiegeln die typisch erhaltenen Werte wieder, sollten aber nur als Naherungswerte
angesehen werden.

Mit Hilfe eines Prazisionsprofils wurden die Konzentrationen der Signifikanzgrenzen
und gut quantifizierbaren Bereiche der verschiedenen ELISAs ermittelt. Daftr wurde
eine Anpassungsfunktion entwickelt, die die errechneten relativen Unsicherheiten der
Konzentrationen fittet und so eine genauere Bestimmung der Grenzen fur die
jeweiligen ELISAs ermdglicht.

2.1.4 Leerproben

Der erste Schritt bei der Anwendung des LC-ELISAs sollte, nach Entwicklung der
HPLC-Methode, die Vermessung einer Leerprobe sein. Diese stellt eine Art Profil der
Untergrundsignale dar, welche spater malRgeblich die Aussagekraft von erhaltenen
Interferenzsignalen beeinflussen konnen. Bei Verwendung des Prazisionsprofils und
Beachtung des signifikanten Konzentrationsbereiches kdnnen die erhaltenen
LC-ELISAgramme von Leerproben beurteilt werden. In Abbildung 10 sind die
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erhaltenen LC-ELISAgramme fur SMX und CBZ bei Vermessung einer Leerprobe
gezeigt.

0,3 mm LC-ELISAgramm einer Reinstwasserprobe 0,008 “mmm LC-ELISAgramm einer Reinstwasserprobe
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Abbildung 10: LC-ELISAgramm fiir eine Leerprobe unter Anwendung der HPLC-Methode 1
und Gebrauch des (A) SMX-LC-ELISAs und (B) CBZ-LC-ELISAs.

FUr beide Analyten waren fur mehrere Fraktionen positive Signale messbar. Dabei
lagen die Signalintensitaten bei Verwendung der polyklonalen anti-SMX Antikorper
sogar deutlich oberhalb der Signifikanzgrenze von 0,06 pg/L. Bei Verwendung der
monoklonalen anti-CBZ Antikorper lagen die Signale jedoch unterhalb der
Signifikanzgrenze. Teilweise war unter Verwendung der Kalibrierfunktion keine
Konzentrationsbestimmung mehr moglich, was der Grund flr die Licken im
CBZ-LC-ELISAgramm ist. Die Notwendigkeit der Vermessung einer Leerprobe kann
gut am Beispiel des E1-LC-ELISAgramm in Abbildung 11 gezeigt werden.
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Abbildung 11: E1-LC-ELISAgramm fiir eine Leerprobe bei Verwendung der HPLC-Methode 1
(griine Linie) und HPLC-Methode 2 (rote Linie).
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Unter Verwendung der gleichen HPLC-Methode wie fur die LC-ELISA-Messungen
mit SMX- und CBZ-ELISA ergibt sich bei Anwendung des monoklonalen anti-E1
Antikorpers ein sehr intensives Untergrundprofil fir die Leerprobe. Man beachte die
Unterbrechung der y-Achse. Das sehr intensive Signal bei 13,5 min war an
unterschiedlichen Tagen reproduzierbar und kann nicht durch E1 hervorgerufen sein,
welches bei 13,0 min eluiert. Da es sich um eine Leerprobe handelt und die
Fraktionen auch erst nach mehreren Aquilibrierungsseparationen gesammelt
wurden, muss die Interferenz durch den Eluenten oder das LC-System hervorgerufen
werden. Der verwendete Gradient der HPLC-Methode 1 besteht aus einem
isokratischen Verlauf mit 20 % MeOH fiur die ersten 3 min und steigt danach linear
auf 95 % MeOH zur Minute 8 an. Anschliel3end bleibt er stabil bei 95 % MeOH bis
zur Minute 12 und sinkt wieder auf 20 % MeOH ab. Da ein Intensitatsanstieg der
Interferenzsignale von Minute 3 zu 8 jedoch nicht erkennbar ist, kann ein
Zusammenhang mit dem Eluenten ausgeschlossen werden. Die starke Interferenz
muss durch Stoffe des LC-Systems hervorgerufen werden. Vorstellbar ware, dass
unpolare Stoffe wie Weichmacher aus dem System geldst werden. Mit ansteigendem
Anteil an MeOH werden sie immer starker geldst und reichern sich auf der
analytischen Saule an. Erst nach langerem Spulen der Saule mit 95 % MeOH
eluieren die Stoffe bei Minute 13,5. Dies erklart auch das schmale Signal. Da der
Gradient anschlieend wieder hauptsachlich aus Wasser besteht, welches die
unpolaren Stoffe schlecht eluiert, wird eine breite Signalschulter erhalten. Aufgrund
der hohen Interferenzsignale in der Leerprobe missten die Interferenzsignale,
welche durch die Probeninhaltsstoffe hervorgerufen werden, sehr intensiv sein. Dies
wurde eine hohe Anreicherung der Probe und geringe Nachweisempfindlichkeit mit
sich fuhren. Um dies zu vermeiden wurde ein Gradient aus Wasser und Acetonitril
(HPLC-Methode 2) getestet. Dadurch konnten die Interferenzintensitaten, welche fur
die Leerprobe erhalten wurden, um mehr als Faktor 50 abgesenkt werden. Lediglich
in sehr wenigen Fraktionen wurden Konzentrationen knapp Uber der
Signifikanzgrenze von 0,06 ug/L gemessen. Weshalb die fur die sehr hohen
Interferenzsignale verantwortlichen Stoffe mit Acetonitril nicht eluiert werden, bleibt
ungeklart. Es konnte sein, dass die Anderung des pH-Werts von 4,5 zu 8 einen
Einfluss hat. Die gewahlten Bedingungen sollten jedoch nicht nur fur die LC-ELISA-
Messung geeignet sein, sondern auch fur die Referenzmethode (LC-MS/MS). Durch
Wechsel des organischen Ldsungsmittels von MeOH zu ACN konnte die durch
Matrixbestandteile hervorgerufene Signalsuppression verringert werden. Die
Anderung des Modifiers von 0,1 % Essigsdure mit 10 mM Ammoniumacetat zu
0,00025 % Ammoniak fuhrte darlber hinaus zu einer Signalintensitatssteigerung von
Estron fur die LC-MS/MS-Messung um etwa Faktor 50. Durch diese beiden
Optimierungsschritte war es erst mdglich die guten Bestimmungsgrenzen in den
angereicherten Proben von etwa 10 ng/L in Klarwerkszulaufen, etwa 3 ng/L in

29



Klarwerksablaufen und etwa 0,4 ng/L E1 in Oberflachenwasser zu erreichen. Diese
als vergleichsweise gut einzuschatzenden Bestimmungsgrenzen [83] waren
notwendig, und fur Klarwerksablaufproben teilweise nicht ausreichend gut, um die
E1-Gehalte in den Umweltproben mittels LC-MS/MS quantifizieren zu kdnnen.

Bei Vermessung von Leerproben mittels E1-LC-ELISA zeigte sich ein deutlicher
Einfluss der verwendeten Eluenten auf das LC-ELISAgramm. Durch Substitution des
Wasser-MeOH-Gradienten durch einen Wasser-ACN-Gradienten konnten die
Interferenzsignale im LC-ELISAgramm um bis zu Faktor 50 abgesenkt werden.
Lediglich bei Verwendung des polyklonalen anti-SMX Antikérpers wurden fir die
Vermessung einer Leerprobe noch viele Fraktionen mit Signalkonzentrationen
oberhalb der Signifikanzgrenze erhalten.

2.1.5 Prazision und Richtigkeit

Es war die Frage zu klaren, ob eine Doppelbestimmung ausreichend genaue
Aussagen ermoglicht. Die Kosten der Datengenerierung eines LC-ELISAgramms
betragen in Summe etwa 10 €. Da mindestens eine Doppelbestimmung durchgefuhrt
werden sollte, um eine verlassliche Aussage zu erhalten, stellte sich die Frage, ob
diese auch ausreichend ist, oder eine Mehrfachbestimmung mit einer grof3eren
Anzahl an Wiederholmessungen notwendig ware. Die Kosten einer Doppel-
bestimmung betragen pro Probe etwa 20 € und erhdhen sich um 10 € mit jeder
zusatzlichen Wiederholung. Da der LC-ELISA nicht vorrangig zur Quantifizierung,
sondern eher zur qualitativen Beurteilung von Matrixeffekten dienen soll und daruber
hinaus aus dem Prazisionsprofil eine Unsicherheit von bis zu 30 % im Arbeitsbereich
angenommen werden kann, wurde eine Standardabweichung von 25 % fur
Mehrfachbestimmungen als akzeptabel festgelegt. Um die Wiederholprazision
abzuschatzen, wurde ein Standard mit einer Konzentration von 10 yg/L SMX als
Dreifachbestimmung mittels SMX-LC-ELISA vermessen. Durch die in Abschnitt 1.5
dargestellte Verdinnung um den Faktor 5 wahrend der LC-Separation ergibt sich
eine zu erwartende Konzentration von 2 ug/L SMX. Das erhaltene gemittelte
LC-ELISAgramm mit den entsprechenden Standardabweichungen fur die einzelnen
Fraktionen ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: SMX-LC-ELISAgramm fiir eine mit SMX dotierte Leerprobe mit Angabe der
Standardabweichungen einer Dreifachbestimmung unter Verwendung der
HPLC-Methode 1.

Das SMX-Signal ist um 8,7 min zu erkennen und verteilt sich auf 2 bzw. 3 Fraktionen.
Die Signalbreite entspricht etwa 24 s und das Fraktionsintervall 9s. Die in
Tabelle 1 vorgestellten  Kriterien der Richtlinie  2002/657/EG, dass ein
LC-Immunogramm aus mindestens 5 Fraktionen bestehen muss und jede Fraktion
kleiner als die Halfte der Peakbreite sein muss, sind erfullt. Die relativen
Standardabweichungen fur die Fraktionen, die SMX reprasentieren, betragen 18 %.
Fur alle Ubrigen Fraktionen liegen sie bei 10-63 %. Dabei ist zusagen, dass die
hohen relativen Standardabweichungen fur sehr geringe Konzentrationen erhalten
wurden, welche auch schon unterhalb des Arbeitsbereiches liegen. Die erhaltenen
Standardabweichungen kénnen als akzeptabel angesehen werden. Aus Kosten- und
Zeitgrunden ist eine Doppelbestimmung fur alle Proben zweckmafig. Es wird bei
allen in dieser Arbeit dargestellten LC-ELISAgrammen der Mittelwert der Doppel-
bestimmung gezeigt. Bei der Vermessung von Realproben lagen die relativen
Standardabweichungen, der sich im Arbeitsbereich befindenden Konzentrationen, bis
auf wenige Ausnahmefalle, ebenfalls fur alle Fraktionen unter 25 %.

Der LC-ELISA soll im Gegensatz zu schon in der Literatur beschriebenen Ansatzen
auch zur quantitativen Analyse dienen, weshalb neben der Wiederholprazision auch
die Richtigkeit der gemessenen Konzentrationen von wesentlicher Bedeutung ist.
Summiert man die in den drei Fraktionen um 8,7 min erhaltenen Konzentrationen,
wobei die Konzentration in der letzten Fraktion schon unterhalb des gut
quantifizierbaren Bereichs liegt, ergibt sich ein Wert von 2,3 + 0,4 uyg/L SMX. Die
erwartete Konzentration von 2 pg/L wird im Rahmen der Messunsicherheit erreicht.
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Es wird aber im Mittel eine leichte Uberbestimmung erhalten. Da jede Fraktion fur
sich eine einzelne Probe darstellt, kann nicht von einem klassischen Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis, beim Vergleich von zwei Fraktionen, gesprochen werden. Es ist
jedoch nachvollziehbar und wurde auch bei der Vermessung der Leerproben gezeigt,
dass in den drei Fraktionen um 8,7 min eine signifikante SMX-Konzentration bei
Abwesenheit von SMX gemessen werden wirde. In dieser zusatzlichen
Konzentration ist die leichte Uberbestimmung begriindet. Da der LC-ELISA auch zur
Vermessung von Umweltproben angewendet wurde und diese auf naturliche Weise
belastet sind, wurde zur Quantifizierung der Gehalte in den Umweltproben
LC-MS/MS, unter Verwendung der Stabilisotopenverdinnungsanalyse, als
Referenzmethode eingesetzt. Diese Methode ist eine weit verbreitete Methode und
die erhaltenen Konzentrationen werden typischerweise als richtig angenommen. Die
mittels LC-ELISA und LC-MS/MS quantifizierten Gehalte wurden gegeneinander
aufgetragen und die Datenpaare gefittet. Die erhaltenen Funktionsgleichungen und
mittleren Wiederfindungen, abhangig von Matrix und Analyt, sind in Tabelle 5
dargestellt.

Tabelle 5: Ergebnisse zur erhaltenen Korrelation (Ausgleichsfunktion und Bestimmtheitsmall
R? bei Auftragung der gemessenen Konzentrationen von Sulfamethoxazol
beziehungsweise Estron mittels LC-ELISA gegen LC-MS/MS sowie der Mittelwert

der Wiederfindungen
Probenart Ausgleichsfunktion R2  Mittelwert der Wiederfindungen von
(Anzahl der Proben) LC-ELISA zu LC-MS/MS in %
Sulfamethoxazol
Klarwerkszulauf (6) y=1,06x-0,02 0,99 104 £ 13
Klarwerksablauf (6) y=1,18x+0,61 0,99 114 £ 20
Oberflachenwasser (6) y=0,98x+ 0,58 0,95 110+ 9
Estron
Klarwerkszulauf (6) y=0,89x+12,3 0,98 1038
Klarwerksablauf (4) y=0,93x+2,89 0,97 132 + 26
Oberflachenwasser (5) y=1,32x-0,03 0,94 113+ 44

Es ist zu erkennen, dass die hohen Uberbestimmungen die bei Verwendung des
klassischen ELISAs (Tabelle 2) auftraten, durch Anwendung des LC-ELISAs fast
vollstandig eliminiert werden konnten. Lediglich fur Klarwerksablaufe wurden im
Mittel leichte Uberbestimmungen erhalten. Der Grund dafiir lag in den relativ
niedrigen Analytkonzentrationen, bei gleichzeitig relativ intensiven Signalen in den
LC-ELISAgrammen nahe der Elutionszeit des Analyten, begriindet. Wie auch bei der
Wiederholprazision kann anhand der guten Bestimmtheitsmalle von 0,94-0,99 die
gute Robustheit des LC-ELISAs gezeigt werden. Eine relativ hohe Streuung der
Wiederfindungen wurde bei Vermessung der Oberflachenwasserproben mittels
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E1-LC-ELISA erhalten. Die Ursache dafur wird hochstwahrscheinlich in den
niedrigen E1-Konzentrationen von etwa 0,5-4 ng/L liegen, welche fur LC-ELISA und
LC-MS/MS nahe ihrer Bestimmungsgrenze lagen.

Eine interessante Frage, welche sich im Zuge der Quantifizierung stellt, ist ob die
Summe aller Interferenzsignale eines LC-ELISAgramms, der bei der Vermessung der
gesamten Probe erhaltenen Konzentration entspricht. Da lediglich fur
Klarwerksproben die mittels E1-ELISA vermessen wurden im LC-ELISAgramm alle
Konzentrationen der signifikanten Signale im Arbeitsbereich lagen, kann nur auf
Basis dieser Daten eine Schlussfolgerung gezogen werden. Beim Vergleich der
Klarwerkszulaufproben, gemessen mit gleichem Anreicherungsfaktor, ergab sich fur
die Summe der Signale im LC-ELISAgramm eine Konzentration die 68 % hoher lag,
als die gemessene Konzentration mittels klassischem ELISA. Fir die
Klarwerksablaufe lag die Summe der LC-ELISA-Signale im Durchschnitt 247 %
héher als die erhaltene Konzentration bei Vermessung der Gesamtprobe. Es werden
eindeutig voneinander verschiedene Konzentrationen erhalten. Der Grund dafur ist in
der Separation der Probeninhaltsstoffe zu suchen. Bei Vermessung der gesamten
Probe stellt sich eine Gleichgewichtsverteilung zwischen Antikdrperbindungsstellen
und allen Probeninhaltsstoffen ein. Werden die Probeninhaltsstoffe voneinander
separiert, verschieben sich die Gleichgewichte, weil sich die Anzahl der bindenden
.Konkurrenten® in der zu vermessenden Fraktion verandert. So binden nach
LC-Separation unter Umstanden auch Stoffe, welche eine geringere Affinitdt zum
Antikorper besitzen und bei Vermessung der gesamten Probe von anderen Stoffen
von den Bindungsstellen verdrangt werden wurden. Es ist auch denkbar, dass
antikdrperaffine Stoffe ebenfalls an Probeninhaltsstoffe wie Proteine oder andere
Makromolekule binden konnten. Werden die Stoffe voneinander separiert, bindet der
antikorperaffine Stoff nun vermehrt an den Antikorper und fuhrt zu einer messbaren
Konzentration.

Es konnte gezeigt werden, dass die Wiederholprazision des LC-ELISAs ausreichend
gut ist, um mittels Doppelbestimmung verlassliche Ergebnisse zu erhalten. Die
relativen Standardabweichungen betrugen dabei unter 25 % und lagen in einem
Bereich, welcher auf Basis des Prazisionsprofils zu erwarten war. Die in
Umweltproben mittels LC-ELISA ermittelten Analytkonzentrationen waren in guter
Ubereinstimmung mit denen, welche mittels LC-MS/MS ermittelt wurden. Der
LC-ELISA kann daher auch zur Quantifizierung eingesetzt werden. Wie schon in der
Richtlinie 2002/657/EG der Europaischen Kommission vorgeschlagen, sollte eine
sichere Quantifizierung jedoch nicht allein auf Basis des LC-ELISAs beruhen. Die
Summe der Konzentration im LC-ELISAgramm war verschieden von der erhaltenen
Konzentration bei Vermessung der gesamten Probe. Eine Beurteilung Uber die Gute
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der chromatographischen Trennung oder Richtigkeit der Quantifizierung auf Basis
eines Vergleichs der beiden erhaltenen Konzentrationsergebnisse von klassischem
ELISA und LC-ELISA ohne Gebrauch einer Referenzmethode ist daher nicht
zweifelsfrei moglich.

2.1.6 Hochaufgeldste LC-ELISAs

Ein wichtiger Parameter hinsichtlich der ldentifikation von Matrixeffekten ist eine
ausreichend gute Separation der Stoffe. In diesem Abschnitt werden dazu zwei
Ansatze vorgestellt. Ein Bespiel zeigt die Auswirkungen, wenn das
Fraktionierungsintervall maximal verkleinert wird. Ein anderes die Ergebnisse einer
zweidimensionalen chromatographischen Trennung.

Bei der Sammlung von 70 Fraktionen pro Platte ist das zu vermessende Zeitfenster
limitiert. Eine Separation kann auch auf mehrere Platten verteilt werden, was aber zu
einer Multiplikation der bendtigten Zeit und Kosten fuhrt. Das Ziel sollte es stets sein,
eine komplette Separation auf einer Platte abzubilden. Je kirzer das
Fraktionierungsintervall gewahlt wird, desto kirzer ist das zu vermessende
Zeitfenster bzw. desto hoher ist die Anzahl notwendiger Fraktionen. Es stellte sich
die Frage, ob eine hohere zeitliche Auflosung auch zu einer groReren Aussagekraft
fuhrt und den Mehraufwand rechtfertigt. In Abbildung 13 sind die erhaltenen
LC-ELISAgramme einer Klarwerksablaufprobe gezeigt, welche mit einem
Fraktionierungsintervall von 9 s bzw. 3 s vermessen wurde.

300__ LC-ELISAgramm einer Klarwerksablaufprobe fraktioniert
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Abbildung 13: Uberlagerung von SMX-LC-ELISAgrammen fiir Kldrwerksablauf 1 mit einem
Fraktionierungsintervall von 9 Sekunden und 3 Sekunden unter Verwendung
der HPLC-Methode 1.
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Bei Anwendung des kurzeren Fraktionierungsintervalls werden die Signale besser
aufgeldst. Zusatzliche signifikante Signale, welche zuvor Uberlagert wurden, sind
jedoch nicht erkennbar. Zur Aufnahme des LC-ELISAgramms mit einem
9-Sekunden-Intervall wurde eine Platte benodtigt, fur das 3-Sekunden-Intervall-
ELISAgramm waren 3 Platten und dreimal mehr Zeit notwendig. Der Mehraufwand
kann mit der hoheren Aufldsung nicht gerechtfertigt werden, so dass ein
9-Sekunden-Intervall als ausreichend bewertet wurde. Eine Auflésung von
3 Sekunden entspricht der hochsten geratespezifischen zeitlichen Auflésung und, im
Falle der fur die Trennung gewahlten HPLC-Methode, 1-2 Tropfen Eluat pro Fraktion.
Eine hohere Aufldsung ware technisch mit dem verwendeten Gerat nicht moglich. Da
das gesammelte Volumen bei kurzeren Fraktionierungsintervallen auch kleiner ist,
erfolgt eine starkere Verdlinnung bzw. starkere Verteilung des Analyten. Die
Konzentration an Analyt nimmt in der einzelnen Fraktion ab, was nicht unbeachtet
bleiben darf. Kirzere Zeitintervalle kdnnten aber bei Anwendung der UHPLC, bei der
deutlich schmalere Signale erhalten werden, zwingend erforderlich werden. Innerhalb
dieser Arbeit wurden hauptsachlich chromatographische Trennungen durchgefuhrt,
welche 22 min dauerten, wovon 21 min durch 70 Fraktionen mit einem
Fraktionierungsintervall von 18 s erfasst wurden. Traten signifikante Signale in einem
Zeitfenster von nur 10,5 min auf, wurde ein Intervall von 9 s gewahlt.

Eine andere Mdglichkeit, um die Auflosung deutlich zu erhéhen, bei gleichzeitigem
Erhalt der Quantifizierbarkeit, ist die offine 2D-Chromatographie. Dabei wird eine
Probe nicht nur einmal chromatographisch aufgetrennt, sondern eine Fraktion
gesammelt und die Inhaltsstoffe erneut mit einer anderen chromatographischen
Trennung voneinander separiert. Idealerweise sollten sich die beiden
chromatographischen Methoden deutlich voneinander unterscheiden, was auch
beachtet wurde. In der ersten chromatographischen Dimension wurde ein Gradient
aus Wasser und MeOH mit 0,1 % AcOH und 10 mM NH4Ac bei Verwendung einer
stationaren Cis-Phase, einer Saulentemperatur von 50 °C und einer Flussrate von
350 pyL/min benutzt. Fur die zweite Dimension wurden alle Parameter verandert. Es
wurde eine Phenyl-Phase, ein anderer Gradient aus Wasser und ACN, eine
Flussrate von 700 yL/min und eine Saulentemperatur von 40 °C angewendet. Die
unter Anwendung der ersten HPLC-Methode erhaltene Fraktion im Zeitfenster von
9-12,5 min wurde mittels der zweiten orthogonalen HPLC-Methode separiert und ein
LC-ELISAgramm aufgenommen, welches in Abbildung 14 dargestellt ist.
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Abbildung 14: SMX-LC-ELISAgramm und UV-Chromatogramm, gemessen bei Anwendung
von HPLC-Methode 3 fiir die Fraktion 9-12,5 min, welche bei Fraktionierung
der Ablaufprobe 1 unter Anwendung der HPLC-Methode 1 erhalten wurde.

Die Fraktion die in der ersten chromatographischen Dimension durch ein Zeitfenster
von 3,5 min reprasentiert wurde, wurde in der zweiten Dimension auf Uber 12 min
aufgetrennt. Wie im UV-Chromatogramm und LC-ELISAgramm zu sehen, gab es
zwei Bereiche in denen vermutlich die meisten Stoffe eluierten. Der erste Bereich ist
um die Elutionszeit von 3 min und der zweite um 11 min. Man beachte die
Achsenunterbrechung der y-Achse und deren unterschiedliche Skalierung. Im
Grunde gab es nur ein deutliches Signal im SMX-LC-ELISAgramm bei 10,8 min,
welches sehr gut mit der Elutionszeit eines vermessenen N*-Acetyl-SMX-Standards
Ubereinstimmte. Neben der Elutionszeit wurde auch dessen Signalbreite von 48 s bei
einem Fraktionierungsintervall von 12s durch 4 Fraktionen gut wiedergegeben.
N*-Acetyl-SMX, der Hauptmetabolit von SMX, zeigte in der ersten Trenndimension
eine Elutionszeit von etwa 10 min und musste daher, bei Anwesenheit in der Probe,
in der zweiten Trenndimension vorhanden sein. Das Vorhandensein von
N*-Acetyl-SMX konnte mittels LC-MS/MS unter Anwendung eines Referenzstandards
nachgewiesen werden.

Es wurde die =zeitliche Auflosung des LC-ELISAgramms bis hin zum
geratspezifischen Maximum von 3 s gesteigert, welches ein Fraktionierungsintervall
von 1-2 Tropfen Eluat darstellt. Es zeigte sich, dass eine Auflosungssteigerung zu
geringeren Analytkonzentrationen in den Fraktionen sowie einem erhéhten Arbeits-,
Zeit- und Kostenaufwand fuhrte, welche den geringen zusatzlichen
Informationsgewinn nicht rechtfertigte. Durch Anwendung einer zweiten orthogonalen
chromatographischen Trenndimension konnte die Auflésung ebenfalls gesteigert
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werden. Es wurde in der Ablaufprobe 1 N*-Acetyl-SMX, ein Metabolit des
Sulfamethoxazols mit einer Kreuzreaktivitdt von etwa 600 %, indirekt mittels
LC-LC-ELISA und sicher mittels LC-MS/MS nachgewiesen. Die Verwendung zweier
unterschiedlicher chromatographischen Trenndimensionen reicht nach der Richtlinie
2002/657/EG aus, um mittels LC-Immunogramm einen Stoff zu identifizieren, sofern
weitere in Abschnitt 1.5 genannte Randbedingungen erfullt sind. Anders als hier
prasentiert sollte die aus der ersten Trenndimension verwendete zeitliche
Fraktionsbreite aber deutlich kleiner sein und idealerweise nur das Signalmaximum
umfassen. Dadurch kann die Chance einer Interferenz fur die zweite Trenndimension
deutlich minimiert werden. Dies wurde an dieser Stelle nicht durchgefuhrt, da nicht
die ldentifikation von N*Acetyl-SMX, sondern lediglich eine bessere Auflésung des
breiten Signals von 9-12,5 min das Ziel war.

2.2 Anwendung des LC-ELISAs zur ldentifizierung von Interferenzen bei
der Vermessung von Umweltproben

Nachdem die Ergebnisse zur Validierung des LC-ELISAs vorgestellt und die
Anwendbarkeit gezeigt wurde, sollen nun die bei Vermessung der Umweltproben
erhaltenen LC-ELISAgramme vorgestellt werden. Es wurde unter Anderem der
Einfluss der Probenaufbereitung auf die LC-ELISAgramme untersucht. Aufbauend
auf den LC-ELISAgrammen lassen sich effektiver und gezielter als beim klassischen
ELISA Strategien entwickeln, um Interferenzen zu eliminieren.

2.2.1 Einfluss der Anreicherungsart der Probe

Aufgrund der niedrigen Analytkonzentrationen bzw. nicht ausreichend hohen
Nachweisempfindlichkeit der verwendeten SMX- und E1-ELISAs, war eine
Probenanreicherung notwendig. Typischerweise ist neben der Anreicherung der
Probe auch die Eliminierung storender Begleitstoffe (,clean-up®) ein Ziel der
Probenanreicherung mittels Festphasenextraktion (SPE). Da in der vorliegenden
Arbeit die Motivation in der Untersuchung und Identifikation von Matrixeffekten
bestand, ware jedoch ein moglichst geringer Verlust von Interferenzen durch die
Probenanreicherung wunschenswert. Die Probenanreicherung erfolgte mittels SPE,
wobei unterschiedliche SPE-Kartuschen getestet wurden. In Voruntersuchungen
wurden Reinstwasserproben mit Analyt dotiert und die Wiederfindungen des
Analyten bestimmt, um fir die Anreicherung der Analyten aus den Umweltproben
zweckmalliige SPE-Kartuschen zu ermitteln. Fur die Anreicherung aus Reinstwasser
wurde fur SMX eine Absolutmenge von etwa 1000 ng und fur Estron etwa 100 ng
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verwendet. Dies entspricht etwa der 10-fachen Menge Analyt der bei Anreicherung
der Realproben zu erwarten ist. Diese erhdhte Analytmenge wurde gewahlt, um
mdgliche spatere Stérungen durch Besetzungen von Adsorptionsstellen durch
Matrixbestandteile zu simulieren. Die Wiederfindung von SMX und E1 ist abhangig
von der verwendeten SPE-Kartusche und der Matrix, aus der extrahiert wurde, wie in
Tabelle 6 gezeigt.

Tabelle 6: Durchschnittliche Wiederfindungsraten in % von Sulfamethoxazol bzw. Estron bei
Anwendung verschiedener Festphasenextraktionskartuschen (alle 500 mg
Sorbensmaterial) zur Anreicherung aus verschiedenen Matrices mit
unterschiedlichen Anreicherungsfaktoren

Kartusche Matrix (Anreicherungsfaktor)
Reinstwasser Klarwerkszulauf Klarwerksablauf
(1000-fach) (100-fach) (500-fach)
Sulfamethoxazol
Strata-X 104 +3 85+3 92+5
Oasis HLB 1013 86+3 81%5
CHROMABOND ABC 18 94 +2 7+1 312
Bakerbond (RP-C18) 93+2 143 9+4
Estron

Bakerbond (RP-C18) 99 +5 93+5 92+6
Strata-X 98 +4 82+6 947

Man erkennt an den Wiederfindungsergebnissen von SMX, dass die Bestimmung
einer Wiederfindung aus Reinstwasser keine Aussage Uber die Wiederfindung des
Analyten aus Realproben zulasst. Die SPE-Kartuschen CHROMABOND ABC 18 und
Bakerbond (RP-C18) liefern fur SMX in Reinstwasser akzeptable Wiederfindungen,
wenn auch keine Wiederfindungsrate von 100 %. Fur Abwasserproben, bei denen
zur Bestimmung der Wiederfindung als Referenz ein Isotopenstandard eingesetzt
wurde, lagen die Wiederfindungen jedoch im inakzeptablen Prozentbereich. Lediglich
die Kartuschen Strata-X und Oasis HLB lieferten noch akzeptable Wiederfindungen
von im Mittel Uber 80 %.

Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate von Estron aus dotierten Reinstwasser-
proben wurden insgesamt 10 verschiedene SPE-Kartuschen getestet. Fur die 8
Kartuschen, welche in Tabelle 6 nicht aufgefihrt sind, betrug die hdchste
Wiederfindung 86 + 3 %. Unter Berucksichtigung der Erfahrung der verminderten
Wiederfindung fur SMX aus Realproben, wurden diese 8 Kartuschen jedoch nicht zur
Bestimmung der Wiederfindungsrate von Estron aus Abwasserproben getestet.

Zur Anreicherung von SMX aus Abwasserproben waren von den getesteten
SPE-Kartuschen lediglich Oasis HLB wund Strata-X zweckmalig. Die unter
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Verwendung dieser beiden Kartuschen erhaltenen SMX-LC-ELISAgramme waren
sehr ahnlich, weshalb auf eine vergleichende Darstellung an dieser Stelle verzichtet
wird. Die hohe Ahnlichkeit ist nicht Uberraschend, weil die fiir diese beiden
Kartuschen verarbeiteten Sorbensphasen ebenfalls sehr ahnlich sind. Beide Phasen
sind Polymerphasen, welche formal mit 2-Pyrrolidon funktionalisiert sind und sich nur
leicht in ihrer Form des Polystyrolderivats als Rlckgrat unterscheiden. Es werden
daher zu den adsorbierenden Stoffen sehr ahnliche Wasserstoffbrickenbindungen,
hydrophobe und t-11-Wechselwirkungen ausgebildet. Zur Anreicherung der Proben,
welche als SMX-LC-ELISAgramm dargestellt sind, wurden ausschlieB3lich
Strata-X-Kartuschen verwendet.

Die beiden SPE-Phasen welche zur Anreicherung von Estron geeignet waren,
unterscheiden sich jedoch deutlich. Dabei handelt es sich erneut um Strata-X und
zum anderen um Bakerbond RP-C18, eine endcapped Kieselgelphase, an welche
Octadecyl-Ketten geknupft sind. Fir diese beiden Sorbensphasen kdnnen deutliche
Unterschiede, im Hinblick auf adsorbierte Stoffe und damit LC-ELISAgramme,
erwartet werden. Ein Vergleich der erhaltenen E1-LC-ELISAgramme flr
angereicherte Oberflachenwasserproben ist in Abbildung 15 gezeigt.
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Abbildung 15: E1-LC-ELISAgramme von Teltowkanalproben, erhalten nach 200-facher
Anreicherung mit (A) Strata-X- und (B) Bakerbond (RP-C18)-Kartuschen unter
Verwendung der HPLC-Methode 2.

Bei den Proben handelt es sich um Wasser aus dem Teltowkanal, wobei der Anteil
an eingeleitetem Abwasser von Oberflachenwasser 7 zu 9 zunimmt. Diese Zunahme
ist zum einen am Anstieg der Signalintensitat des E1-Signals bei 11,7 min und zum
anderen am Anstieg der Signalintensitat von Interferenzsignalen zu erkennen. Die
E1-Konzentration im LC-ELISAgramm lag fur Oberflachenwasser 9 bei Verwendung
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der Bakerbond-Kartusche etwas hoher, was zum einen an der im Mittel leicht
besseren Wiederfindung von Estron im Vergleich zur Strata-X-Kartusche (Tabelle 6)
und zum anderen an der Messunsicherheit liegen kann. Wesentlicher ist jedoch,
dass sich die LC-ELISAgramme bei Verwendung der beiden deutlich
unterschiedlichen Sorbensphasen auch wie erwartet deutlich unterscheiden. Beide
LC-ELISAgramme (Abbildung 15 A und B) zeigen fur Oberflachenwasser 9 ein
Signal um 3 min, 5,5 min und ein breites Signal um 10 min. Bei Verwendung der
Bakerbond-Kartusche treten jedoch zusatzliche Signale bei 3,5 min und 7 min auf.
Zudem ist das |Interferenzsignal bei 3 min deutlich intensiver. Da alle
Interferenzsignale mit steigendem Anteil an eingeleitetem Abwasser ansteigen
beziehungsweise erst auftreten, kann angenommen werden, dass diese
Interferenzen durch anthropogene und nicht durch natirliche Stoffe des
Oberflachenwassers hervorgerufen werden.

Neben dem Einfluss der Art der Sorbensphase sollte auch der Einfluss der
Verwendung einer Festphasenextraktion untersucht werden. Wunschenswert ware,
dass durch die SPE keine Interferenzsignale beseitigt werden und so die Chance
besteht, moglichst viele natirlich auftretende interferierende Stoffe detektieren und
identifizieren zu konnen. Dazu wurden Abwasser, welche unterschiedlich stark im
Klarwerk Steinhaule behandelt wurden, zum einen mittels Strata-X-Kartuschen und
zum anderen im 30 °C warmen Wasserbad mittels Evaporation durch Druckluft
angereichert. Ein Vergleich der erhaltenen LC-ELISAgramme ist in Abbildung 16
dargestellt.

1 Anreicherung ohne SPE von Abwasser nach 1 Anreicherung mit SPE von Abwasser nach

2004 verschiedenen Reinigungsstufen: A 2009 yerschiedenen Reinigungsstufen:
1 —— 10-fach Zulauf 1 — 10-fach Zulauf A\
257 —— 10-fach nach Vorklarung 259 —— 10-fach nach Vorklarung
{1 —— 10-fach nach Nachklarung { —— 10-fach nach Nachklarung
_1 204 — 10-fach nach Sedimentation _, 204 — 10-fach nach Sedimentation
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= =
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Abbildung 16: Uberlagerung von SMX-LC-ELISAgrammen von Abwasserproben des

Kldarwerks Steinhéule, erhalten bei 10-facher Anreicherung (A) ohne SPE im

Druckluftstrom und (B) mit Strata-X-Kartuschen, unter Verwendung der
HPLC-Methode 1.
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Die erhaltenen SMX-LC-ELISAgramme unter Verwendung von SPE-Anreicherung
und Aufkonzentrierung ohne SPE sind im Hinblick auf das Vorhandensein von
Interferenzsignalen sehr ahnlich. Lediglich die Signalformen sind stark verschieden.
Um im LC-ELISAgramm eine 10-fache Anreicherung zu erhalten, missen die Proben
zuvor 50-fach angereichert werden. Wenn die Proben im Gasstrom eingeengt
werden bleiben nahezu alle Inhaltsstoffe entsprechend angereichert erhalten. Die
Signale, unter Verwendung dieser Anreicherungsart, sind sehr breit und
verschmieren. Der Grund dafur wird hochstwahrscheinlich der relativ hohe Fettgehalt
in den Proben sein, welcher die Trennung erschwert und zur Signalverbreiterung
fuhrt. Dass schon geringe Fettgehalte in den Proben, bei der hier verwendeten
analytischen HPLC-Saule (C1s-Phase), zur Signalverbreiterung fihren, konnte schon
in friheren Messungen von Milchproben beobachtet werden. Eine Verbreiterung der
Signale ist auch fur die erhaltenen UV-Chromatogramme (Abbildung 17) zu
erkennen. Ungeachtet der Signalverbreiterung sind die erhaltenen LC-ELISAgramme
fur Abbildung 16 A und B sehr ahnlich, lediglich ein sehr kleines zusatzliches Signal
bei 2,5 min ist bei Vermeidung der SPE detektierbar. Fur den Zulauf und nach der
Vorklarung ist ein Signal bei 8,7 min und 10 min zu erkennen. Das Signal bei 8,7 min
kann SMX zugeordnet werden und bei einer Elutionszeit von 10 min konnte
N*-Acetyl-SMX nachgewiesen werden. Nach der Nachklarung treten zusatzliche
Signale um 4,5 min, 6 min, 7 min und 9,5 min auf. Die Signalintensitat der Interferenz
bei 10 min nimmt hingegen deutlich und die Signalintensitat des SMX-Signals leicht
ab. Durch Anwendung der Sedimentation als Abwasserbehandlungsstufe kdnnen die
Signale bei 10 min und 9,5 min abgesenkt werden.

1500 A Chromatogramm bei Anreicherung ohne SPE: 1500 Chromatogramm bei Anreicherung mit SPE:
c 1000 - k —— 50-fach Zulauf c 1000 —— 50-fach Zulauf
500+ —— 50-fach nach Vorklarung 5004 —— 50-fach nach Vorklarung
7 —— 50-fach nach Nachklarung T —— 50-fach nach Nachklarung
200~ —— 50-fach nach Sedimentation 200 —— 50-fach nach Sedimentation

—— 50-fach nach Sandfilter —— 50-fach nach Sandfilter
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o
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Abbildung 17: Uberlagerung von UV-Chromatogrammen von Abwasserproben des
Klérwerks Steinhéule, erhalten nach 50-facher Anreicherung (A) ohne SPE im
Druckluftstrom und (B) mit Strata-X-Kartuschen, unter Verwendung der
HPLC-Methode 1.
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Wie bereits an den LC-ELISAgrammen zu erkennen, sind auch die Signale der
UV-Chromatogramme nach Anwendung der SPE deutlich schmaler. Bemerkenswert
ist, dass die Extinktion bei 270 nm und das Profil der Signale trotz Anwendung der
SPE sehr ahnlich zu dem ohne SPE ist. Durch Gebrauch der Strata-X-Kartuschen
wird die Probe folglich in der Zusammensetzung der Stoffe, die im SMX-LC-ELISA
ein Signal liefern und die bei 270 nm absorbieren, kaum verandert. Lediglich das
sehr intensive Signal um 2 min, man beachte dabei die Achsenunterbrechung und
unterschiedliche Skalierung, wird durch Gebrauch der Strata-X-Kartuschen stark
reduziert. Da die Elutionszeit von 2 min nahe der Totzeit des Systems ist, wird es
sich vermutlich um sehr polare Stoffe wie Zuckerverbindungen handeln, welche
kaum an der C1s-Phase der analytischen Saule adsorbieren. Obwohl das Signal bei
2 min im UV-Chromatogramm sehr intensiv ist und wahrscheinlich eine grof3e Anzahl
an Stoffen reprasentiert, kann nur ein sehr schwaches Interferenzsignal zu dieser
Elutionszeit im SMX-LC-ELISA detektiert werden. Dies zeigt indirekt die gute
Selektivitat der anti-SMX Antikorper.

Anhand von Abwasserproben des Klarwerks Steinhaule wurde der Einfluss einer
Festphasenextraktion auf das SMX-LC-ELISAgramm getestet. Bei Vermeidung der
SPE wurde eine deutliche Signalverbreiterung der Signale im LC-ELISAgramm und
im UV-Chromatogramm erhalten, welche vermutlich auf Fette zurlckzufuhren ist.
Unabhangig davon, ob die Probe mit oder ohne SPE angereichert wurde, waren die
Signalintensitaten und das Profil der Signale im UV-Chromatogramm wie auch im
LC-ELISAgramm, bis auf ein Signal um 2 min, sehr ahnlich. Dies zeigt, dass durch
Anreicherung der Probe mittels Strata-X-Kartusche, fur die hier untersuchten Proben,
keine wesentlichen Interferenzsignale eliminiert wurden. Dies ist im Hinblick auf die
Detektion und Identifikation neuer Interferenzen winschenswert. Eine Anreicherung
uber SPE konnte semi-automatisiert erfolgen. Sie ermoglichte eine schnelle und
einfache Anreicherung auch fur hohe Anreicherungsfaktoren. Die mittels SPE
angereicherten Proben lieferten schmalere Signale in den UV-Chromatogrammen
und LC-ELISAgrammen, weshalb eine Anreicherung uber SPE der Anreicherung im
Gasstrom eindeutig vorzuziehen ist. Nicht unerwahnt soll jedoch die Tatsache
bleiben, dass die verwendeten SPE-Kartuschen mit rund 8 € pro Kartusche eine
finanzielle Mehrbelastung darstellen. Fur die Anreicherung von Estron zeigten zwei
deutlich verschiedene Sorbensphasen eine gute Wiederfindung. Bei einer Kartusche
handelt es sich um eine funktionalisierte Polymerphase und bei der anderen um ein
Kieselgel an welches Octadecyl-Ketten geknupft waren. Die erhaltenen
E1-LC-ELISAgramme zeigten fur die Uber unterschiedliche Sorbensphasen
angereicherten Oberflachenwasserproben unterschiedliche Profile. Dabei wurden
mehr Interferenzsignale bei Anwendung der Cis-Phase erhalten. Eine allgemeine
Schlussfolgerung, dass die Polymerphase besser zur Anreicherung geeignet sei,
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kann jedoch nicht getroffen werden. Fur Klarwerkszulauf und -ablaufproben ergaben
sich fur die beiden Phasen in den E1-LC-ELISAgrammen keine deutlichen
Unterschiede.

2.2.2 Interferenzprofil von Umweltproben

In den bisherigen Abschnitten wurden schon ausgewahlte LC-ELISAgramme, welche
bei der Vermessung von Umweltproben erhalten wurden, gezeigt. In diesem Kapitel
werden weitere Ergebnisse vorgestellt. In Abbildung 16 B sind LC-ELISAgramme
aufgefuhrt, die die Resultate der Klarwerksproben des Klarwerks Steinhaule zeigen.
Mit diesen Proben wurde der Einfluss von Reinigungsstufen auf das SMX-
LC-ELISAgramm getestet. In der folgenden Abbildung 18 wird der Einfluss des
Klarwerks deutlich. Dargestellt sind die SMX-LC-ELISAgramme von Zulauf und
Ablauf der 6 Berliner Klarwerke. Fur die Zulaufproben wurde eine 10-fache
Anreicherung und fir die Ablaufe eine 20-fache Anreicherung genutzt. Diese
Anreicherungsfaktoren wurden gewahlt, um eine maoglichst niedrige Anreicherung
anzuwenden, welche jedoch auch fur schwacher mit SMX belastete Proben eine
SMX-Konzentration im gut quantifizierbaren Konzentrationsbereich liefert. Man
beachte bei Abbildung 18 A und B die y-Achsenunterbrechung. SMX-Aquivalent-
konzentrationen oberhalb der Achsenunterbrechung liegen aullerhalb des gut
quantifizierbaren Bereichs und sollten eher als Schatzung betrachtet werden.
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Abbildung 18: Uberlagerung von SMX-LC-ELISAgrammen der (A) 10-facher angereicherten
Zulaufproben und (B) 20-fach angereicherte Ablaufproben der 6 Berliner
Klarwerke unter Verwendung der HPLC-Methode 1.

Auffallig ist, dass flr die Proben aller 6 Berliner Klarwerke ein sehr ahnliches
LC-ELISAgramm erhalten wurde. Es unterschied sich lediglich in den

Signalintensitaten der Signale. Fur die Zulaufe wurde, wie auch beim Klarwerk
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Steinhaule, nur ein Signal um 9 min und um 10 min detektiert. Bei dem Signal um
9 min handelt es sich um SMX und das Signal um 10 min wird unter anderem von
N*-Acetyl-SMX reprasentiert, wie mittels LC-MS/MS nachgewiesen werden konnte.
In den Ablaufen traten zusatzliche Signale bei ca. 6 min, 6,5 min, 7 min, 8 min,
9,5 min und 10,5 min auf. Interferenzsignale bei 6 min, 7 min und 9,5 min konnten
auch im Ablauf des Klarwerks Steinhdule gemessen werden. Es scheint, dass die
Variation an moglichen interferierenden Stoffen, wie das Auftreten von
Kreuzreaktanden oder verschiedene Stoffe, die unspezifisch binden, in ahnlicher
Matrix nicht so grof ist wie man erwarten konnte. Jedoch kann die Intensitat einer
Interferenz auch fir sehr ahnliche Matrices sehr stark variieren. In Abbildung 19 sind
die SMX-LC-ELISAgramme flr Berliner Oberflachenwasserproben gezeigt, welche
durch Klarwerksablaufe beeinflusst sind.
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Abbildung 19: Uberlagerung von SMX-LC-ELISAgrammen der 50-fach angereicherten
Berliner Oberflachenwasserproben unter Verwendung der HPLC-Methode 1.

Die SMX-LC-ELISAgramme der Oberflachenwasserproben zeigten ein Profil,
welches den Ergebnissen der Klarwerksablaufproben ahnlich war. Das Signal bei
10 min war jedoch relativ zum SMX-Signal etwas niedriger, wie auch die Signale um
6 min. Das Signal um 7 min war deutlich niedriger und das Signal bei um 8 min quasi
nicht nachweisbar. Wie auch bei den Abwasserproben wurde der Anreicherungs-
faktor so gewahlt, dass die SMX-Konzentration im gut quantifizierbaren Bereich lag.

Die LC-ELISAgramme fur die Abwasserproben bei Anwendung des anti-Estron
Antikdrpers sind in Abbildung 20 dargestellt. Da die E1-Konzentrationen in den
Ablaufproben deutlich niedriger als in den Zulaufproben waren, wurde fur die Ablaufe
ein deutlich hoherer Anreicherungsfaktor gewahlt. Wie fur die SMX-LC-ELISA-
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gramme zeigten auch die E1-LC-ELISAgramme der Ablaufproben, im Vergleich zu
den Zulaufproben, mehr und relativ zum E1-Signal bei um 11,7 min intensivere
Interferenzsignale. Dass fir Ablaufproben hoéhere Uberbestimmungen als fir
Zulaufproben erhalten werden, wurde auch bei anderen Arbeiten beobachtet [34,21].
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Abbildung 20: Uberlagerung von E1-LC-ELISAgrammen der mittels Strata-X-Kartuschen (A)
5-fach angereicherten Zulaufproben und (B) 100-fach angereicherten
Ablaufproben der 6 Berliner Klarwerke unter Verwendung der
HPLC-Methode 2.

Die intensivsten Interferenzsignale wurden in den E1-LC-ELISAgrammen der
Abwasserproben bei einer Elutionszeit von etwa 3 min erhalten. Dies deutet
daraufhin, dass es sich wahrscheinlich um relativ polare Verbindungen handelt. Bei
Verwendung des monoklonalen anti-E1 Antikdrpers war das Estronsignal im
LC-ELISAgramm fur fast alle E1-LC-ELISAgramme eines der intensivsten Signale. In
den SMX-LC-ELISAgrammen, welche mit dem polyklonalen anti-SMX Antikorper
erhalten wurden, war das SMX-Signal stets ein relativ schwaches Signal im
Vergleich zu dem intensivsten Interferenzsignal. Dieser eingeschrankte Vergleich
deutet darauf hin, dass der Gebrauch von monoklonalen Antikorper zu weniger
intensiven Interferenzsignalen fuhrt. Diese These wird auch durch die Ergebnisse
des monoklonalen anti-CBZ Antikorpers gestutzt.

Die CBZ-LC-ELISAgramme fur Proben aus dem Klarwerk Steinhaule zeigten, dass
ein ELISA nicht immer durch Interferenzen beeinflusst sein muss. In den
CBZ-LC-ELISAgrammen (Abbildung 21) war nur ein signifikantes Signal bei etwa
15,5 min zu sehen, welches Carbamazepin zuzuordnen ist.
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Abbildung 21: Uberlagerung von CBZ-LC-ELISAgrammen von nicht angereicherten
Abwasserproben des Kldrwerks Steinhdule unter Verwendung der
HPLC-Methode 4.

Der Nachweis, dass es sich bei dem Signal um CBZ handelt, erfolgte mittels
Referenzstandard und LC-MS/MS-Messung. Der durch den LC-ELISA quantifizierte
Gehalt stimmte in guter Naherung mit den LC-MS/MS-Ergebnissen von etwa
250 ng/L Uberein. Aufgrund der guten Nachweisempfindlichkeit des CBZ-ELISAs
mussten die Proben nicht angereichert werden und konnten, nach Abtrennung von
Schwebstoffen, direkt vermessen werden.

Fur die Zulaufprobe und nach der Vorklarung, was einer mechanischen Reinigung
entspricht, wurden wie auch fur SMX quasi identische Signalintensitaten erhalten.
Durch die Nachklarung, einer biologischen Reinigung, wird die CBZ-Konzentration
um etwa 20 % gesenkt. Nach dieser Reinigungsstufe sind in den SMX-
LC-ELISAgrammen zusatzliche Signale messbar, die auch noch in den Ablaufen
nachweisbar sind. Um die Konzentration von Spurenstoffen starker zu reduzieren,
wird im Schritt der Sedimentation Pulveraktivkohle eingesetzt. An dieser sollen
unerwunschte Stoffe adsorbieren. Im Falle der SMX-LC-ELISAgramme ist dabei eine
Absenkung der Intensitat der Interferenzsignale bei 10 min und 9,5 min auf etwa die
Halfte messbar. Das Signal bei 4,5 min, 6 min, 7 min und fir SMX bei um 9 min bleibt
jedoch nahezu unverandert intensiv. Im Falle von CBZ sinkt die Konzentration
unterhalb der Signifikanzgrenze. Mittels LC-MS/MS wurde gemessen, dass die
CBZ-Konzentration im Abwasser durch Einsatz der Sedimentationsstufe um etwa
90 % gesenkt wurde, was in Ubereinstimmung mit in der Literatur beschriebenen
Daten steht [89]. Eine Absenkung um etwa 90 % wirde im CBZ-LC-ELISAgramm in
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einer Konzentration von 0,005 ug/L resultieren, welche auch unterhalb der
Signifikanzgrenze liegt.

In der Literatur wird haufig die Gruppe der Huminsauren als ein Grund fur
Uberbestimmung benannt. Dessen Einfluss auf die verwendeten ELISAs wurde
ebenfalls getestet. Daflir wurde ein Huminsaurestandard aus dem Suwannee River
und naturliches organisches Material (NOM) aus einem See verwendet. Bei dem
NOM handelte es sich um einen Feststoff mit einem Huminsaureanteil von etwa
30 Gew.-%. Es zeigte sich, dass der Standard und das NOM bei naturlich
vorkommenden Konzentrationen von 10mg/L [90] zu einer signifikanten
Uberbestimmung filhren konnten. Da die Proben jedoch mittels SPE angereichert
wurden, wurde die Wiederfindung des NOMs bei Anwendung der Strata-X-Kartusche
ermittelt. Es ergab sich eine Wiederfindung von etwa 1 %. Die Elutionszeit der
meisten Stoffe des NOMs lag, bei Verwendung der HPLC-Methode 1 und gemessen
am Totalionenstrom, im Bereich von 4-5 min. Die Wiederfindung des NOM wurde
durch Integration des lonenstroms bei Anwendung von LC-MS in diesem
Elutionszeitbereich ermittelt. Zu einer Elutionszeit von 4-5 min konnten jedoch fur
uber SPE angereicherte und nicht Uber SPE angereicherte Proben keine oder nur
wenig intensive Interferenzsignale im SMX-LC-ELISAgramm erhalten werden. Der
kommerziell erhaltliche Huminsaurestandard mit Huminsauren aus dem Suwannee
River lieferte bei Verwendung der HPLC-Methode 2 ein Signal bei einer Elutionszeit
von 2,1 min im E1-LC-ELISAgramm. Bei dieser Elutionszeit ist in den hdher
angereicherten Ablaufproben ein kleines Signal detektierbar. Dieses ist aber als
vernachlassigbar einzuschatzen. Es kann jedoch, aufgrund der gro3en Diversitat der
Huminsauren und NOM, nicht ausgeschlossen werden, dass die intensiven Signale
bei 2,7 min im E1-LC-ELISAgramm eventuell unspezifisch bindenden Huminsauren
oder NOM zuzuordnen sind.

Die LC-ELISAgramme, die bei Vermessung der Umweltproben erhalten wurden,
weisen fur die Vermessung mit anti-SMX und anti-E1 Antikdrper ein komplexeres
Interferenzprofil fur Klarwerksablaufproben als fur Klarwerkszulaufproben auf. Die
LC-ELISAgramme der 6 Berliner Klarwerke zeigten fur Estron wie auch SMX ein sehr
ahnliches Interferenzprofil, wobei die Signalintensitaten der Interferenzen stark
variierten. Eine allgemeine Aussage fallt schwer, jedoch deuten die Ergebnisse
darauf hin, dass es eine gewisse Korrelation zwischen Analytsignalintensitat und
Interferenzsignalintensitat gibt. Treten besonders hohe oder niedrige Zielanalyt-
konzentrationen auf sind auch die Intensitaten der Interferenzen besonders hoch
bzw. niedrig. Die CBZ-LC-ELISAgramme von Abwasserproben, die nicht
angereichert werden mussten, weisen hingegen nur ein Signal auf, welches
ausschliel3lich CBZ zuzuordnen war. Dieses Beispiel zeigt, dass nicht alle ELISAs
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durch Interferenzen gestort sein mussen und eine direkte und richtige Quantifizierung
mittels Immunoassay madglich ist. In der Literatur wird haufiger postuliert, dass
monoklonale Antikérper selektiver seien und zu geringeren Uberbestimmungen
fuhren wirden als polyklonale Antikorper [91,92]. Auch bei den in dieser Arbeit
vorgestellten monoklonalen und polyklonalen Antikorpern, wurden unter Verwendung
der polyklonalen anti-SMX Antikérpern hohere Uberbestimmungen bei der
Direktmessung der Proben erhalten. Die E1-LC-ELISAgramme zeigten jedoch, dass
auch eine Quantifizierung mittels monoklonalen Antikorpern durch unerwinschte
Interferenzen deutlich gestort werden kann. Die in der Literatur haufig als ein Grund
fir Uberbestimmungen aufgefiihrten Huminsduren schienen nicht fiir wesentliche
Interferenzsignale in den LC-ELISAgrammen verantwortlich zu sein.

2.2.3 Einfluss der sauren Hydrolyse der Probe

Nachfolgend werden Ansatze vorgestellt um Interferenzen gezielt zu eliminieren oder
zu identifizieren. Da als Kreuzreaktand der SMX-Metabolit N*-Acetyl-SMX schon
identifiziert und beschrieben wurde, sollte versucht werden, diesen gezielt zu
entfernen. N*-Acetyl-SMX hat eine Kreuzreaktivitat von etwa 600 % und liefert daher
bei gleicher Konzentration wie SMX ein 6-fach starkeres Interferenzsignal. Amide
sind sehr stabile Verbindungen und kdnnen nur schwer hydrolysiert werden. Da
SMX, als Sulfonamid, jedoch auch eine sehr stabile Verbindung ist, wurde versucht
N*-Acetyl-SMX durch saure Hydrolyse in SMX zu Uberflihren. Um die Reaktions-
bedingungen so moderat wie moglich zu halten, wurde HCI einer N*-Acetyl-SMX-
Lésung bei Raumtemperatur zugesetzt und die Proben nach Mischen stehen
gelassen. Zur Verfolgung der Reaktion wurden die MRMs von SMX und N*-Acetyl-
SMX mittels LC-MS/MS vermessen. Die Ergebnisse der jeweils intensitatsstarksten
MRMs sind in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Gemessene Signalintensitdt des Masseniibergangs 254 — 92 flir SMX und
296 — 134 fiir N*-Acetyl-SMX bei Inkubation von N*-Acetyl-SMX in einer
16 %igen HCI-Lésung (mit 15 % MeOH) bei Raumtemperatur.

Als LoOsungsmittel fir die N*-Acetyl-SMX-Lésung wurde Reinstwasser mit
30 % MeOH verwendet, das auch fur das Aufnehmen der trockenen Probenextrakte
nach der SPE verwendet wurde. Als Konzentration der N*-Acetyl-SMX-LOsung
wurden 70 pg/L gewahlt, so dass sie ahnlich wie in den angereicherten Proben war.
Zur Hydrolyse wurde das gleiche Volumen von N*-Acetyl-SMX-Lésung und 32 %ige
HCI vereinigt. Die Bildung von SMX aus N*-Acetyl-SMX ist deutlich zu erkennen. Die
Standardabweichungen der Doppelbestimmungen waren fur manche Datenpunkte
recht gro3. Sie lagen aber im noch akzeptablen Bereich der allgemeinen
Intensitatsschwankungen, welche aufgrund der ablaufenden Reaktion und
Schwankungen der lonisationsbedingungen zwischen den Messungen von Proben
auftreten konnen. Eine Normierung zu einem Isotopenstandard war nicht moglich, da
dieser der Probe, zur Verhinderung von Kontaminationen an SMX, nicht zugesetzt
wurde. Nach etwa 10 h war keine signifikante Steigerung der SMX-Signalintensitat
mehr nachweisbar und die Signalintensitat blieb Uber die nachfolgenden 17 h stabil.
Dies zeigt auch die Stabilitat von SMX unter diesen stark sauren Bedingungen. Nach
18 h war N*-Acetyl-SMX nicht mehr nachweisbar. Eine Zugabe von 32 %iger HCI zur
Probe und Lagerung bei Raumtemperatur Uber Nacht reicht aus um den stérenden
Kreuzreaktanden N*-Acetyl-SMX zu eliminieren. Dabei wird der Zielanalyt SMX
gebildet.

Da die hochsten Interferenzsignalintensitaten in den SMX-LC-ELISAgrammen flr
Zulauf und Ablauf des Klarwerks 1 erhalten wurden und die LC-ELISAgramme sich
fur alle Klarwerke sehr ahnelten, wurden nur Zulauf 1 und Ablauf 1 zum Versuch
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einer Identifikation von Interferenzsignalen verwendet. Ein Vergleich von
SMX-LC-ELISAgrammen von Zulauf 1 und Ablauf 1 mit und ohne saure Hydrolyse ist
in Abbildung 23 gezeigt.
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Abbildung 23: Uberlagerung von SMX-LC-ELISAgrammen von 10-fach angereicherten (A)
Zulauf 1 und (B) Ablauf 1 nach 24-stiindiger Inkubation mit und ohne HCI
unter Verwendung der HPLC-Methode 1.

Nach saurer Hydrolyse war eine deutliche Reduktion des Signals um 10 min fur
Zulauf 1 zu erkennen. Diese Reduktion war zu erwarten, da N*-Acetyl-SMX, welches
bei 10 min nachgewiesen werden konnte, abgebaut wird. Man beachte bei
Abbildung 23 A und B die y-Achsenunterbrechung und unterschiedliche Skalierung.
Das weitere Vorhandensein eines Signals bei 10 min zeigte jedoch, dass dieses
Interferenzsignal nicht ausschlieflich durch N*-Acetyl-SMX hervorgerufen wurde. Ein
erwarteter Anstieg des SMX-Signals bei ca. 8,5 min blieb aus. Dies deutete
daraufhin, dass durch die Probenmatrix eine Bildung von SMX unterbunden wurde.
Diese These wird auch durch die LC-MS/MS-Ergebnisse in Tabelle 7 unterstitzt. Bei
Vermessung des Ablaufs 1 wurde durch die saure Hydrolyse eine geringere
Reduktion des Signals bei 10 min detektiert, was aufgrund der geringeren
N*-Acetyl-SMX-Konzentration im Ablauf nachvollziehbar ist. Die Signalintensitat des
SMX-Signals bei etwa 8,7 min stieg leicht an. Auffallig war, dass das Signal um 6 min
im LC-ELISAgramm durch die saure Hydrolyse nahezu verschwand. Die Ubrigen
Signale im LC-ELISAgramm veranderten sich kaum.
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Tabelle 7: Mittels LC-MS/MS ermittelte Konzentration in ng/L von Sulfamethoxazol und
N*-Acetyl-Sulfamethoxazol in Abwasserproben sowie die Umsatzrate der durch
saure Hydrolyse (16 % HCI) umgesetzten Menge von N*-Acetyl-Sulfamethoxazol
zu Sulfamethoxazol

Probe Sulfamethoxazol N*-Acetyl- Sulfamethoxazol = Umsatzrate der
Sulfamethoxazol nach Hydrolyse Hydrolyse in %
Zulauf 1 2650 £ 10 1003 £ 3 2520 £ 20 -13
Zulauf 2 757 +7 2000 £ 70 1550 + 30 40
Zulauf 6 330+ 10 930+ 10 657 + 6 35
Ablauf 1 2230 + 20 150 + 20 2360 £ 60 87
Ablauf 2 232+3 90+ 10 410 £ 20 198
Ablauf 6 120+ 0 122 £ 1 274 £ 9 126

Die Ergebnisse zeigen, dass wie in den LC-ELISAgramm fur Zulauf 1 (Abbildung 23)
zu sehen, nicht die bei vollstandigem Umsatz von N*-Acetyl-SMX zu SMX, erwartete
SMX-Konzentration erhalten wurde. Die Konzentration nahm sogar leicht ab. Dies
deutet daraufhin, dass es in der komplexen Matrix von Zulauf 1 zu Nebenreaktionen
kommen muss, welche sogar zu einer Eliminierung von SMX fuhren. Fiur Zulauf 2
und 6 konnte ein Anstieg der SMX-Konzentration gemessen werden. Es scheint,
dass in diesen Matrices bei saurer Hydrolyse nicht so extreme Bedingungen wie in
Zulauf 1 vorherrschten. Aber auch fur Zulauf 2 und 6 wurde keine vollstandige
Umsetzung von N*-Acetyl-SMX zu SMX erhalten. Die Klarwerke 1, 2 und 6 wurden
ausgewahlt, da die Zulaufe und Ablaufe sehr unterschiedliche Konzentrationen und
Verhaltnisse von SMX zu N*-Acetyl-SMX aufwiesen. In den Ablaufproben war die
Konzentration an N*-Acetyl-SMX deutlich geringer als in den Zulaufproben.
Uberraschenderweise wurde nach der sauren Hydrolyse fiir die Ablaufproben eine
SMX-Konzentration erhalten, welche abgesehen von Ablauf 1, oberhalb der durch
vollstdndigen Umsatz von N*-Acetyl-SMX zu SMX erwarteten Konzentration lag.
Dass die Umsatzrate bei Ablauf 1 niedriger war, kann indirekt erwartet werden, da
auch bei Zulauf 1 eine deutlich geringere Umsatzrate erhalten wurde. Die erhdhte
Umsatzrate von Uber 100 % fur Ablauf 2 und 6, und unter Bertcksichtigung der
scheinbar reaktiveren Matrix bei Klarwerk 1 auch fur Ablauf 1, deutete daraufhin,
dass es eine weitere Quelle zur Bildung von SMX neben N*-Acetyl-SMX geben
musste. Da im LC-ELISAgramm lediglich das Signal um 6 min reduziert wurde, liegt
die Vermutung nahe, dass aus diesem Interferenzsignal SMX gebildet wurde.

Es zeigte sich, dass bei Behandlung der Fraktion um 6 min mit 16 %iger HCI schon
nach einer Inkubationszeit von 1 min ein SMX-Signal mittels LC-MS/MS nachweisbar
war, dessen Intensitat sich durch langere Inkubationszeit aber nicht mehr signifikant
anderte. Um eine mogliche Kontamination an SMX auszuschliefen und um eine
zusatzliche Information, wie kinetische Daten der Hydrolyse vergleichbar zu

51



Abbildung 22, zu erhalten, wurde die HCI-Konzentration auf 5 % abgesenkt. Die
erhaltenen Signalintensitaten bei Inkubation der isolierten Fraktion von 5,8-6,1 min in
5 % HCI bei Raumtemperatur sind in Abbildung 24 gezeigt.
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Abbildung 24: Gemessene Signalintensitidt des Masseniibergangs 254 — 92 flir SMX bei
Inkubation der isolierten Fraktion 5,8-6,1 min des Ablaufs 1, erhalten unter
Verwendung der HPLC-Methode 1, in einer 5 %igen HCI-Lésung bei
Raumtemperatur.

Die zeitabhangige Bildung von SMX war klar zu erkennen. Neben dem
MRM-Ubergang 254 — 92, waren auch die Ubergange 254 — 108 und 156, zu der
erwarteten Elutionszeit und den entsprechenden Intensitatsverhaltnissen wie fir den
SMX-Referenzstandard nachweisbar. Dies zeigte, dass der Fraktion 5,8-6,1 min die
zusatzlich gebildete Menge an SMX zugeordnet werden konnte. Ob es noch eine
weitere Quelle fur die zusatzlich gebildete SMX-Konzentration gibt, bleibt unklar. Es
konnte jedoch keine weitere detektiert werden. Der kinetische Verlauf deutete darauf
hin, dass nach etwa 5 h die Bildung von SMX abgeschlossen war. Die Hydrolyse lief
daher ahnlich schnell ab wie die Spaltung der Amidbindung des N*-Acetyl-SMX,
wobei eine deutlich geringere HCI-Konzentration notwendig war. Dies deutet darauf
hin, dass es sich wahrscheinlich nicht um eine Amidbindung handelt, welche
gespalten wird. Nach einer Inkubationszeit von 6 h wurde der SMX-Isotopenstandard
zur Probe dotiert und so die gebildete SMX-Menge quantifiziert. Da durch die
Fraktionierung die Information Uber den Anreicherungsfaktor nicht verloren ging,
konnte die gebildete SMX-Konzentration auch auf die nicht angereicherte Probe
zuriickgerechnet werden. Aus dieser SMX-Konzentration und der SMX-Aquivalent-
konzentration im SMX-LC-ELISAgramm fur die Fraktion um 6 min lie3 sich die
Kreuzreaktivitat berechnen, obwohl der Stoff nicht identifiziert und isoliert vorlag. Es
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ergab sich eine Kreuzreaktivitdt von 460 £ 150 %. Ob diese Kreuzreaktivitat von
einem Stoff oder einer Mischung mehrerer Stoffe hervorgerufen wird, ist unklar.
Zudem sind die Umsatzrate der sauren Hydrolyse und die genaue Signalintensitat
des Interferenzsignals bei 6 min unbekannt. Die errechnete Kreuzreaktivitat sollte
daher als Abschatzung angesehen werden. Da der Stoff bzw. die Stoffe unbekannt
sind, ist auch nichts Uber deren molare Masse bekannt. Eine Konzentrationsangabe
in ng/L ist daher nicht mdglich. Aber ausgehend von der gebildeten Menge an SMX
lasst sich die Molaritat errechnen. Die Molaritat ist vergleichbar hoch wie die von
N*-Acetyl-SMX, welches flir die nicht angereicherte Ablaufprobe mit einer
Konzentration von rund 150 ng/L nachzuweisen war.

Zur Reduktion von Interferenzen wurde die saure Hydrolyse angewendet. Durch
deren Einsatz konnte der Kreuzreaktand N*-Acetyl-SMX zu SMX hydrolysiert
werden. Besonders fur die Klarwerkszulaufproben, in denen relativ hohe
Konzentrationen an N*-Acetyl-SMX gemessen werden konnten, kénnen dadurch
Uberbestimmungen reduziert werden. Nach Eliminierung von N*-Acetyl-SMX war
jedoch weiterhin ein Signal im SMX-LC-ELISAgramm bei der Elutionszeit von 10 min
messbar. Im Klarwerksablauf erfolgte eine geringere Reduktion des Signals bei
10 min, weil auch geringere Konzentrationen an N*-Acetyl-SMX im Ablauf
nachweisbar waren. Die saure Hydrolyse fuhrte neben der Eliminierung von
N*-Acetyl-SMX auch zur Reduktion des Interferenzsignals im SMX-LC-ELISAgramm
bei 6 min. Bei saurer Hydrolyse der Fraktion bei 6 min konnte die Bildung von SMX
nachgewiesen werden. Aus der gebildeten Menge an SMX und der Signalintensitat
im SMX-LC-ELISAgramm wurde eine Kreuzreaktivitat von 460 + 150 % abgeschatzt.
Die hohe Kreuzreaktivitat und die Tatsache, dass aus dieser Fraktion SMX gebildet
werden konnte, waren ein klares Indiz, dass es sich um einen SMX-Metaboliten und
damit spezifisch bindenden Kreuzreaktanden handeln konnte. Es wurden
verschiedene Sulfonamide und verschiedene SMX-Metaboliten vermessen. Bei
Veranderung des SMX-spezifischen 5-Methylisoxazolrings oder einer Substitution an
der N'-Position von SMX sanken die Kreuzreaktivitaten massiv auf etwa 1 % und
darunter ab. Fir Metaboliten, bei denen SMX an der N*-Position substituiert war,
wurden Kreuzreaktivitaten von etwa 200-1000 % gemessen. Die Kreuzreaktivitat von
etwa 460 % lasst die Vermutung zu, dass es sich analog zum N*-Acetyl-SMX, um
einen N*-Metaboliten handeln koénnte. Die leichtere Hydrolyse zum SMX deutet
darauf hin, dass die Verknupfung nicht durch eine Amidbindung erfolgt. Bei einer
Konjugation mit dem Stickstoff an der N*-Position kdnnte es sich zum Beispiel um
eine Carbamatbindung handeln.
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2.2.4 Unterscheidung von spezifischen und unspezifischen Interferenzen

Die SMX-LC-ELISAgramme zeigten fur den Zulauf 1 auch nach Eliminierung von
N*-Acetyl-SMX weiterhin ein Interferenzsignal. Fir den Ablauf 1 ergab sich ein noch
komplexeres LC-ELISAgramm. Die Identifizierung von Kreuzreaktanden aus
Umweltproben ist ein sehr ambitioniertes Ziel. Die Identifizierung von unspezifisch
bindenden Stoffen ist aufgrund ihrer nicht notwendigerweise ahnlichen Strukturformel
zum Zielanalyten noch viel anspruchsvoller. Um den Aufwand, der fur die
Identifizierung von Interferenzsignalen betrieben werden muss, zu reduzieren und
um eine effektivere Herangehensweise zu deren Eliminierung zu erméglichen, sollte
zwischen spezifischen Interferenzen (Kreuzreaktanden) und unspezifischen
Interferenzen unterschieden werden konnen. Diese Unterscheidung ist nicht trivial,
wenn die Konzentration der Stoffe unbekannt ist. In gleicher Weise storende
Interferenzsignale im LC-ELISAgramm konnen auftreten, wenn ein an den Antikorper
spezifisch bindender Stoff mit hoher Kreuzreaktivitat, aber geringer Konzentration
vorliegt oder ein Stoff mit geringer Affinitat zum Antikorper und damit niedriger
Kreuzreaktivitdt in hoher Konzentration vorliegt. Um eine Unterscheidung zu
ermdglichen, wurde der Ansatz verfolgt, dass die Bindungsaffinitat von unspezifisch
bindenden Stoffen haufig konzentrationsabhangig ist. Wird eine Probe verdinnt und
damit die Konzentration des Stoffes reduziert, binden Uberproportional weniger
Moleklle am Antikérper. Man kann sich den Effekt ahnlich wie bei der
Signalsuppression in der Massenspektrometrie vorstellen. Wenn die vorhandenen
Ladungen nicht mehr ausreichen um alle Molekule zu ionisieren, werden
hauptsachlich die Molekule ionisiert und gemessen, welche in der Mehrzahl
vorliegen. Vergleichbar ist es beim ELISA. Liegt die Anzahl der Moleklle in der
Probe viel hoher als die der Antikorper werden hauptsachlich die Stoffe mit den
Antikdrpern wechselwirken, welche in der Mehrzahl vorliegen. Die Selektivitat der
Antikorper geht dabei ein Stuck weit verloren. Durch Verdinnung der Probe kdnnen
in der Massenspektrometrie Signalsuppressionseffekte reduziert werden und beim
ELISA die Selektivitdt erhdht werden. Dass durch Verdinnung der Probe eine
Reduktion der Interferenzen moglich ist, wurde schon in Tabelle 2 gezeigt. Fur die
Vermessung von Zulauf 1 wurde dieser zuvor mit 16 %iger HCI behandelt, um
N*-Acetyl-SMX zu entfernen. Das verbleibende Signal bei etwa 10 min konnte
anschlieRBend nicht mehr durch N*-Acetyl-SMX beeinflusst sein und wurde
hinsichtlich der Unterscheidung von spezifischer und unspezifischer Interferenz
untersucht. Dabei wurde Zulauf 1 nach Hydrolyse bei unterschiedlichen
Anreicherungsfaktoren mittels LC-ELISA vermessen. Um die Proportionalitat bzw.
Disproportionalitdt zu erkennen, wurden die erhaltenen Ergebnisse auf einen
Anreicherungsfaktor von 0,625 normiert (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Uberlagerung von SMX-LC-ELISAgrammen von Zulauf 1 nach 24-stiindiger
Inkubation mit 16 %iger HCI und Vermessung bei unterschiedlichen
Anreicherungsfaktoren (erhaltene Ergebnisse auf einen Anreicherungsfaktor
von 0,625-fach normiert).

Es ist zu erkennen, dass fur hohere Anreicherungsfaktoren tberproportional hohere
SMX-Aquivalentkonzentrationen gemessen wurden. Durch Verdiinnung der Probe
sinkt die normierte Aquivalentkonzentration im Durchschnitt stetig leicht ab. Das
Signal bei etwa 10 min ist daher, wahrscheinlich auf eine unspezifische Interferenz
zuruckzufuhren. Bei etwa 10 min erreicht der Wasser-Methanol-Gradient, unter
Berucksichtigung der Totzeit des Systems, den hochsten Anteil an Methanol und hat
dadurch die hochste Elutionskraft. Es erscheint plausibel, dass dort viele Stoffe
eluieren, wie auch in Abbildung 17 zu erkennen ist. Die Wahrscheinlichkeit ist relativ
hoch, dass es zu einer Interferenz kommt, wenn viele Stoffe zu einer dem Analyten
ahnlichen Elutionszeit eluieren. Diese Stoffe weisen vermutlich eine ahnliche
Polaritat auf, wovon einzelne eine geringe Bindungsaffinitdt zum Antikorper besitzen
konnen. Ablauf1 wurde ebenfalls bei unterschiedlichen Anreicherungsfaktoren
vermessen. Auf eine vorherige saure Hydrolyse wurde aber verzichtet, um das
LC-ELISAgramm, besonders im Hinblick auf das Signal um 6 min, nicht zu
verfalschen (Abbildung 26). Das Signal fir SMX um 9 min zeigte wie erwartet ein
proportionales Verhalten und unterschied sich flr die normierten LC-ELISAgramme
nicht signifikant. Das Signal bei 6 min zeigte ebenfalls ein proportionales Verhalten,
welches die These eines SMX-Metaboliten und damit spezifisch bindenden
Kreuzreaktanden aus Kapitel 2.2.3 unterstltzt. Das Signal bei 7 min, welches im
Ausschnitt vergroRert dargestellt ist, zeigte ein disproportionales Verhalten.
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Abbildung 26: Uberlagerung von SMX-LC-ELISAgrammen von Ablauf 1 bei Anwendung
unterschiedlicher Anreicherungsfaktoren (erhaltene Ergebnisse auf einen
Anreicherungsfaktor von 5-fach normiert).

Mit steigendem Anreicherungsfaktor stieg die gemessene Aquivalentkonzentration
trotz Normierung an. Dies war auch extrem deutlich flr das Signal bei 9,5 min und flr
die Signalschulter bei 10,5-12 min zuerkennen. Diese Signale sollten unspezifisch
bindenden Stoffen zugeordnet werden. Auffallig war, dass die Aquivalent-
konzentrationsdifferenz  zwischen den LC-ELISAgrammen fur steigende
Anreicherungsfaktoren zunahm. Die Anreicherungsfaktoren unterschieden sich stets
um den Faktor 2. Fur hohe Anreicherungsfaktoren war aber der normierte
Aquivalentkonzentrationsunterschied  deutlich  gréRer, als bei niedrigen
Anreicherungsfaktoren. Mit steigender Verdlinnung naherten sich die normierten
Signalintensitaten einer Art Grenzwert an. Dieser Effekt war auch schon in Tabelle 2
abzulesen. Durch Verdinnung lassen sich, relativ zum Zielanalytsignal,
Interferenzsignale unspezifisch bindender Stoffe absenken, aber zu deren weiterer
Reduktion sind immer hdéhere Verdinnungen notwendig. Um die Interferenz
unspezifisch bindender Stoffe zu eliminieren sind so hohe Verdiinnungen notwendig,
welche nur bei sehr nachweisstarken ELISAs oder hohen Zielanalytkonzentrationen
in den Proben mdglich sind. Teilweise Uberstiegen die gemessenen Konzentrationen,
besonders bei hohen Anreicherungsfaktoren, den Arbeitsbereich des SMX-ELISAs.
Daher wurde fur diese Fraktionen keine Konzentration angegeben, was der Grund
fur die Lucken in den Linien in Abbildung 26 ist. Auch wenn die Disproportionalitat fur
manche Signale sehr deutlich ist, muss erwahnt werden, dass dieser Ansatz zur
Unterscheidung von Kreuzreaktanden und unspezifisch bindenden Stoffen nicht
sicher ist.

56



Kreuzreaktanden konnen, anders als in Abbildung 3 vereinfacht dargestellt, auch
eine  konzentrationsabhangige Kreuzreaktivitdt besitzen. Ein Beispiel st
N4-Acetyl-SMX, wie in Abbildung 27 gezeigt.

c 9 6—. Kalibrierstandards von
g - SMX
€ E 5] - N*-Acetyl-SMX
g =Y + Sulfachlorpyridazin
W ©
5 o 0,4
° 5 | KR: 420 % KR: 4,3 %
N N
& € 0,3
28 |
o 'ér_) 0,2 KR:Kreuzreaktivitat
[
= 2
© 4 : 9 4,
5 0,1 KR: 1200 % S
] Faktor 10Faktor 10 =
0,0

10° 10% 10" 10° 10" 10*® 10® 10*
Konzentration in pg/L

Abbildung 27: Kalibrierfunktionen von N*-Acetyl-SMX, SMX und Sulfachlorpyridazin mit
Angabe der entsprechenden  Kreuzreaktivitit  fiir  ausgewdéhlte
Konzentrationen im Arbeitsbereich.

Innerhalb des Arbeitsbereiches der Kalibrierfunktionen wurden 3 Konzentrationen
ausgewahlt, welche jeweils um den Faktor 10 voneinander verschieden sind. Fur
diese Konzentrationen wurden jeweils die Kreuzreaktivitat fir N*-Acetyl-SMX und
Sulfachlorpyridazin errechnet. Es zeigte sich schon bei der einfachen Betrachtung
der Kalibrierfunktionen, dass die Kurve von SMX und Sulfachlorpyridazin nahezu
parallel verliefen, jedoch die Kurve von N*-Acetyl-SMX einen anderen Anstieg besaR.
Im Falle der nahezu Parallelitat der Kurven verandert sich die Kreuzreaktivitat kaum.
Bei der Kalibrierfunktion von N*-Acetyl-SMX nahm der Abstand zur Kurve von SMX
mit steigender Konzentration zu und so auch die Kreuzreaktivitat. Wirde man das in
diesem Kapitel beschriebene Verdunnungsexperiment mit einem Anreicherungs-
unterschied von Faktor 10 fir N*-Acetyl-SMX anwenden, wirde man eine
Disproportionalitat mit Anstieg der normierten Signalintensitat von bis zu etwa
Faktor 3 fur hohere Anreicherungsfaktoren beobachten. Dieser hohe Dis-
proportionalitatsfaktor wirde zur falschen Schlussfolgerung einer unspezifischen
Interferenz fuhren.

Mit diesem Bespiel kann gezeigt werden, dass es sich mit dem Verdunnungs-
experiment um einen Ansatz und keinen Beweis der Unterscheidung von
spezifischer und unspezifischer Bindung handelt. Da die obere Asymptote (A-Wert)
bei sehr geringen Analytkonzentrationen erhalten wird, ist diese quasi
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stoffunabhangig. Alle Stoffe werden daher einen &hnlichen A-Parameter in der
4-Parameter-Gleichung aufweisen. Wenn zwei Stoffe eine Kalibrierfunktion mit
unterschiedlicher Steigung besitzen, werden sich die Kurven, dem Strahlensatz
folgend, mit steigender Konzentration immer weiter voneinander entfernen oder
annahern. Im Hinblick auf eine sich so wenig wie moglich durch Konzentrations-
anderung verandernde Kreuzreaktivitat, sollten fir das Verdunnungsexperiment
Anreicherungsfaktoren gewahlt werden, welche idealerweise Signalkonzentrationen
im unteren quantifizierbaren Konzentrationsbereich ergeben. Bei der Konzentrations-
steigerung um Faktor 10 im unteren Konzentrationsbereich stieg die Kreuzreaktivitat
von N*-Acetyl-SMX um etwa den Faktor 1,7 an. Fir die Konzentrationssteigerung um
Faktor 10 im oberen Konzentrationsbereich stieg die Kreuzreaktivitat um etwa den
Faktor 2,9. Bei der Kalibrierfunktion von N*-Acetyl-SMX war der Anstieg der
Funktion, bei logarithmischer Auftragung der Konzentration, groRer als fur SMX und
die Kreuzreaktivitat Uber 100 % Die Kalibrierfunktionen entfernen sich voneinander
zunehmend mit ansteigender Konzentration. Zeigt die Kalibrierfunktion des
Kreuzreaktanden jedoch einen geringeren Anstieg als die des Zielanalyten und die
Kreuzreaktivitat liegt oberhalb von 100 %, nahern sich Kalibrierfunktionen mit
steigender Konzentration an. Die Kreuzreaktivitat wirde mit zunehmender
Konzentration abnehmen. Auch in diesem Fall wirde eine Disproportionalitat im
Verdlinnungsexperiment beobachtet werden, wobei mit steigendem Anreicherungs-
faktor die normierte Signalintensitat abnehmen wirde und so keine Verwechslung
mit unspezifisch bindenden Stoffen bestlinde.

Es wurde versucht, durch Vermessung der Probe bei unterschiedlichen
Anreicherungsfaktoren und einer anschlieRenden Normierung der Ergebnisse auf
einen einheitlichen Anreicherungsfaktor zwischen spezifischen und unspezifischen
Interferenzen zu unterscheiden. Die Ergebnisse lieRen die Schlussfolgerung zu, dass
das Signal bei ca. 10 min in Zulauf und Ablauf auf unspezifische Interferenzen
zurtckzufihren ist. Zudem war auch das Signal bei etwa 7 min in dem
SMX-LC-ELISAgramm fur den Ablauf wahrscheinlich eine unspezifische Interferenz.
Das Signal bei 6 min zeigte jedoch ein proportionales Verhalten wie SMX und ist
daher wahrscheinlich einem Kreuzreaktanden zuzuordnen, was auch die Ergebnisse
aus Kapitel 2.2.3 unterstitzen. Eine eindeutige Einordnung von spezifischer und
unspezifischer Interferenz ist jedoch nicht ohne Identifizierung des Stoffes mdglich.
Uber die in einer Probe vorhandenen unbekannten Kreuzreaktanden kann keine
Information vorliegen und die Kalibrierfunktion von N*-Acetyl-SMX zeigte, dass auch
Kreuzreaktanden eine konzentrationsabhangige Bindungsaffinitat, genauer gesagt
Kreuzreaktivitat, aufweisen kdnnen. Dieser Tatsache sollte bei der Bewertung von in
der Literatur und dieser Arbeit angegebenen Kreuzreaktivitaten Beachtung
geschenkt werden. Die angebende Kreuzreaktivitat bezieht sich nur auf einen
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Konzentrationswert des Referenzanalyten, meist dem C-Wert. Genauer ware es alle
4-Parameter der 4-Parameter-Gleichung von Stoffen anzugeben, um so die
Kalibrierfunktionen besser miteinander vergleichen zu kénnen.

2.2.5 Einfluss des Probenpuffers

In der Literatur wurden weitere Madglichkeiten zur Reduktion von Interferenzen
beschrieben. Durch einen Wechsel des pH-Wertes kann sich die Kreuzreaktivitat von
Stoffen andern [35] und durch einen Zusatz von 1 % Rinderserumalbumin (BSA) zur
Probe unspezifische Interferenzen reduziert werden [20,32]. Auf diesen Ergebnissen
aufbauend wurde der Einfluss des pH-Wertes der Probe und der eines Zusatzes an
1 % BSA auf die SMX-LC-ELISAgramme des Ablaufs 1 getestet. Im Gegensatz zum
ansonsten angewendeten Verfahren des LC-ELISAs wurden die gesammelten
Fraktionen nicht mit dem Neutralisationspuffer neutralisiert, sondern direkt im
Druckluftstrom getrocknet. AnschlieRend wurden die trockenen Fraktionen flur die
ELISA-Messung nicht in Reinstwasser sondern in den jeweiligen Pufferldsungen
aufgenommen und auf die ELISA-Platte Ubertragen. Wahrend des SMX-ELISAs
wurden zu 100 pL Probe je Kavitat 100 yL Tracer-Losung gelost in einem Tris-Puffer
mit pH = 8,5 zugegeben. Daher ergaben sich etwas abweichende Misch-pH-Werte
fur den Schritt der Bindung von Probeninhaltsstoffen und Tracer an den Antikorper.
Die verwendeten Pufferldsungen hatten einen pH-Wert von 4,5 (Misch-pH-Wert: 4,9),
7,6 (Misch-pH-Wert: 8,0) und 9,5 (Misch-pH-Wert: 9,5). Des Weiteren wurde die
Pufferlésung pH = 7,6 mit einem Zusatz von 1 % Rinderserumalbumin getestet. Die
erhaltenen SMX-LC-ELISAgramme sind in Abbildung 28 gezeigt. Die erhaltenen
SMX-LC-ELISAgramme waren unabhangig von den verwendeten Pufferldsungen
sehr hnlich. Eine drastische Reduktion von Interferenzsignalen durch Anderung des
pH-Wertes oder Zusatz von Rinderalbumin, wie sie in der Literatur beschrieben
wurde, konnte nicht beobachtet werden. Fur das Signal bei 10 min konnte durch
Einsatz von Rinderserumalbumin sogar eine Interferenzsignalverstarkung beobachtet
werden. Eine geringfugige Absenkung von Interferenzsignalen konnte lediglich flr
die Signale um 4 min und 7 min bei Anwendung der Pufferldésung mit pH =45
beobachtet werden. Auffallig war, dass nur die Signalintensitat von SMX bei 8,7 min
und das Signal bei um 6 min unabhangig vom verwendeten Puffer gleich intensiv
war.
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Abbildung 28:

SMX-LC-ELISAgramm von Ablauf 1 (20-fach) unter
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Uberlagerung von SMX-LC-ELISAgrammen von Ablauf 1 unter Anwendung

unterschiedlicher  Probenpufferlbsungen fiir die Wiederaufnahme der

getrockneten Fraktionen und Messung im ELISA unter Verwendung der

HPLC-Methode 1.

Von Anwendung der Pufferlosung mit pH=4,5 ist jedoch abzuraten, da die
Quantifizierung unter diesen Bedingungen erschwert wird, wie an den Kalibrier-

funktionen in

Relative Differenz der Extinktionen

Abbildung 29:

Abbildung 29 zu erkennen ist.
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Kalibrierfunktionen von SMX gelbst in unterschiedlichen Pufferlésungen,
welche auch fiir die LC-ELISAgramme in Abbildung 28 verwendet wurden.

Die Kalibrierfunktionen, welche unter Verwendung von Pufferlosung pH = 7,6 und mit
einem Zusatz von 1 % BSA erhalten wurden, kdnnen als gleich angesehen werden.
Sie zeigten die hochsten Extinktionen und den niedrigsten C-Wert und damit héchste
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Empfindlichkeit. Bei Anwendung des Probenpuffers mit pH = 9,5 sank der A-Wert ab
und die Empfindlichkeit verschlechterte sich leicht. Fur die Kalibrierfunktion unter
Verwendung des Probenpuffers pH = 4,5 wurde ein deutlich reduzierter A-Wert und
eine deutliche Verschiebung des C-Wertes von etwa Faktor 10 erhalten. Der ELISA
war daher deutlich unempfindlicher. In dieser Unempfindlichkeit ist vielleicht auch die
leichte Reduktion der Signalintensitaten bei 4 min und 7 min zu erklaren, welche
nach Ergebnissen aus Kapitel 2.2.4 unspezifischen Interferenzen zuzuordnen sind.

Es stellte sich die Frage was der Grund fur die unterschiedlichen A-Werte und
C-Werte, abhangig vom pH-Wert des Puffers, war. Denkbar ist eine Beschadigung
der Antikorper, eine Beeinflussung der Enzymaktivitdt des Tracers oder eine
veranderte Gleichgewichtseinstellung von an den Antikdrpern gebundenen und nicht
gebundenen Analyt bzw. Tracer. Um eine Beschadigung der Antikorper zu testen
wurden die an der Mikrotiterplatte gebundenen anti-SMX Antikorper flr 30 min in den
entsprechenden Mischungen aus jeweiligen Probenpuffer und Tris-Puffer inkubiert.
Anschlielend wurde der Puffer aus den Kavitaten entfernt und der SMX-ELISA mit
den ublichen ELISA-Bedingungen durchgefuhrt. Die erhaltenen Kalibrierfunktionen
sind in Abbildung 30 A gezeigt. Um den Einfluss auf die Enzymaktivitat zu testen
wurde der Tracer, gelost in den Mischungen der unterschiedlichen Pufferlosungen
mit Tris-Puffer, in einer nicht-bindenden Mikrotiterplatte fur 30 min inkubiert. Die
behandelten Tracer-Losungen wurden 1:10 in Reinstwasser verdinnt, um deren
Pufferstarke zu reduzieren. Die verdinnten Losungen wurden anschlie®end in einem
Verhaltnis von 1:10 zu der Substrat-Losung gegeben und die sich nach 30 min
ergebende Extinktion gemessen (Abbildung 30 B).

c 1.09 Kalibrierfunktion von SMX bei Inkubation der ~ 0,77 Aktivitat von Peroxidase nach Inkubation fiir
2 Antikérper fur 30 min in verschiedenen 2 06 30 min in verschiedenen Probenpuffern
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Sulfamethoxazol-Konzentration in pug/L

Abbildung 30: (A) Kalibrierfunktionen von SMX nach Inkubation, der mit Antikérper
beschichten Mikrotiterplatte, in den verschiedenen Pufferlésungen, welche
auch fir die LC-ELISAgramme in Abbildung 28 verwendet wurden. (B)
erhaltene  Extinktionen nach Inkubation von Tracer-Lésung mit
unterschiedlichen Pufferlésungen in einer nicht-bindenden und nicht mit
Antikérpern beschichteten Mikrotiterplatte.

61



Die Ergebnisse in Abbildung 30 A zeigen, dass durch die Behandlung mit den
unterschiedlichen Pufferlosungen keine deutliche Beschadigung der Antikorper
erfolgte. Lediglich bei Verwendung der Mischung mit Probenpuffer pH = 4,5 sank der
A-Wert leicht ab. Eine Verschiebung der C-Werte der Kurven war jedoch nicht zu
erkennen. Bei Inkubation des Tracers in den unterschiedlichen Mischungen konnte
nur fur den Probenpuffer pH =45 eine leichte und signifikante Absenkung der
Extinktion beobachtet werden (Abbildung 30 B). Der Extinktionswert lag aber im
Vergleich zu den anderen Probenpuffern immer noch bei Uber 90 % und kann nicht
die deutliche Absenkung des A-Wertes fur die Kalibrierfunktion in Abbildung 29
erklaren. Die deutlich verschiedenen Kalibrierfunktionen mussen im Schritt der
Gleichgewichtseinstellung von an den Antikorpern gebundenen und nicht
gebundenen Analyt bzw. Tracer begrindet sein. Eine mogliche Erklarung des stark
erhdhten C-Wertes und reduzierten A-Wertes fur SMX bei Verwendung des
Probenpuffers pH = 4,5 kann eventuell in dem pKs-Wert von 5,6 fur SMX liegen [93].
Es handelt sich bei dem Proton an der N'-Position von SMX um ein saures Proton,
welches leicht im neutralen Milieu deprotoniert wird (Abbildung 31).

S
| +H
H,N H

pKs = 5,6

Abbildung 31: N-H-Aciditét von Sulfamethoxazol mit pKs von 5,6.

Bei Verwendung des Probenpuffers pH = 7,6 liegt die N'-Position deprotoniert vor,
wie sie auch wahrend der Immunisierung unter physiologischen pH-Wert vorlag. Die
Antikdrper wurden daher gegen die deprotonierte Form von SMX gebildet. Bei
Anwendung des Probenpuffers mit pH =4,5 und einem Misch-pH-Wert von 4,9
liegen etwa 85 % der SMX-Molekule und damit auch Tracer-Molekule jedoch
protoniert vor. Sie unterscheiden sich vom Immunogen in ihrem Ladungszustand und
kénnen wahrscheinlich schlechter binden. Dies fuhrt zum reduzierten A-Wert
aufgrund der geringeren Anzahl an gebundenem Tracer und zu einem hoheren
C-Wert, aufgrund der geringeren Affinitat der Antikbrper gegen die protonierte Form.
Die Kreuzreaktivitat des protonierten SMX ist deutlich geringer als die des
deprotonierten SMX. Die Verschiebung des C-Wertes der Kalibrierfunktion zu
héheren Konzentrationen von etwa Faktor 10, ist in grober Naherung die Reduktion
des Anteils an deprotonierten SMX. Fir das an der N'-Position glucuronidierte SMX,
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welches daher dort nicht deprotoniert werden kann, betrug die Kreuzreaktivitat etwa
1 %. Der C-Wert ist um den Faktor 100 zu hoheren Konzentrationen verschoben.

Es wurde der Einfluss des pH-Wertes und Zusatzes von 1 % Rinderserumalbumin
auf die LC-ELISAgramme getestet. Anders als in der Literatur beschrieben, konnten
dabei aber keine nennenswerten Reduktionen von Interferenzen beobachtet werden.
Auffallig war, dass bei Anwendung des Probenpuffers mit pH=4,5 fur die
Kalibrierfunktion ein deutlich geringerer A-Wert und erhohter C-Wert erhalten wurde.
Der Grund dafiir liegt wahrscheinlich an der Protonierung der N'-Position des
Sulfamethoxazols, welches in protonierter Form eine geringere Bindungsaffinitat zum
Antikorper zeigt.

2.2.6 Einfluss des Tracers

Ein in der Literatur beschriebener Ansatz, um Selektivitdt und Sensitivitat eines
Immunoassays zu verbessern, ist der Einsatz eines anderen Tracers. Dabei wird die
Tatsache ausgenutzt, dass beim Immunoassay zur Quantifizierung nur Antikorper an
die der Tracer bindet von Bedeutung sind. Wenn ein anderer Tracer verwendet wird,
bindet dieser an andere Antikorper, welche eine andere Selektivitat und
Bindungsaffinitat aufweisen konnen. Da genauer gesagt nicht der Tracer, sondern
das an die Detektionseinheit gekoppelte Hapten an den Antikdrper bindet, muss
dieses verandert werden. Die Synthese eines Haptens, kann sich sehr aufwendig
gestalten und sollte nicht als erste Mdglichkeit zu Interferenzreduktion gewahlt
werden. In der Literatur wurde beschrieben, dass besonders grof3e Unterschiede der
Assay-Selektivitat erreicht werden kdnnen, wenn die Verknupfung von Hapten und
Detektionseinheit an einer anderen Position des Analyten erfolgt. Als Hapten wurde
fir die Immunisierung und den bisherigen Tracer ein N*-Succinimidyl-
Sulfamethoxazol verwendet. Dieses Hapten ist dem N*-Acetyl-SMX strukturell sehr
ahnlich. Dessen hohe Kreuzreaktivitat ist daher nicht Uberraschend. Fur SMX und
allgemein fur Sulfonamide sind in der Literatur nur zwei Haupttypen von
Haptenstrukturen zu finden. Der eine Typ umfasst eine Derivatisierung an der
N*-Position und der zweite Typ eine Substitution des SMX-spezifischen
5-Methylisoxazolrings. Beispiele [94-100] sind im Anhang in Abbildung A1 gezeigt.
Beide Typen haben einen Nachteil. Eine Derivatisierung an der N*-Position ist
aufgrund der hohen Reaktivitdt der Aminofunktion einfach, fuhrt aber zur hohen
strukturellen Ahnlichkeit mit den natiirlich vorkommenden Hauptmetaboliten von
SMX und vieler anderer Sulfonamide, den N*-Acetyl-Derivaten. Eine Substitution des
fur das SMX spezifischen Rings fuhrt zu einer Haptenstruktur, welche auch hohe
Ahnlichkeit mit anderen Sulfonamiden aufweist.
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In dieser Arbeit wird ein neu entwickelter Typ eines Haptens vorgestellt. Dabei erfolgt
die Anbindung der Briicke an der N'-Position des SMX. Die N*-Position und der
5-Methylisoxazolring bleiben unverandert, was eine Interferenz mit an N*-Position
substituierten Metaboliten und anderen Sulfonamiden stark reduzieren sollte.
Zunéchst wurde das an N*-Position mit Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) geschitzte
SMX an der N'-Position mit einem Saurechlorid konjugiert. Es zeigte sich jedoch,
dass die dabei gebildete Amidbindung labil gegentber Hydrolyse war. Im Sauren
(0,6 % HCI) betrug die Halbwertzeit etwa 6 Tage und im leicht Basischen (pH = 8,1)
wurde die Bindung in weniger als 2 h zu etwa 50 % hydrolysiert. Das Hapten kdnnte
als Tracer bei Lagerung und Anwendung im leicht sauren Milieu dienen. Es konnte
jedoch nicht zur Immunogensynthese verwendet werden. Unter physiologischem
pH-Wert und bei Interaktion mit dem Immunsystem eines Tieres, wiurde SMX von der
Bricke abgespalten werden. Es wurden dann lediglich Antikorper gegen das
Tragerprotein und die Briucke gebildet werden, aber nicht gegen SMX. Daher wurde
eine sehr viel aufwendigere Synthesestrategie entwickelt, bei der die Verknlpfung
zwischen N'-Position und Briicke Uber eine kovalente N-CH2-Bindung erfolgt. Diese
Bindung zeigte Stabilitat gegen Hydrolyse im stark basischen (10 % NaOH) und stark
saurem Milieu (12 % H2SOa). Zur Darstellung des neuen Haptens bzw. einer direkten
Vorgangerverbindung (Fmoc-geschutztes Hapten 10) wurde eine lineare
10-Stufen-Synthese durchgefuhrt, welche schematisch im Anhang in Abbildung A2
gezeigt ist. Die hohe Anzahl an Reaktionsstufen war notwendig, da das Hapten quasi
in einer Totalsynthese aufgebaut werden musste. Es bestand dabei die
Schwierigkeit, dass zwei nukleophile Gruppen, eine Amino-Funktion und eine
Hydroxy-Funktion bzw. Carbonsaure-Funktion, vorlagen. Die unerwinschte Reaktion
der jeweils anderen Funktion musste durch Einsatz von Schutzgruppen vermieden
werden. Fur die Aufreinigung der einzelnen Stufen war nur das Waschen mit
Reinstwasser zur Entfernung von Verunreinigungen oder das Waschen mit ACN zur
Extraktion des gewulnschten Produkts notig. Das Produkt der zehnten Stufe wurde
mittels HPLC aufgereinigt, wobei sich fur das aufgereinigte isolierte Produkt eine
Gesamtausbeute Uber die 10 Stufen von 26 % ergab. Diese sehr gute
Gesamtausbeute war maoglich, da die einzelnen Reaktionen optimiert wurden und der
Reaktionsverlauf mittels LC-MS und LC-UV Uberwacht wurde. Zudem fuhrten die
einfachen Aufreinigungen der Zwischenstufen kaum zu Verlusten. Die Carbonsaure
der Vorstufe 10 wurde fur die Synthese eines BSA-Konjugats (Immunogen) aktiviert
und anschliefend mit den Amino-Funktionen des Rinderserumalbumins gekoppelt.
Nachdem kein aktiviertes 10 mittels LC-MS in der Reaktionslosung mehr
nachweisbar war, wurde die Fmoc-Schutzgruppe entfernt. Die Fmoc-Schitzung
wurde durchgefuhrt um eine intramolekulare Reaktion mit der aktivierten
Carbonsaure oder intermolekulare Reaktion mit anderen aktivierten 10-Molekulen zu
verhindern. Fur die Synthese des Tracers 13 musste ein anderer Reaktionsweg
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gewahlt werden. Eine abschlieBende Entschutzung, d.h. Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe bendtigte Reaktionsbedingungen, welche zur Inaktivierung der
Peroxidase gefuhrt hatten. Daher wurde flr die Tracersynthese zunachst die
Fmoc-Schutzgruppe entfernt, dann die Carbonsaure aktiviert und an die Amino-
Funktionen der Peroxidase gekoppelt. Eine befurchtete Dimerisierung von
entschitztem und aktiviertem Hapten konnte mittels LC-MS nicht nachgewiesen
werden. Die schematische Darstellung der Synthese des neuen Tracers 13 und
neuen Immunogens 16 ist im Anhang in Abbildung A3 gezeigt. Zur Aufreinigung der
Reaktionsmischungen wurde jeweils die GroRenausschlusschromatographie unter
Verwendung von PD10-Saulen angewendet. Dabei eluieren zunachst Verbindungen
mit einem grof3en und spater Verbindungen mit einem kleinen hydrodynamischen
Durchmesser. Da 13 als Peroxidase-Konjugat und 16 als BSA-Konjugat eine Masse
aufweisen, welche mehr als 100-fach groRer ist als die des Haptens, unterscheiden
sich auch die hydrodynamischen Durchmesser stark genug voneinander, um sie
effizient zu trennen. Ein erhaltenes Elutionsprofil ist im Anhang in Abbildung A4
dargestellt. Die Fraktionen 12 bis 14, welche die héchsten Extinktionswerte fur POD
lieferten, wurden vereinigt und mittels Matrix unterstutzter Laser-Desorption/-
lonisierung und nachfolgender Flugzeitanalyse-Massenspektrometrie (MALDI-TOF-
MS) vermessen. In Abbildung 32 ist das erhaltene Massenspektrum von 13 und als
Vergleich das der reinen Peroxidase wiedergegeben.
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Abbildung 32: MALDI-TOF-Massenspektrum fir den Tracer 13 und ungekoppelte
Meerrettichperoxidase.

Es sind fur Peroxidase und 13 drei Signale zu erkennen, welche unterschiedlichen
Ladungszustanden zugeordnet werden kénnen. Bei dem Signal mit einem Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnis von etwa 44300 Da handelt es sich um die einfach geladene
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Peroxidase. Das Signal bei etwa 22150 Da ist der zweifach geladenen Spezies und
das bei etwa 14765 Da der dreifach geladenen POD-Spezies zuzuordnen. Fir den
Tracer 13 wird, beim Vergleich des Signals zu der einfach geladenen Spezies der
POD, eine mittlere Massenverschiebung zu einem hoéheren Massen-zu-Ladungs-
Verhaltnis von etwa 280 Dalton erhalten. Unter Berucksichtigung der Masse des
Haptens von etwa 350Da ergibt sich eine mittlere Kopplungsrate von
0,8 Hapten-Molekllen pro Peroxidase-Molekul. Dies ist in guter Naherung die
typischerweise als ideal angenommene Kopplungsrate von 1.

Fur die Kopplung von Hapten und BSA zur Darstellung eines Immunogens werden
héhere Kopplungsraten als notwendig angesehen. Die erhaltenen Massenspektren
von BSA und Immunogen 16 sind im Anhang in Abbildung A5 dargestellt. Aus der
Verschiebung des Signalmaximums von etwa 2010 Da ergibt sich dabei eine mittlere
Kopplungsrate von etwa 6 Hapten-Moleklilen pro BSA-Molekil. Das Signal des
Immunogens zeigte aber ein deutlich starkeres Signaltailing als BSA. Beim Vergleich
der Massen-zu-Ladungs-Verhaltnisse bei 10 % der Signalhohe ergab sich eine
Kopplungsrate von etwa 11.

Der neue Tracer 13 wurde verwendet, um die Kreuzreaktivitat von SMX-Metaboliten
und von Sulfonamiden, die in Abwassern nachgewiesen werden konnten, zu
messen. In Tabelle 8 sind die C-Werte und Kreuzreaktivitaten aufgefihrt die bei
Anwendung des alten und neuen Tracers erhalten wurden. Das neue Fmoc
entschitzte Hapten 11 wurde auch vermessen.

Tabelle 8: C-Werte der 4-Parameter-Gleichung in ug/L bei Anwendung des alten und neuen
Tracers (Verdiinnung) unter gleichen Bedingungen und sich dabei ergebene
Kreuzreaktivitdt (KR) fiir verschiedene Sulfonamide, wobei Succ-SMX fiir
N*-Succinimidyl-Sulfamethoxazol (Hapten des alten Tracers) und 11 fiir das
Hapten des neuen Tracers steht

Substanz Alter Tracer Neuer Tracer Neuer Tracer
(100 000-fach) (500-fach) (125-fach + Blocking)
C-Wert KRin% C-Wert KRin% C-Wert KR in %
SMX 1,9 0,63 0,15
Succ-SMX 0,18 1100 0,20 320 --- ---
N*-Acetyl-SMX 0,31 610 0,20 320 0,049 310
4-Nitro-SMX 0,34 560 0,18 350 - -
Sulfamethizol 0,68 280 0,54 120 0,094 160
Sulfachlorpyridazin 57 3,3 150 0,4 33 0,5
Sulfapyridin 1300 0,1 1200 <0,1 4200 <0,1
11 170 1,1 44 1,4 - -
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Bei Verwendung des neuen Tracers war eine deutlich hohere Konzentration an
Tracer notwendig, um ahnliche Extinktionswerte (A-Wert) wie beim alten Tracer zu
erhalten. Der neue Tracer musste etwa 1000-fach konzentrierter eingesetzt werden.
Dies entsprach in Naherung auch der geringeren Kreuzreaktivitat des neuen Haptens
von 1,1 % im Vergleich zum fur die Immunisierung und den alten Tracer
verwendeten Haptens (Succ-SMX) mit 1100 %. Die bendtigte hohe Konzentration
des neuen Tracers war daher in dessen geringerer Bindungsaffinitat zum Antikrper
begrundet. Dies zeigt auch die Grenzen eines heterologen Tracers auf, der immer
noch eine ausreichend gute Bindungsaffinitat zum Antikdrper besitzen muss. Um
einen madglichst sensitiven ELISA zu erhalten, wird versucht, die Konzentration an
Antikdrper und Tracer so gering wie mdglich zu wahlen. Je niedriger die notwendigen
Konzentrationen an Antikorper und Tracer sind, desto niedriger ist die notwendige
Konzentration an Analyt um das System zu stéren und zur Signalveranderung zu
fuhren. Die Konzentration an Antikérper und Tracer ist jedoch limitiert, da der
gebundene Tracer noch ein ausreichend starkes Signal liefern muss. Da die
Antikorperverdinnung durch den alten Tracer aus Grunden der Vergleichbarkeit
feststand, wurde lediglich die Verdinnung des neuen Tracers maximal gewahlt.
Dabei zeigten sich noch akzeptable Extinktionswerte bei einer 500-fachen
Verdlinnung. Die erhaltenen A-Werte waren aber weniger als halb so hoch wie bei
100 000-facher Verdunnung des alten Tracers. Ein linearer Zusammenhang
zwischen A-Wert und Konzentration des Tracers bestand nicht.

Bei Anwendung des neuen Tracers lagen die Kreuzreaktivitaten der an der
N*-Position substituierten Stoffe etwa um den Faktor 2-3 niedriger. Auch die
Kreuzreaktivitdten anderer Sulfonamide wurden mindestens halbiert. Lediglich fur
das neue Hapten stieg die Kreuzreaktivitdt an. Da dieses Hapten fur die Synthese
des neuen Tracers diente, war eine hohere Affinitat der nun fur den Assay
herangezogenen Antikorper gegenuber dem Hapten 11 nicht Uberraschend. Neben
der Absenkung der Kreuzreaktivitat war, bis auf Ausnahmen, die Absenkung der
erhaltenen C-Werte nennenswert. Die Empfindlichkeit des ELISAs fur diese
Verbindungen stieg an. Der Grund daflr lag wahrscheinlich in der geringeren Affinitat
der Antikdrper zum neuen Hapten. Das neue Hapten zeigte eine geringere
Bindungsaffinitat als das alte Hapten und lie® sich daher schon durch geringere
Konzentrationen stark bindender Stoffe wie SMX oder N*-Acetyl-SMX vom AntikGrper
verdrangen.

Anhand der hohen D-Werte der Kalibrierfunktionen bei Verwendung des neuen
Tracers und deren Absenkung fur einzelne Sulfonamide bei Messung hoher
Konzentrationen kam der Verdacht auf, dass der Tracer eventuell unspezifisch an
der Oberflache binden konnte. Da die Tracer-Losung nur schwach verdinnt werden
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konnte, ergaben sich Peroxidase-Konzentrationen im mg/L-Bereich. Durch die
katalytische Aktivitat der POD, kdnnen jedoch schon niedrigste Konzentrationen im
ng/L-Bereich nachgewiesen werden. Um eine unspezifische Adsorption von POD
auszuschliefen, wurde die mit Antikdrpern beschichte Platte, vor Auftragung des
Tracers und der Standards, 30 min mit einer 1 %igen BSA-Losung behandelt. Das
BSA adsorbiert an der Platte und blockiert dadurch die Bindungsstellen an der die
POD adsorbieren kénnte. Durch diesen Blocking-Schritt sank der A- und D-Wert
gleichermallen ab. Dies war ein deutliches Indiz, dass es sich um einen Effekt
unabhangig von der Analytkonzentration handelte. Zudem zeigten nun auch alle
Kalibrierfunktionen einen  ahnlichen D-Wert, der nicht durch hdhere
Analytkonzentrationen abgesenkt wurde. Durch diesen Blocking-Schritt wurde die
Selektivitat nicht signifikant verandert, jedoch sanken die C-Werte der Stoffe
nochmals deutlich ab. Bei Anwendung des neuen Tracers und des Blocking-Schritts
war der SMX-ELISA hinsichtlich SMX etwa um den Faktor 12 empfindlicher.

Der neue Tracer wurde mit einer Verdunnung von 1:500 und aus Grunden der
Vergleichbarkeit ohne Blocking-Schritt zur Vermessung einer Abwasserprobe mittels
SMX-LC-ELISA verwendet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 33 gezeigt.

N
()]
J

SMX-LC-ELISAgramm von
Abwasser nach Nachklarung
(10-fach) vermessen mit:
—— Altem Tracer

—— Neuem Tracer

N
o
1

RN
[8)]
1

N
o
1

[8)]
|

SMX-Aquivalentkonzentration in pg/L

T T T —71r r 1 - r - 1 1 1!
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Elutionszeit in min

o

Abbildung 33: Uberlagerung von SMX-LC-ELISAgrammen von Abwasser des Kldrwerks
Steinhdule nach Nachklédrung bei 10-facher Anreicherung, gemessen mit dem
alten und dem neuen Tracer unter Verwendung der HPLC-Methode 1.

Die erhaltenen SMX-LC-ELISAgramme waren sehr ahnlich. Fur beide Tracer wurde
wie erwartet ein ahnlich hohes SMX-Signal erhalten. Durch Anwendung des neuen
Tracers konnten die Interferenzsignale bei ca. 4,5 min und 6 min etwa halbiert
werden. Die Signalintensitat des Interferenzsignals bei 10 min, welches wahr-
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scheinlich auf unspezifische Interferenzen beruhte, stieg jedoch an. Der Grund dafur
konnte in der geringeren Bindungsaffinitdt des neuen Tracers gelegen haben,
welcher leichter von auch nur schwach an den Antikorper bindenden Stoffen
verdrangt werden konnte. Dies fuhrte zur Messung einer erhohten
SMX-Aquivalentkonzentration. Fiir beide Tracer wurde die Probe mit dem gleichen
Anreicherungsfaktor vermessen. Der SMX-ELISA bei Verwendung des neuen
Tracers war jedoch deutlich empfindlicher. Dadurch war auch der gut quantifizierbare
Konzentrationsbereich zu niedrigeren Konzentrationen verschoben. Konzentrationen
oberhalb von 25 ug/L lagen schon oberhalb dieses Bereichs und sind deshalb nicht
dargestellt. Aufgrund der besseren Nachweisstarke koénnte die Probe bei
Vermessung mit dem neuen Tracer starker verdinnt gemessen werden, was
eventuell auch noch zu einer relativen Absenkung des Interferenzsignals bei 10 min
fuhren konnte.

Es wurde ein neuartiger Typ eines SMX-Haptens entwickelt, wobei sich die Bricke
zur Verknlipfung von Analyt und Protein nicht wie bisher an der N*-Position befindet
oder durch Substitution des 5-Methylisoxazolrings erfolgt, sondern an der
N'-Position. Daraus kann sich eine Selektivitat von Antikérpern ergeben, die so
bisher fur Antikorper, welche gegen Sulfonamide gerichtet sind, nicht erreicht wurde.
Das neuartige Hapten wurde an Peroxidase gekoppelt und als Tracer eingesetzt.
Durch diesen neuen und heterologen Tracer konnten die Kreuzreaktivitdten von
SMX-Metaboliten und anderen Sulfonamiden um den Faktor 2-3 gesenkt werden.
Eine Eliminierung der Kreuzreaktivitat war nicht moglich. Stoffe die eine hohe
Kreuzreaktivitat bei Anwendung des alten homologen Tracers zeigten, zeigten auch
eine hohe Kreuzreaktivitat bei Anwendung des heterologen Tracers. Dies ist eine
Beobachtung die auch aus den Ergebnissen anderer Publikationen hervorgeht. Die
Diversitat der Analyt-selektiven polyklonalen Antikorper schien nicht so grol3 wie
erwartet zu sein. Bei Verwendung des neuen Tracers, der eine deutlich geringere
Bindungsaffinitat aufweist als der alte, konnte die Empfindlichkeit des ELISAs flr
SMX um den Faktor 12 erhoht werden. Bei Anwendung des neuen Tracers im
SMX-LC-ELISA zur Vermessung einer Abwasserprobe zeigte sich fur einzelne
Interferenzsignale eine Halbierung der SMX-Aquivalentkonzentration. Das intensivste
Signal um 10 min konnte jedoch nicht reduziert werden. Dartber hinaus konnten
unter Anwendung des neuen Tracers keine neuen Interferenzsignale erhalten
werden. Das neuartige Hapten wurde auch an Rinderserumalbumin gekoppelt. Das
erhaltene Konjugat zeigte auf Basis von MALDI-TOF-Messungen eine ausreichend
hohe Kopplungsrate von Hapten-Molekulen pro BSA-Molekil und kann als
Immunogen zur Gewinnung neuer und selektiverer Antikdrper verwendet werden.
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2.27 Vermessung von durch elektrochemischer Behandlung erhaltener
Syntheseprodukte

Neben dem Versuch der Identifikation von Kreuzreaktanden aus naturlich belasteten
Umweltproben, sollte auch der Versuch unternommen werden, potenzielle
Kreuzreaktanden zu generieren. Dabei wurde der Analyt elektrochemisch behandelt,
so dass Oxidations- oder Reduktionsprodukte entstehen konnten. Der grof3e Vorteil
dieser Methode ist, dass die Analytkonzentration im Prinzip im Rahmen des
Loslichkeitsprodukts beliebig hoch gewahlt werden kann. Zudem kann die Matrix in
der die Reaktionsprodukte vorliegen frei gewahlt werden und so im Gegensatz zur
Umweltprobe deutlich weniger komplex sein. Dieser Ansatz erhéht daher massiv die
Chance gebildete Inhaltstoffe zu identifizieren. Es stellte sich jedoch die Frage, ob
bei Verwendung der elektrochemischen Behandlung in einfacher Probenmatrix,
Kreuzreaktanden gebildet werden, welche flir Umweltproben relevant sind. Die
Bildung von Transformationsprodukten kann bei diversen Reaktionen auftreten. Die
Reaktionsprodukte sind aber in der Regel nur von Interesse, wenn sie auch in der
Umwelt oder bei technischen Prozessen auftreten und toxikologische Auswirkungen
auf die Umwelt haben. In dieser Arbeit stand nicht das toxikologische Potenzial,
sondern das Potenzial als mogliche Interferenz zu wirken im Fokus. Eine gewisse
Parallele kann dabei aber gezogen werden. Ein Stoff interferiert im ELISA aufgrund
einer unerwunschten Bindung an den Antikérper. Bei den meisten toxisch wirkenden
Substanzen binden diese unerwlinscht an einen Rezeptor.

Die elektrochemische Behandlung wurde fur SMX und E1 durchgeflhrt. Daflr
wurden Ldsungen von jeweils 10 mg/L SMX und Estron in einer Wasser-MeOH-
Mischung verwendet. Unter reduktiven Bedingungen konnte fir beide Analyten keine
Bildung von Reaktionsprodukten mittels LC-MS detektiert werden. Unter oxidativen
Bedingungen gelang dies jedoch. Die meisten Produkte wurden erhalten, wenn fur
SMX eine Spannung von 1,5V und fur Estron von 2,0V verwendet wurde. Die
beiden Standardlésungen wurden daher flr 30 min bei den jeweiligen Spannungen
behandelt. Anschlielend wurden die erhaltenen Synthesemischungen mittels
LC-ELISA vermessen. Aufgrund der hohen Analytkonzentrationen wurde die
Synthesemischung, welche unter Verwendung des SMX-Standards erhalten wurde,
unverdinnt und 500-fach verdinnt gemessen. Erst durch die starke Verdinnung
konnten aussagekraftige SMX-LC-ELISAgramme erhalten werden. Fur E1 wurden
vergleichsweise niedrige Konzentrationen erhalten. Es schien, dass E1 nicht so stabil
gegen die gewahlten oxidativen Bedingungen war und starker abgebaut wurde. Eine
saure Hydrolyse mit 16 %iger HCI fir 18 h fihrte auch zum vollstandigen Abbau von
E1 in den Realproben. In Abbildung 34 sind die erhaltenen UV-Chromatogramme
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und LC-ELISAgramme fur die Synthesemischungen nach elektrochemischer
Behandlung der Standardlésungen gezeigt.
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Abbildung 34: UV-Chromatogramme und LC-ELISAgramme nach oxidativer =~ Behandlung
von A) einem SMX-Standard fraktioniert unter Verwendung der
HPLC-Methode 1 und B) einem Estron-Standard fraktioniert —unter
Verwendung der HPLC-Methode 2.

Im UV-Chromatogramm der Abbildung 34 A ist bei Vermessung der unverdinnten
Synthesemischung deutlich das SMX-Signal um 8,7 min zu erkennen. Es war das
intensivste  UV-Signal bei Messung der Absorption bei 270nm. Im
SMX-LC-ELISAgramm war ebenfalls das Signal fir SMX gut zu erkennen. Im
Elutionszeitbereich von 10-16 min war die Grundlinie erhoht. Die erhaltenen
Aquivalentkonzentrationen lagen deutlich hdher als in einer Leerprobe und waren fiir
die 500-fach hoher konzentrierte unverdinnte Synthesemischung noch deutlich
starker. Es handelte sich bei den Signalen in diesem Bereich um Interferenzsignale.
Signifikante schmale Signale waren nur bei 11,1 min und 11,7 min zu erkennen.
Mittels LC-MS konnte unter Verwendung des positiven lonisationsmodus ein Signal
mit einem m/z-Verhaltnis von 335 zu der Elutionszeit von etwa 11,1 min detektiert
werden. GroReres Interesse sollte aber dem Signal bei 11,7 min zukommen. Die
Aquivalentkonzentration war im Vergleich zum SMX-Signal 3-fach erhéht, aber die
UV-Signalintensitat entsprach nur etwa 3 % derer des SMX. Unter der Annahme das
SMX und der Stoff der bei 11,7 min eluiert den gleichen molaren Extinktions-
koeffizienten bei 270 nm besallen, ergabe sich eine Kreuzreaktivitat von
etwa 10 000 %. Der Stoff bei 11,7 min wurde eine 100-fach hdhere Kreuzreaktivitat
besitzen als SMX. Bei der Elutionszeit von 11,7 min, konnte mittels LC-MS ein Signal
mit einem m/z-Verhaltnis von 503 detektiert werden. Dieses m/z-Verhaltnis liegt
249 Da hoher als das von SMX. Bei Fragmentierung dieses Signals wurden unter
anderem Fragmente mit einem m/z-Verhaltnis von 341, 357 und 405 detektiert,
welche den SMX-Fragmenten 92, 108, 156 mit einer Verschiebung von ebenfalls
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249 Da entsprechen. Dies konnte ein Indiz sein, dass es sich um ein SMX-Derivat
handelte. Die intensivsten Fragmente hatten jedoch einen Verlust an m/z-Verhaltnis
von 64, 91, 183 und 237 Da im Vergleich zum Quasi-Molekulion mit 503 Da. Eine
Zuordnung der Massenverluste an eine entsprechende Fragmentierung oder eine
|dentifikation der Substanz gelang nicht.

Im E1-LC-ELISAgramm war neben dem E1-Signal bei 11,7 min und dem erhohten
Untergrund von etwa 9-16 min ein weiteres diskretes Signal bei etwa 14 min
zuerkennen. Dieses Signal flihrte zu einer deutlich geringeren Aquivalent-
konzentration als das E1-Signal, lieferte aber ein ahnlich intensives UV-Signal. Man
beachte dabei die Unterbrechung der y-Achse und unterschiedliche Skalierung.
Unter der Annahme, dass das Signal im E1-LC-ELISAgramm bei 14 min auch dem
UV-Signal bei 14 min zuzuordnen war, ergab sich eine sehr geringe Kreuzreaktivitat.

Es wurden Standard-Losungen von SMX und E1 oxidativ behandelt. Die fur die
elektrochemischen Synthesen verwendete Spannung, wurde in der Art gewahlt, dass
moglichst viele Produkte mittels LC-MS detektiert werden konnten. Eine
Quantifizierung der entstandenen Produkte war nicht moglich, aber es ist nicht
anzunehmen, dass alle Reaktionsprodukte in gleichem Male gebildet wurden. Fur
SMX wurden zwei signifikante Signale bei etwa 11,1 min und 11,7 min und fur E1 bei
etwa 14 min im jeweiligen LC-ELISAgramm erhalten. Zudem wurde in beiden
LC-ELISAgrammen ein breites und wenig intensives Untergrundsignal im Bereich
von 10-16 min erhalten. Zu den entsprechenden Elutionszeiten der schmalen Signale
wurde jedoch in keiner Umweltprobe ein Interferenzsignal gemessen. Die durch die
elektrochemische Synthese dargestellten Kreuzreaktanden schienen in den
Umweltproben nicht vorzuliegen. Interferenzen die in den Umweltproben auftraten,
wie der SMX-Metabolit N*-Acetyl-SMX oder das SMX-Konjugat mit einer Elutionszeit
um 6 min, wurden durch die elektrochemische Synthese nicht gebildet. Die
elektrochemische Synthese oder allgemein andere Synthesereaktionen wie
UV-Bestrahlung oder der Einsatz von Oxidationsmitteln kbnnen zur Identifizierung
von Transformationsprodukten beitragen, da die Analytkonzentration und Matrix
nahezu frei gewahlt werden kann. Die Nachbildung umweltrelevanter
Transformationsprodukte ist dadurch aber nur eingeschrankt mdglich. Die in
komplexen  aquatischen  Systemen oder in Lebewesen ablaufenden
Transformationen eines Stoffes lassen sich nur eingeschrankt unter einfachen
Bedingungen nachstellen.
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2.3 Anwendung der Massenspektrometrie zur Identifizierung von
Interferenzen beim ELISA

Der LC-ELISA kann genutzt werden, um Interferenzsignale zu detektieren und
gegebenenfalls zwischen spezifischen und unspezifischen Interferenzen zu
unterscheiden. Er ermoglicht jedoch keine sichere Identifizierung von Stoffen. Dazu
wurde die Massenspektrometrie mit Kopplung an ein HPLC-Gerat verwendet. Zur
Selektivitatssteigerung und sicheren Identifizierung bietet sich dabei die hoch-
auflosende Massenspektrometrie oder die Tandem-Massenspektrometrie an. Beide
Verfahren kamen innerhalb dieser Arbeit zum Einsatz. Es wurde aber bei
Verwendung der Tandem-Massenspektrometrie fur SMX eine etwa 100-fach hohere
Nachweisempfindlichkeit und flir E1 deutlich bessere Nachweisstarke von mehr als
Faktor 100 erhalten. Aus diesem Grund war fast ausschliel3lich die Tandem-
Massenspektrometrie unter Verwendung eines Triple-Quadrupol-Massenspektro-
meters zielfUhrend. Es sollte zur sicheren Quali- und Quantifizierung eines Stoffes,
unter Verwendung eines authentischen Referenzstandards, der Target-Screening-
Ansatz durchgefuhrt werden. Des Weiteren sollte auch der Suspected-Target-
Screening-Ansatz zum Einsatz kommen. Beim Suspected-Target-Screening-Ansatz
werden potenzielle Kreuzreaktanden simuliert und deren zu erwartende
MRM-Ubergange, bei analoger Fragmentierung wie der Zielanalyt, errechnet.

2.3.1 Target-Screening

FiUr das Target-Screening wurden Sulfonamide ausgewahlt, welche in Vorversuchen
eine Kreuzreaktivitat zeigten. Viele der Sulfonamide wie auch SMX-Metaboliten
konnten in den Umweltproben jedoch nicht nachgewiesen werden. Es muss erwahnt
werden, dass nur fur SMX eine Optimierung der Messparameter durchgefihrt wurde.
Da die Sulfonamide und SMX-Metaboliten dem SMX strukturell sehr ahnlich sind, ist
anzunehmen, dass auch sie bei diesen gewahlten Parametern gut nachweisbar sind.
Die genauen Nachweisgrenzen wurden nicht ermittelt und eine Quantifizierung fur
die nachgewiesenen Stoffe mit niedriger Kreuzreaktivitat wurde ebenfalls nicht
durchgefuhrt. In Tabelle 9 sind die nachgewiesenen Sulfonamide aufgefuhrt.

Ein Stoff galt als nachgewiesen, wenn er die in der Richtlinie 2002/657/EG der
Europaischen Kommission gestellten Anforderungen erfullte. Die ermittelte
Elutionszeit durfte nicht mehr als 2,5 % von der des Referenzstandards abweichen.
Fir den Stoff mussten mindestens 2 MRM-Ubergénge positiv sein. Im Vergleich zum
Referenzstandard durften die Intensitaten des MRM-Ubergangs fiir Ubergénge mit
einer relativen Intensitdt zum intensivsten Ubergang von > 50 % um bis zu 20 %
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abweichen und bei einer relativen Intensitat von 20-50 % um bis zu 25 % variieren.
Als sicher nachgewiesen werden in Tabelle 9 Stoffe bezeichnet, welche ein
Signal-zu-Rausch-Verhaltnis  (S/N-Verhaltnis) von groller 6 zeigten. Als
Nachweisgrenze wurde ein S/N-Verhaltnis von 3 gewahlt. Wenn dieses
S/N-Verhaltnis nicht fiir mindestens 2 MRM-Ubergénge erreicht wurde, galt der Stoff
als nicht nachgewiesen.

Tabelle 9: Mittels LC-MS/MS unter Vergleich zu einem Referenzstandard nachgewiesene
Sulfonamide mit Angabe derer Kreuzreaktivitdt (KR) und deren Auftreten in
unterschiedlichen Umweltwasserproben

Substanz KR in % Klarwerkszulauf

1 2 3 4 5 6
Sulfamethoxazol in ng/L 100 3200 870 730 850 620 370
N*-Acetyl-SMX in ng/L 610 1100 2500 2100 2300 1300 1200

Sulfadiazin 0,5 v v v v v v
Sulfadimidin 0,3 v x x v x v
Sulfapyridin 0,1 v v 4 v v v
Sulfamerazin <0,1 v v x x v x
KR in % Klarwerksablauf

1 2 3 4 5 6

Sulfamethoxazol in ng/L 100 2200 220 190 300 210 110

N*-Acetyl-SMX in ng/L 610 160 120 78 56 40 150
Sulfadiazin 0,5 v v v v v v
Sulfadimidin 0,3 v x x v x v
Sulfapyridin 0,1 v v v v v v
Sulfamerazin <0,1 v x x x x x

KR in % Oberflachenwasser

1 2 3 4 5 6

Sulfamethoxazol in ng/L 100 120 83 50 150 200 24
N*-Acetyl-SMX in ng/L 610 v(<1) x x x V(<1) x
Sulfadiazin 0,5 NWG X NWG v v x
Sulfadimidin 0,3 x x x NWG x X
Sulfapyridin 0,1 v v v v v v
Sulfamerazin <0,1 NWG v v NWG NWG ‘4

v" - sicher nachweisbar x - nicht nachweisbar NWG - an der Nachweisgrenze

Die Messergebnisunsicherheiten sind aufgrund der besseren Ubersichtlichkeit nicht
aufgefuhrt. Die mittlere relative Standardabweichung der Doppelbestimmung lag fur
Sulfamethoxazol bei 2 % und fir N*-Acetyl-SMX bei um 5 %. Der Grund fiir die
deutlich hoéhere relative Standardabweichung fir N4-Acetyl-SMX liegt vermutlich
darin, dass das als interner Standard verwendete d4-SMX eine Minute friher als
N4-Acetyl-SMX eluierte und daher keinen optimalen internen Standard darstellte. Von
den nachgewiesenen Sulfonamiden zeigte nur N4-Acetyl-SMX eine Kreuzreaktivitat,
welche einen signifikanten Einfluss auf die Quantifizierung haben konnte. Die
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Konzentrationen von N*Acetyl-SMX waren in den Zulaufen, bis auf Zulauf 1, mit
etwa Faktor 3 deutlich hoher als die Konzentrationen von SMX. Dies ist
nachvollziehbar, wenn man bedenkt, dass nach Metabolisierung von SMX im
menschlichen Korper der Anteil an N4-Acetyl-SMX etwa 4-fach hoher ist als der des
unveranderten SMX. In den behandelten Abwassern wurde eine deutlich geringere
Konzentration an SMX, nur etwa ein Drittel des Zulaufwertes, ermittelt. Die
gemessenen SMX-Konzentrationen und die errechneten Abbauraten sind ahnlich
denen in der Literatur [101,60]. Durch die Abwasserbehandlung wurde die
Konzentration an N*-Acetyl-SMX mit etwa Faktor 10 deutlich starker, als die von
SMX, reduziert. In Oberflachengewéassern war die Konzentration an N*-Acetyl-SMX
noch niedriger. Im Teltowkanal, nahe dem Auslass des Klarwerksablaufs des
Klarwerks Walmannsdorf, konnte N*Acetyl-SMX nur in deutlich geringeren
Konzentrationen nachgewiesen werden. Die genaue Bestimmungsgrenze von
N4-Acetyl-SMX in Oberflichenwasser wurde nicht ermittelt, aber sie lag in guter
Naherung fur die angereicherten Proben bei etwa 1 ng/L. Sulfamethoxazol konnte
hingegen in den Oberflachengewassern noch sicher quantifiziert werden und zeigte
deutlich hohere Konzentrationen und einen deutlich geringeren Konzentrationsabfall
im Vergleich zu den Klarwerksablaufproben. Dies deutete darauf hin, dass
N4-Acetyl-SMX in Oberflachengewassern stark abgebaut wurde. Bei Messungen von
zu einem fruheren Zeitpunkt gesammelten Umweltproben konnte Sulfathiazol
(KR: 1,4 %) in Ablaufen und Sulfadimethoxin (KR: < 0,1 %) in einem Zulauf
nachgewiesen werden. Die Signalintensitaten lagen jedoch im Bereich der
Nachweisgrenzen. Interessant war das Verhalten von Sulfachlorpyridazin
(KR: 3,2 %). Es konnte in friheren Messungen in zwei Zulaufen nachgewiesen
werden, jedoch nur, wenn diese nicht mittels SPE angereichert wurden. Die
Wiederfindung von Sulfachlorpyridazin musste bei Verwendung der Strata-X-
Kartuschen so gering sein, dass selbst eine 100-fache Anreicherung nicht mehr
ausreichte um den vorher gut nachweisbaren Stoff noch nachweisen zu kdnnen.
Sulfachlorpyridazin ist ein Beispiel, dass es mdglich ist, Kreuzreaktanden mittels
SPE-Behandlung abzutrennen.

Mittels Target-Screening konnte lediglich N4-Acetyl-SMX als potenter Kreuzreaktand
nachgewiesen werden. Andere SMX-Metaboliten waren nicht nachweisbar. Weitere
detektierte Sulfonamide zeigten nur eine geringe Kreuzreaktivitat und scheiden
aufgrund dessen und ihrer Elutionszeit als mogliche Ursachen fuar die
Interferenzsignale im SMX-LC-ELISAgramm aus. N*-Acetyl-SMX war besonders in
Zulaufproben in hohen Konzentrationen nachweisbar. Es kann jedoch durch eine
Behandlung mit HCI gespalten und zu SMX umgesetzt werden, wie in Kapitel 2.2.3
gezeigt wurde. Der Stoff der bei 6 min eluierte und ebenfalls durch saure Hydrolyse
zu SMX umgesetzt werden konnte, konnte im Rahmen des Target-Screenings nicht
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identifiziert werden. Fur die Ermittlung von potenziellen Kreuzreaktanden im
Estron-ELISA konnte mittels LC-MS/MS nur Estradiol-16-on detektiert werden.
Dieses wies eine Kreuzreaktivitdt von 0,1 % und eine Signalintensitat nahe der
Nachweisgrenze auf. Es ist daher als potenzieller Kreuzreaktand auszuschlief3en.
FUr das Target-Screening von E1-Kreuzreaktanden ist zu sagen, dass die sehr
niedrigen Konzentrationen und schlechte lonisierbarkeit der Hormone bei
Anwendung von Elektrospray-lonisation (ESI) einen Nachweis von Kreuzreaktanden
deutlich erschwerte.

2.3.2 Suspected-Target-Screening

Da unter Anwendung des Target-Screenings, wie zu erwarten, nicht alle Interferenz-
signale einer Verbindung zugeordnet werden konnten, kam auch der Suspected-
Target-Screening-Ansatz zum Einsatz. Typischerweise wird dabei mit einem
Vergleich von in Datenbanken vorhandenen Eintragen gearbeitet. Die Datenlage von
bekannten Metaboliten ist im Falle von Sulfamethoxazol sehr eingeschrankt und alle
in diversen Datenbanken eingetragenen Verbindungen wurden schon im
Target-Screening untersucht. Daher wurde fur SMX und E1 eine andere Art und
Weise des Suspected-Target-Screenings gewahlt, welche eine groliere Vielfalt an
Metaboliten zulasst. Es wurden die Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse und MRM-
Ubergange von literaturbekannten, aber in Datenbanken nicht hinterlegten,
Transformationsprodukten errechnet. Fir die MRM-Ubergénge wurde eine Fragmen-
tierung analog zu SMX bzw. E1 angenommen. Es wurden daruber hinaus aufbauend
auf typischen und seltenen Phase-I- und Phase-lI-Reaktionen auch die Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnisse moglicher Metaboliten errechnet. Dabei wurden folgende
spekulative Metaboliten in Betracht gezogen: Methyl-, OH-, (NO)-, (NO2)-, (Acetyl)-,
(SO4)-, (SOs)-, (Glycin)-, (Epoxid)- und Glucuronsaure-Analyt sowie deren doppelte
Metabolisierung, eine Kombination aus verschiedenen Metabolisierungen und eine
Metabolisierung an unterschiedlichen Positionen im Molekul. Durch diesen
Suspected-Target-Screening-Ansatz ergab sich auf der Suche nach SMX-
Kreuzreaktanden eine Messmethode die neben den fur Standards bekannten MRMs
auch eine Vielzahl an spekulativen MRMs beinhaltete. Es wurden in der
LC-MS/MS-Methode insgesamt 192 MRM-Ubergénge gleichzeitig erfasst und so
parallel nach 77 verschiedenen Stoffen gesucht. Neben den in Tabelle 9
aufgeflihrten Stoffen erflllte jedoch nur ein potenzieller Stoff die Anforderungen an
eine sichere Identifizierung. 3 positive MRM-Ubergénge konnten fiir das vermutete
(,suspected”) SMX-N*-Glucuronid (SMX-N*-Glc) erhalten werden. Eine Glucu-
ronidierung an der N*-Position analog zur Acetylierung erscheint logisch, ein
Nachweis dieses Metaboliten war in der Literatur jedoch nicht beschrieben. Lediglich
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das SMX-N'-Glucuronid ist literaturbekannt. Die MRM-Ubergénge des vermuteten
SMX-N*-Glucuronid waren in allen Ablaufen und allen Oberflachenwasserproben
nachweisbar. Da die Elutionszeit von SMX-N*-Glc mit der von N*-Acetyl-SMX
zusammenfiel, war eine Korrelation von Signalintensitat im SMX-LC-ELISAgramm
und der Signalintensitat, gemessen mittels LC-MS/MS, fir die Ablaufproben nicht
maoglich. Wie aus Tabelle 9 hervorgeht, war der Gehalt an N*-Acetyl-SMX in den
Oberflachenwasserproben jedoch vernachlassigbar klein. Flr diese Proben konnte
eine Korrelation aufgestellt werden, welche in Abbildung 35 gezeigt ist.
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Abbildung 35: Korrelation von SMX-Aquivalentkonzentration fiir das Signal im
LC-ELISAgramm bei der Elutionszeit um 10 min unter Verwendung der
HPLC-Methode 1 und die gemessene Signalintensitdt des intensivsten
MRM-Ubergangs des potentiellen SMX-N*-Glucuronid.

Das vermutete SMX-N*-Glc zeigte bei 9,9 min die MRMs 430 — 332, 284 und 268
mit relativen Signalintensitaten von 6:10:8. Die zu erwartende exakte Masse konnte
mittels Orbitrap (Exactive Plus, Thermo Fischer) mit einer Abweichung von unter
3 ppm detektiert werden. Bei der Auftragung der gemessenen Signalintensitaten in
den LC-ELISAgrammen und mittels LC-MS/MS konnte eine gute Korrelation erhalten
werden. Die bisherigen aufgefuhrten Ergebnisse sprachen alle fur das
Vorhandensein des SMX-N*-Glc, aber eine Korrelation ist kein Beweis. Ein Stoff
kann nur bestatigt werden, wenn seine Struktur als Reinsubstanz mittels
verschiedener Strukturaufklarungsmethoden identifiziert wird oder wenn ein
authentischer Vergleichsstandard vorhanden ist. Fir SMX-N*-Glc war dieser zum
damaligen Zeitpunkt kommerziell nicht erhaltlich. Daher wurde es durch Umsetzen
von SMX mit Acetobromo-a-D-glucuronsauremethylester in Gegenwart von
Silbercarbonat in einer Koenigs-Knorr-Reaktion und anschlielRender Verseifung
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dargestellt. Die erhaltene Reaktionsmischung wurde aufgrund der niedrigen
Ausbeute nicht aufgereinigt. Das erhaltene SMX-N*-Glc zeigte die MRM-Ubergénge
430 —» 332, 284, 268 mit relativen Signalintensitaten von 25:7:17 bei einer
Elutionszeit von 3,4 min. Es wurde auch das durch die verschiedenen Fragmente
identifizierbare SMX-N'-Glc erhalten. Es zeigte die MRM-Ubergange 430 — 156,
108, 92 mit relativen Signalintensitaten von 5:1:1 bei einer Elutionszeit von 3,7 min.
In einer frilheren Arbeit wurde das kommerziell erhéltliche SMX-N'-Glc mittels einer
anderen HPLC-Methode und Phen-Saule vermessen. SMX-N'-Glc aus dem hier
beschriebenen Reaktionsansatz lieferte unter den gleichen Bedingungen eine
vergleichbare Elutionszeit wie davor der Referenzstandard. Die Ausbeute,
gemessenen am UV-Signal im Vergleich zu SMX, betrug fur beide N-Glucuronide
unter 1 %. Aus dem Wissen der eingesetzten Edukte, Reaktionsbedingungen,
erhaltenen UV-Absorptionsspektren, Elutionszeiten und detektieten MRM-
Ubergange wurden die beiden SMX-N-Glc-Verbindungen, auch ohne Einsatz der
Kernspinresonanzspektroskopie, als identifiziert angenommen. Beide SMX-N-Glc-
Verbindungen konnten in keiner Umweltprobe mittels LC-MS/MS nachgewiesen
werden. Zudem wurde bei den entsprechenden Elutionszeiten kein Interferenzsignal
im SMX-LC-ELISAgramm erhalten.

Aus der erfolgreichen sauren Hydrolyse (Kapitel 2.2.3) und das Verdunnungs-
experiment (Kapitel 2.2.4) ging hervor, dass es sich bei dem Signal um 6 min im
SMX-LC-ELISAgramm der Ablaufprobe 1 hdéchstwahrscheinlich um einen bisher
unbekannten SMX-Metaboliten handelte. Ziel war es diesen SMX-Metaboliten,
aufgrund seiner vermutlich hohen Kreuzreaktivitat, zu identifizieren. Prinzipiell gibt es
drei verschiedene Formen flir den SMX-Metaboliten, welche in Abbildung 36
dargestellt sind.
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Abbildung 36: Darstellung von Fragmenten nach der Fragmentierung von SMX [102] sowie
drei moégliche Félle der Metabolisierung und daraus hervorgehende
Fragmente.

Die Metabolisierung oder Veranderung des SMX kann wie in Fall 1 auf der Seite der
Sulfonamidbindung vorliegen, welche spater nicht den Produkt-lonen m/z 92, 108
und 156 zugeordnet werden kann. Dieser Fall kann gut vermessen werden, indem
Quasi-Molekllionen gemessen werden, welche bei Fragmentierung die
Produkt-lonen m/z 92, 108 und 156 bilden. Ein Beispiel flr so einen Fall ware das
Sulfonamid Sulfapyridin, welches in allen Umweltproben nachgewiesen werden
konnte.

Im Fall 2 erfolgt die Substitution auf dem Fragment des SMX, welches nach der
Fragmentierung noch die Ladung tragt und gemessen wird. Es handelt sich damit um
SMX mit einer Veranderung des Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisses, welches fur das
Molekulion und die Produkt-lonen gleich grof3 ist. Dieser Fall kann ebenfalls gut
detektiert werden, da es im Fall 2 bei Fragmentierung des unbekannten Stoffs zum
selben Neutralverlust kommt wie fur SMX. Es bestehen also fur den Stoff dieselben
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Differenzen des m/z-Verhaltnisses von Quasi-Molekulion zu Produkt-lonen wie flr
SMX. Ein Beispiel fur Fall2 wéare N*-Acetyl-SMX. Denkbar ist auch eine
Metabolisierung an der Sulfongruppe, dies ware ein Grenzfall zwischen Fall 1 und 2.
Dieser wurde jedoch auch zum Produkt-lon m/z 92 und gegebenenfalls m/z 108
fuhren und ware damit zumindest mit einem Signal in einem der verwendeten
Messmodi fur Fall 1 oder Fall 2 enthalten.

Der dritte Fall ist nicht mehr direkt |6sbar. Dabei erfolgt eine Substitution auf der
Seite der Sulfonamidbindung, welche den Fragmenten zuzuordnen ist sowie auf der
Seite die dem Neutralverlust zuzuordnen ist. Es verandert sich also das m/z-
Verhaltnis der Produkt-lonen und um einen anderen Wert das m/z-Verhaltnis des
Quasi-Molekiilions. Dieser Fall ware hdchstens durch systematische Anderung von
m/z-Verhaltnissen von Quasi-Molekulionen maoglich. Man musste fur jede nominale
Masse das Produkt-lonen-Spektrum aufnehmen und in diesem nach Produkt-lonen
suchen, welche eine m/z-Differenz wie die Produkt-lonen von SMX aufweisen.
Dieses Experiment ist theoretisch durchfuhrbar, aber mit einem grof3en Zeit-, Arbeits-
und Kostenaufwand verbunden. Das Verfahren kann sich als deutlich komplexer
erweisen, wenn es bei der Fragmentierung des Quasi-Molekulions zu Produkt-lonen
zu einem Wechsel der Ladungszahl kommt. In diesem Fall kann das m/z-Verhaltnis
eines Produkt-lons hoher als das des Quasi-Molekulions sein. AuRerdem konnen
auch die gebildeten Produkt-lonen unterschiedliche Ladungszahlen tragen, was dazu
fihrt, dass der oben beschriebene Ansatz der systematischen Anderung des
vermessenden Quasi-Molekulions versagt. In diesem Fall sind auch die
m/z-Verhaltnisunterschiede der Neutralverluste nicht mehr analog zu SMX. Es ist
auch vorstellbar, dass unterschiedliche Addukte wie H* und Na* zur Ladung der
Produkt-lonen fuhren. Bei Mehrfachladungen der Produkt-lonen ist auch in diesem
Bereich noch mit einer Varianz zu rechnen. Mehrfachladungen auch unter
Verwendung von ESI sind besonders fur groRere Molekule wie Peptide typisch. Um
den Fall 3 zu untersuchen wurde die Probe im Fullscan-Modus vermessen. Daher
kénnen zumindest die Quasi-Molekulionen erfasst werden. Jedoch ist die Selektivitat
und damit Nachweisstarke im Fullscan-Modus deutlich schlechter.

Um einen sinnvollen Anreicherungsfaktor flr die Messungen zu wahlen, wurde nach
der HPLC und vor dem Massenspektrometer ein T-Stick eingebaut. Durch dieses
T-Stick wurde mittels Spritzenpumpe kontinuierlich SMX zu dem Eluat nach der
HPLC hinzudotiert. Es war dadurch moglich, permanent den Matrixeffekt auf die
SMX-Signalintensitat, vorrangig Signalsuppression, zu beobachten. Bei der
Elutionszeit um 6 min und einem Anreicherungsfaktor der Ablaufprobe 1 von 500,
betrug die Signalsuppression etwa 40 %.
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Der gleiche Aufbau wurde auch zur Beobachtung des Matrixeffektes auf die Estron-
Signalintensitat durchgefthrt. Dabei wurde erkannt, dass bei Verwendung einer
2000-fachen Anreicherung zu bestimmten Elutionszeiten eine Signalsuppression von
nahezu 100 % auftrat. Sehr hohe Anreicherungsfaktoren sind daher keine sinnvolle
Wahl, um Spurenstoffe leichter nachzuweisen.

Fir die Messungen zur Identifizierung des SMX-Metaboliten wurde die Ablaufprobe 1
mit einer 500-fachen Anreicherung vermessen. Es wurde fur die verschiedenen
Messmodi im Massenbereich von 50-800 Da gemessen. Zudem wurden bei den
jeweiligen Modi auch das mdgliche Vorliegen einer zweifach geladenen
Molekulspezies und eine Adduktbildung mit H* und Na* bericksichtigt. Dass dieses
Konzept zielfuhrend sein kann, ist im Anhang in Abbildung A6 zusehen. Dabei
konnte Sulfapyridin mit allen 3 erwarteten Signalen wiedergefunden werden, welche
auch im Gesamtspektrum durch ihre hohe Signalintensitat hervorstechen.
N*-Acetyl-SMX konnte ebenfalls erkannt werden, jedoch waren nur 2 der 3
erwarteten Signale deutlich im Gesamtspektrum erkennbar. Da die Molaritat des
unbekannten Stoffes im Bereich von N*-Acetyl-SMX lag, sollte auf der Suche nach
potentiellen Stoffen nicht nur auf Stoffe untersucht werden, welche alle drei
erwarteten Signale lieferten.

Es wurden allgemein alle signifikanten m/z-Verhaltnisse im Bereich einer Elutionszeit
von 5,5-6,5 min bertcksichtigt. Unter Verwendung der verschiedenen Messmodi
wurden in Summe 74 MRM-Ubergénge im positiven und 43 Ubergénge im negativen
lonisationsmodus erhalten, welche ein vom Untergrund verschiedenes Signal
lieferten. Die Ablaufprobe 1 wurde fraktioniert und die Fraktion von 5,5-6,5 min auf
einen Gehalt von 5 % HCI angesauert. Wahrend der Inkubation der Fraktion mit HCI
wurden die jeweiligen MRMs mittels LC-MS/MS gemessen. Die erhaltenen
Signalintensitaten wurden zu dem Wert zum Zeitpunkt t=0 min ins Verhaltnis
gesetzt und gegen die Inkubationszeit aufgetragen (Abbildung 37). Es zeigten
mehrere MRM-Ubergénge einen deutlichen Intensitatsanstieg. Dabei handelt es sich
zum einen um 254 — 92, welcher SMX im positiven lonisationsmodus reprasentiert
und 252 — 156, welcher fur SMX im negativen lonisationsmodus erhalten wurde. Fir
wenige MRM-Ubergénge wurde ein relativer Anstieg der Signalintensitat gemessen.
Die meisten MRM-Ubergdnge veranderten sich nicht signifikant in ihrer
Signalintensitat. Eine Abnahme der Signalintensitat wurde nur fur wenige
Massenlbergange beobachtet. Von diesen zeigten viele eine andere Kinetik der
Signalintensitatsabnahme im  Vergleich zur Signalintensitatszunahme des
SMX-Signals. Die Reaktionsordnung der Bildung von SMX war nicht bekannt, aber
eine einfache saure Hydrolyse und damit proportionale Korrelation war am
wahrscheinlichsten. Diese direkte Korrelation wurde lediglich fir 3 MRM-Ubergénge
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erhalten, wie in Abbildung 37 B dargestellt ist. Diese MRM-Ubergange waren in den
anderen Klarwerksablaufproben ebenfalls nachweisbar, jedoch in dhnlicher Intensitat
auch in den Klarwerkszulaufen. Da das Interferenzsignal im SMX-LC-ELISAgramm
bei ca. 6 min nur in den Ablaufproben detektierbar war, konnten die 3 MRM-
Ubergéange fiir das Interferenzsignal bei 6 min ausgeschlossen werden.
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Abbildung 37: (A) Darstellung von Signalintensitédten von MRM-Ubergéngen im positiven (74)
und negativen (43) lonisationsmodus, welche zur Intensitidt zum Zeitpunkt t=0
ins Verhéltnis gesetzt wurden und (B) MRM-Ubergénge von SMX und
diejenigen mit inverser Korrelation zu SMX bei vergleichbarem kinetischen
Verlauf.

Weshalb die unterschiedlichen Messmodi nicht zur ldentifizierung des Stoffes gefuhrt
haben, kann viele Grinde haben. Eine Moglichkeit ist, dass es sich um den in
Abbildung 36 beschriebenen Fall 3 handelt. Mogliche Konjugationen an beiden
Aromaten wurden errechnet und die hypothetischen MRM-Ubergénge vermessen.
Keiner der Massenubergange lieferte jedoch ein Signal. Eine andere Moglichkeit ist,
dass das SMX-Konjugat bei 6 min deutlich schlechter als SMX ionisiert und daher
nicht nachgewiesen werden konnte. Die lonisierbarkeit von N*-Acetyl-SMX war, unter
den gewahlten Parametern, im Vergleich zu SMX etwa 4,5-fach schlechter.
N*-Acetyl-SMX, welches in &hnlicher Molaritat in der Ablaufprobe 1 vorkam, war
jedoch noch mit dem vorgestellten Ansatz gut detektierbar (Abbildung A6). Der
unbekannte SMX-Metabolit musste daher eine sehr viel niedrigere lonisierbarkeit als
SMX aufweisen. Eine weitere Erklarung konnte die Tatsache sein, dass es sich um
eine Konjugation mit einem grélReren Molekul, wie DNA, Proteinen oder Peptiden
handelt. Diese wirden, wie der Tracer zeigt, in der Lage sein, an den Antikorper zu
binden, waren mit dem verwendeten Triple-Quadrupol-Gerat aber nicht nachweisbar.
Quadrupole konnen typischerweise nur bis zu einem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis
von 2000 Da messen. Da lonen auch héhere Ladungszustande als eins annehmen
kébnnen, koénnen auch ionisierte Moleklle gemessen werden, welche eine
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Molekulmasse grofder 2000 Da aufweisen. Durch die hoheren Ladungszustande wird
aber die Interpretation der Spektren deutlich komplexer. Fir den Fall, dass ein
Makromolekll mittels Quadrupol-Analysator gemessen werden kann, sind die
erhaltenen Produkt-lonen nach Fragmentierung bei grof3eren Molekulen in ihrer
Anzahl und Variation des m/z-Verhaltnisses deutlich komplexer als fur kleine
Analyten. Es ist unabhangig vom verwendeten massenspektrometrischen Analysator
nicht zu erwarten, dass aus den Fragmentspektren noch die fir SMX typischen
Fragmente oder Neutralverluste erkannt werden. SMX-Fragmente werden
hochstwahrscheinlich je nach Position und Art der Verknupfung an andere
unbekannte Fragmente des Makromoleklls kovalent gebunden sein. Am
wahrscheinlichsten ist die Konjugation an der N*-Position, welche dann auch zur
Konjugation mit den Produkt-lonen fuhrt. Da das Makromolekul in sehr viele
Fragmente zerfallt, treten die SMX-typischen Neutralverluste nicht mehr auf. Fall 2
wurde in der vereinfacht dargestellten Form nicht beobachtet werden. Zudem waren
die gebildeten Produkt-lonen auch nicht mehr die SMX-typischen Fragmente mit
einem (gleichen additiven Makromolekulfragment. Da zur Bildung der SMX-
Fragmente fur jedes Fragment eine andere Kollisionsenergie verwendet wird, ist es
wahrscheinlich, dass sich die an der N*-Position konjugierten Makromolekl-
fragmente unterscheiden werden. Es werden somit auch nicht die Differenzen der
m/z-Verhaltnisse, die fur SMX-Fragmente beobachtet werden, erhalten. Die fur
groRere  Molekulionen und  Produkt-lonen  typischen  Mehrfachladungen
verkomplizieren eine Interpretation und Identifikation der Fragmente noch erheblich.
Es wirden darUberhinaus Ladungsserien auftreten, wodurch die Intensitat der
einzelnen Signale deutlich geringer ist als bei einfach geladenen lonen.

In einem Suspected-Target-Screening wurden die Umweltproben mittels LC-MS/MS
nach unterschiedlichen potenziellen Kreuzreaktanden, wie existierende Metaboliten
des SMX oder nicht als Referenzstandard vorliegende Sulfonamide, hin untersucht.
Dabei wurden 192 MRM-Ubergénge, welche fir 77 Stoffe stehen, gleichzeitig
vermessen. Es konnten lediglich die flr den Verdacht des Vorliegens einer Substanz
notwendigen Bedingungen fur einen Stoff detektiert werden. Es handelte sich um das
vermutete SMX-N*-Glc. Da ein Referenzstandard kommerziell nicht erhaltlich war,
wurde SMX-N*-Glc synthetisiert. Es zeigten sich jedoch andere Signalintensitats-
verhéltnisse der MRM-Ubergénge und eine andere Elutionszeit. Des Weiteren wurde
versucht, den bisher unbekannten SMX-Metaboliten mit einer Elutionszeit von etwa
6 min zu identifizieren. Dabei wurden verschiedene Messmodi angewendet, wie die
Messung des Quasi-Molekulions der fur SMX bekannten Fragmente, die Messung
der lonen, welche die fir SMX bekannten Neutralverluste zeigen und die Aufnahme
eines Fullscan-Spektrums. Fur alle Messmodi wurde der positive und negative
lonisationsmodus verwendet und der m/z-Bereich von 50-800 Da vermessen. Dabei

83



konnte jedoch kein Stoff detektiert werden, welche fur die Interferenz verantwortlich
ist. Aufgrund des Ausbleibens eines positiven Befundes lasst sich ableiten, dass der
SMX-Metabolit entweder eine deutlich niedrigere lonisierbarkeit als SMX zeigt, auf
beiden Seiten der Sulfonamidbindung konjugiert ist oder SMX mit einem
Makromolekul konjugiert ist, welches sich aufgrund der Verwendung des Quadrupol-
Analysators oder hoheren Ladungszustanden nicht einfach nachweisen lie3. Die
genannten Szenarien wirden auch erklaren, weshalb der Metabolit bisher noch nicht
bekannt ist. Eine massenspektrometrische Erkennung von Konjugationen eines
kleinen Analyten, wie Sulfamethoxazol, mit einem unbekannten Makromolekul ist
aufgrund der komplexen Fragmentierungen und erhaltenen Spektren fast unmdglich.
Erst der LC-ELISA, der auf einer strukturellen Erkennung des Analyten beruht, kann
einen Beitrag leisten um diese Art von Metaboliten zu erkennen. Diese Metaboliten
kénnten einen Einfluss auf die Okologie der Gewasser haben und zur Bildung von
Antibiotikaresistenzen beitragen. Dass Konjugate von Makromolekulen und kleinen
Analyten wie Pharmazeutika noch die Bindungseigenschaften kleiner Analyten
aufweisen konnen, ist anhand der Analyt-Peroxidase-Konjugate, dem Tracer, bei
jedem ELISA nachweisbar. Das Auftreten einer Konjugation von SMX mit Proteinen,
bei Kontakt mit normalen menschlichen epidermalen Keratinozyten (NHEKs) und
humanen Keratinozyten-Zelllinie (HaCaT) wurde schon gezeigt [103]. Eine kovalente
Bindung von SMX an Proteine wurde auch schon von Cribb et al. (1996) beschrieben
[104].
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2.4 FlieRschema zur Validierung von Immunoassays

In diesem Kapitel wird ein FlieRschema vorgestellt, wie sich der Anwender der
Problematik von Interferenzen bei Immunoassays annahern sollte und versuchen
sollte diese einzuordnen. Aullerdem sollen Moglichkeiten der Reduktion von
Interferenzen diskutiert werden.

> Probe
|
| Interferenzen ? |

Messung der Probe mittels ELISA
bei unterschiedlichen Verdiinnungen
|

Anderung der Matrix

) =t
(Klarwerkszulauf versus —ablauf) Proportionalitdt

: [
e
Vergleichsmessung mit Referenzmethode nein

Gleiches Ergebnis ?
Keine Interferenz  _ I

ELISA anwendbar ja nein

» |nterferenz

LC-EILISA

Mehrere Signale ?

Anderung der
HPLC-IMethode nein ja

Mehrere Signale ?

Uberpriifung des ELISAs

und Referenzmethode < 1 Spezifische oder ]
auf Fehler nein ja unspezifische Interferenz *

l

Verdiinnungsexperiment
I

Proportionalitat im
LC-ELISAgramm ?

v

Unspezifische Interferenz <

nein ja
v
Spezifische Interferenz

Abbildung 38: FlieBschema zur Identifizierung und Einordnung von Interferenzen.
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Um das Vorhandensein von Interferenzen zu erkennen und damit die Empfehlung zu
erhalten, Zusammenhange mittels LC-ELISA zu untersuchen, sollte die Probe bei
unterschiedlichen Anreicherungsfaktoren vermessen werden. Um aussagekraftige
Ergebnisse zu erhalten, bietet es sich an, 4 verschiedene Anreicherungsfaktoren mit
einem Unterschied im Anreicherungsfaktor von mindestens Faktor 8 zu testen. Da
die Ergebnisse gezeigt haben, dass sich die Messergebnisse fur kleine
Anreicherungsfaktoren einer Art Grenzwert annahern, sollten hohe Anreicherungs-
faktoren getestet werden. Idealerweise sollte der gesamte quantifizierbare
Konzentrationsbereich des ELISAs ausgenutzt werden. Wird fur die erhaltenen, auf
einen Anreicherungsfaktor normierten, Konzentrationsergebnisse kein signifikanter
Konzentrationsunterschied erhalten, spricht dies dafur, dass keine Interferenz
vorliegt. Der ermittelte Konzentrationswert sollte mit einer Referenzmethode
Uberpruft werden. Liefern beide einen ahnlichen Wert, kann eine Interferenz
ausgeschlossen werden. Das Verfahren sollte jedoch bei Anderung der Probenmatrix
widerholt werden. Wird bei der Referenzmethode eine signifikant unterschiedliche
Konzentration gemessen oder die erhaltenen Konzentrationen bei der ELISA-
Messung zeigen ein disproportionales Verhalten, dann liegt mit groRer
Wahrscheinlichkeit eine Interferenz vor. In einem nachsten Schritt kann der, in dieser
Arbeit entwickelte und vorgestellte, LC-ELISA zur Anwendung kommen. Dabei sollte
zunachst eine geeignete HPLC-Methode entwickelt werden und die
LC-ELISAgramme von Leerproben aufgenommen werden. Wenn dies zu
zufriedenstellenden Ergebnissen fuhrt, kdnnen ausgewahlte Umweltproben mittels
LC-ELISA vermessen werden. Sollte dabei nur ein Interferenzsignal detektiert
werden, liegt wahrscheinlich eine Co-Elution mehrerer interferierender Stoffe vor.
Kann trotz Anderung der HPLC-Methode kein zweites Signal detektiert werden,
besteht der Verdacht, dass ein Problem beim ELISA oder der Referenzmethode
vorliegt. Wenn mehrere Signale im LC-ELISAgramm vorhanden sind, kénnen
Vermessungen der Probe mittels LC-ELISA bei unterschiedlichen Anreicherungs-
faktoren Informationen Uber deren Art liefern. Bei einem proportionalen
Zusammenhang von Anreicherungsfaktor und gemessener Analyt-Aquivalent-
konzentration kann vom Analyten oder einem Kreuzreaktanden ausgegangen
werden. Bei einem disproportionalen Zusammenhang handelt es sich vermutlich um
eine unspezifische Interferenz. Da dieser Zusammenhang stark konzentrations-
abhangig ist und auch Kreuzreaktanden Signale mit einem disproportionalen
Zusammenhang aufweisen konnen, sind die erhaltenen Ergebnisse kritisch und die
Schlussfolgerungen lediglich als Orientierung anzusehen.

Um Interferenzen zu eliminieren, kénnen verschiedene Methoden angewendet
werden. Eine einfache Methode zur moglichen Reduktion von Interferenzen ist die
Hydrolyse von interferierenden Stoffen, da es sich um Konjugate handeln konnte.
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Denkbar ist die saure bzw. basische und enzymatische Hydrolyse. Es sollte bei jeder
Probenbehandlung stets bedacht werden, dass diese mit dem hohen Proben-
durchsatz des ELISAs, von mehreren hundert Proben in wenigen Stunden, vereinbar
sein sollte. Ein anderer Ansatz ist der Wechsel des Probenpuffers. Dabei konnen
beispielsweise pH-Wert oder Salzkonzentrationen verandert werden, auch ein Zusatz
von Additiven wie BSA kann zu einer Reduktion von Uberbestimmungen fiihren. In
dieser Arbeit konnte dies flr die hier vorgestellten ELISAs jedoch nicht beobachtet
werden. Eine deutlich aufwendigere aber noch mit dem hohen Probendurchsatz
vereinbare Moglichkeit ist die Anderung des Tracers. Dadurch kann die Selektivitat
und Sensitivitat eines ELISAs verbessert werden. Die in der Literatur beschriebenen
und in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zeigen jedoch, dass eine vollstandige
Eliminierung von Interferenzen dadurch wohl nicht moglich ist. Es sollte vorher
entschieden werden, wie grol3 der Aufwand fur die Synthese eines neuen Tracers
sein sollte. Typischerweise kdnnen die groRten Verbesserungen erhalten werden,
wenn die fur die Verknupfung von Analyt und Detektionseinheit verwendete Bricke
an einer anderen Position am Analyten gebunden ist als zuvor. Dies fuhrt aber haufig
dazu, dass eine vollig andere Synthese des Haptens notwendig wird. Die wohl
effektivste aber auch zeit- und kostenaufwendigste Methode um Interferenzen zu
beseitigen, ist der Wechsel der fur den ELISA verwendeten Antikdrper. Die
Selektivitat des Assays hangt mal3geblich von der Selektivitat der Antikorper ab, so
dass dort das hochste Verbesserungspotenzial steckt. Beispielsweise konnte die
Probe unter Verwendung von zwei verschiedenen fur den Analyt selektiven
Antikorpern vermessen werden. Diese konnten unterschiedliche Affinitaten zu
Matrixeffekten wie Kreuzreaktanden zeigen und es erlauben Interferenzen
rechnerisch zu eliminieren. Erwahnt werden soll auch die Anwendung der
Probenvorbereitung. Durch Festphasenextraktion oder Flissig-Flussig-Extraktionen
lassen sich Proben leicht anreichern und gegebenenfalls auch aufreinigen. Eine
vollstdndige Abtrennung von Kreuzreaktanden, wie etwa Analyt-Metaboliten, ist
aufgrund derer ahnlicher Struktur und damit ahnlichen physikochemischen
Eigenschaften wie Lo&slichkeit, schwierig. Eine selektivere Abtrennung von
Begleitstoffen konnte durch den Einsatz von Immunaffinitatssaulen erhalten werden.
Dabei werden Kartuschen verwendet, welche mit Antikdrpern beladen sind, die
selektiv den Analyten binden. Da bei dieser Immunaffnitatsaufreinigung nicht nur die
Bindungsaffinitat der Antikérper, sondern auch die Kinetik der Gleichgewichts-
einstellung des Adsorption-Desorptions-Gleichgewichts des Analyten an den
Antikorper eine Rolle spielt, konnten auch Stoffe mit hoher Kreuzreaktivitat
abgetrennt werden.
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3. Zusammenfassung und Ausblick

Es wurde eine Methode =zur Validierung von Immunoassays hinsichtlich
Kreuzreaktanden und Matrixeffekten entwickelt und validiert. Dabei wurden Proben
mittels HPLC in Fraktionen aufgetrennt und diese Fraktionen mittels ELISA
vermessen. Diese Methode wurde als LC-ELISA und das erhaltene Profil, welches
die gemessene Konzentration als Funktion der Elutionszeit zeigt, als
LC-ELISAgramm bezeichnet. Ob die Anwendung des LC-ELISAs notwendig ist, kann
erkannt werden, wenn Proben mit unterschiedlichen Anreicherungsfaktoren mittels
ELISA vermessen werden. Wenn die erhaltenen Konzentrationen sich nicht
proportional zum Anreicherungsfaktor verandern, liegt wahrscheinlich eine
Interferenz vor und der LC-ELISA kann gegebenenfalls nahere Einsichten liefern.

Um eine sichere Quantifizierung mittels ELISA zu gewahrleisten wurde der gut
quantifizierbare Konzentrationsbereich hier unter Anwendung eines Prazisionsprofils
ermittelt. FUr eine Anpassung der Datenpunkte lag bisher jedoch keine Funktion vor.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine geeignete Funktion entwickelt und erfolgreich
angewendet.

Die Proben wurden typischerweise in 70 Fraktionen aufgetrennt, wobei ein gleich
langes Zeitintervall fir die einzelnen Fraktionen verwendet wurde. Zudem wurden auf
die fur das Auffangen der Fraktionen verwendeten Mikrotiterplatten Kalibrier-
standards aufgetragen, welche als eine Art interner Standard dienten. Durch diese
Standards konnten eine gute Quantifizierung der Konzentrationen in den Fraktionen
und eine Uberwachung Uber mégliche Verluste oder Kontamination wéhrend des
Verfahrens erfolgen. Die Wiederholprazision des LC-ELISAs war mit Standard-
abweichungen fur Doppelbestimmungen von um 25 % akzeptabel, so dass die
Proben aus Zeit- und Kostengriinden nur als Doppelbestimmung vermessen wurden.

Es stellte sich die Frage der zweckmafRigen zeitlichen Auflosung des LC-ELISAs. Zur
Klarung wurden unterschiedlich lange Fraktionierungsintervalle getestet, wobei das
kirzeste eine Dauer von 3s hatte. Dies entsprach bei den gewahlten
HPLC-Methoden 1-2 Tropfen Eluat pro Fraktion. Es zeigte sich, dass eine zeitliche
Auflésung von weniger als 9s nicht zu einem zusatzlichen Informationsgewinn
fuhrte, jedoch der Kosten- und Zeitaufwand anstieg. Ein Fraktionierungsintervall von
3 s und weniger kann aber bei schmalen Signalen, wie sie zum Beispiel bei der Ultra-
Hochleistungsflissigkeitschromatographie erhalten werden, zwingend notwendig
werden, um das Signal noch sicher aufzulosen. Die Richtlinie 2002/657/EG der
Europaischen Kommission schlagt fur LC-Immunogramme vor, dass jede Fraktion
kleiner als die Halfte der Peakbreite sein misse. Dieses und andere in der Richtlinie
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genannte Kriterium wurden fur die in dieser Arbeit vorgestellten LC-ELISAgramme
eingehalten.

Anhand der Vermessung dotierter Leerproben und durch Vergleich der mittels
LC-MS/MS und LC-ELISA erhaltenen Konzentrationsergebnisse naturlich belasteter
Umweltproben konnte eine gute Wiederfindung der erwarteten Konzentrationen
mittels LC-ELISA erhalten werden. Auf Grundlage der guten Quantifizierungs-
eigenschaften die der entwickelte LC-ELISA zeigte, wurde versucht, zwischen
unspezifischen und spezifischen Interferenzen zu unterscheiden. Die Probe wurde
dabei bei unterschiedlichen Anreicherungsfaktoren mittels LC-ELISA vermessen.
Signale, welche keinen proportionalen Zusammenhang von Aquivalentkonzentration
und Anreicherungsfaktor zeigten, wurden unspezifischen Interferenzen zugeordnet.
Es wurde jedoch gezeigt, dass auch Kreuzreaktanden diesen disproportionalen
Zusammenhang aufweisen kdénnen.

Der Einfluss der SPE-Anreicherung wurde ebenfalls evaluiert, wobei sich zeigte,
dass dies bei Anwendung deutlich verschiedener Sorbensmaterialien zu deutlich
verschiedenen LC-ELISAgrammen flhren kann.

Eine Anderung des verwendeten Probenpuffers, wie Wechsel des pH-Wertes oder
Zusatz von Rinderserumalbumin kann zur Reduktion von Interferenzen fuhren, was
jedoch in dieser Arbeit fir SMX-LC-ELISAgramme nicht beobachtet werden konnte.
Effektiver war die saure Hydrolyse der Probe mit HCI. Dadurch konnte ein potenter
Kreuzreaktand mit einer Kreuzreaktivitat von etwa 600 %, das N*-Acetyl-SMX, zum
Zielanalyten SMX hydrolysiert werden. Neben dem Abbau von N*-Acetyl-SMX,
konnte noch die Reduktion eines Signals bei einer Elutionszeit von ca. 6 min im
SMX-LC-ELISAgramm von Klarwerksablaufproben beobachtet werden. Bei
Sammlung einer Fraktion im Elutionszeitfenster 5,8-6,1 min und einer
anschlieBenden sauren Hydrolyse konnte die Bildung von SMX gemessen werden.
Aus der erhaltenen Signalintensitat im LC-ELISAgramm und der gebildeten Menge
an SMX, konnte die Kreuzreaktivitat des unbekannten Stoffes mit 460 % abgeschatzt
werden. Es ist sehr wahrscheinlich, jedoch aufgrund der fehlenden Referenz-
substanz nicht sicher, ob der SMX-Metabolit fur das Interferenzsignal im
LC-ELISAgramm verantwortlich ist. In einem Suspected-Target-Screening wurde
versucht, die fragliche Substanz zu identifizieren, was jedoch nicht gelang. Auf Basis
des Ausbleibens eines positiven Detektionsnachweises, liegt der Verdacht nahe,
dass dieser SMX-Metabolit entweder deutlich schlechter als SMX bei Verwendung
von ESl ionisiert, auf beiden Substituenten am Sulfonamid-Kern metabolisiert ist oder
eine Konjugation mit Makromolekulen, wie Proteinen oder Peptiden vorliegt. Dass
makromolekulare Konjugate in der Lage sind, an den Antikérper zu binden, ist am
verwendeten SMX-Peroxidase-Konjugat, dem Tracer, zu erkennen. Eine Mdglichkeit,
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um mehr Informationen Uber das Konjugat zu erhalten, ware eine Separation der
Fraktion von 5,8-6,1 min mittels GroéRenausschlusschromatographie. Durch
Anwendung verschiedener Saulen und unter Zuhilfenahme von Referenzstandards
konnte das hydrodynamische Volumen des SMX-Metaboliten abgeschatzt werden.

Im Rahmen der Arbeit wurde die Synthese eines neuen Tracers entwickelt und
durchgefuhrt, eine lineare 10-Stufen-Synthese mit einer Gesamtausbeute von 26 %.
Mit dem erhaltenen Hapten wurden in einer anschlielenden linearen 3-Stufen-
Synthese der Tracer beziehungsweise ein Immunogen synthetisiert. Bei dem
neuartigen Hapten erfolgt die Verknipfung von Hapten und Peroxidase Uber eine
Briicke, welche an der N'-Position von SMX kovalent gebunden ist. Dieser Typ ist in
der Literatur bisher nicht beschrieben. In der Vergangenheit erfolgte die Verknupfung
Uber die N*-Position von SMX, was aber zu den auch in dieser Arbeit erhaltenen
hohen Kreuzreaktivitaten von N*-Metaboliten fiihren kann. Der zweite Typ umfasste
eine Substitution des SMX-spezifischen 5-Methylisoxazolrings, was in hohen
Kreuzreaktivitaten mit anderen Sulfonamiden resultieren kann. Durch Anwendung
des neuen Immunogens konnten bei einer zuklnftigen Immunisierung Antikdrper mit
bisher nicht erreichter Selektivitat erhalten werden. Durch Einsatz des neuen Tracers
konnten die Kreuzreaktivitdten verschiedenster N*-Metaboliten des SMX und anderer
Sulfonamide um etwa den Faktor 2-3 gesenkt werden. Die Sensitivitat des ELISAs
hinsichtlich SMX konnte um etwa den Faktor 12 gesteigert werden.

Um auftretende Interferenzen zu erklaren, wurde versucht, mittels Target-Screening
schon bekannte Kreuzreaktanden in den Umweltproben nachzuweisen. Neben
N*-Acetyl-SMX konnten 8 weitere Stoffe nachgewiesen werden, wobei diese sehr
niedrige Kreuzreaktivitaten aufwiesen.

Durch elektrochemische Behandlung von Sulfamethoxazol und Estron wurde
versucht, neue Kreuzreaktanden zu synthetisieren. Es konnten jedoch keine
umweltrelevanten Kreuzreaktanden, in Bezug auf bisher untersuchte Umwelt-
matrices, dargestellt werden.

Der LC-ELISA bietet das Potenzial Konjugate von vergleichsweise kleinen Analyten,
wie die in dieser Arbeit untersuchten, und Makromolekulen zu identifizieren. Der
ELISA basiert auf einer strukturellen Erkennung des kleinen Analyten und kann
daher orthogonal zu anderen Methoden wie der Massenspektrometrie eingesetzt
werden. Massenspektrometrisch ist es nahezu unmdglich, das Konjugat eines
kleinen Analyten mit einem unbekannten Makromolekul zu identifizieren, wenn keine
detaillierten Informationen Uber die miteinander reagierenden Stoffe vorliegen.

Der LC-ELISA wurde, auch wenn in dieser Arbeit die Ergebnisse nicht vorgestellt
wurden, fur die Detektion von Interferenzen in Diclofenac- und Isolithocholsaure-
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ELISAs angewendet. Zuklnftig soll der LC-ELISA auch fur weitere Immunoassays
getestet werden. Zudem ware eine andere Form des parallelen Vermessens von
LC-ELISA und LC-MS/MS wunschenswert. Bisher wurden zwei separate Systeme
mit dem gleichen Saulentyp verwendet. Eine Kombination in einem Gerat, welches
Uber ein Schaltventil, zum einen das Eluat zum Massenspektrometer und bei anderer
Schaltung zum Fraktionssammler fuhrt, ware anzustreben. Dies wirde eine deutlich
genauere Zuordnung von Interferenzsignalen im zeitlich hochaufgeldsten
LC-ELISAgramm zu Signalen im Massenspektrum ermaglichen.

Eine Verbesserung ware auch fur den zeitlimitierenden Schritt des LC-ELISAs, das
Abdampfen des Loésungsmittels, sinnvoll. Das gleichzeitige Entfernen des
Losungsmittels von mehreren Fraktionierungsplatten im Vakuumtrockenschrank ware
denkbar.

Der Einsatz einer anderen Separationsmethode als der HPLC sollte zukunftig auch in
Betracht gezogen werden. Dabei bietet sich die Dunnschichtchromatographie (DC)
an. Bei der DC liegt eine geringere thermische Belastung wahrend der Separation
vor und das Ldésungsmittel ist ebenfalls leichter zu entfernen. Eine Kopplung von DC
und Immunoassay wurde schon mehrmals berichtet [105-107]. Nach der Separation
konnte die fur die DC verwendete Platte leicht in Abschnitte zerschnitten und durch
Abldosen der adsorbierten Stoffe Fraktionen erhalten werden. Diese Fraktionen
konnten in eine Mikrotiterplatte Uberfihrt und wie die Fraktionen des LC-ELISAs
verwendet werden. Um eine Quantifizierung zu ermoglichen, sollten Standards
idealerweise auch auf die DC-Platte aufgetragen werden. Die Anwendung der DC
bietet auch den Vorteil der leichteren zweidimensionalen Trennung. Durch ein
einfaches Drehen der Platte um 90° nach der ersten Trenndimension, kdnnten alle
Fraktionen parallel und einfach in einer zweiten Dimension getrennt werden. Ob eine
ausreichend gute Selektivitat und Trennleistung erhalten wird, selbst unter
Verwendung der hochauflésenden DC, muss im Einzelfall getestet werden.

FUr eine zukunftige Vermessung von Proben mit den Antikorpern, welche durch
Immunisierung mit dem in dieser Arbeit synthetisierten neuen Immunogen erhalten
wurden, sollte ein pH-Wert von 4,5 gewahlt werden. SMX besitzt einen pKs-Wert von
5,6 durch ein acides Proton an der N'-Position. Bei Vermessung von SMX kann
diese Amino-Funktion im neutralen Milieu deprotoniert werden und eine negative
Ladung vorliegen. Das neue Hapten weist an der N'-Position ein dreifach
substituiertes Stickstoffatom auf, welches nicht deprotoniert werden kann. Hapten
und Analyt wuarden sich daher im neutralen Milieu in ihrem Ladungszustand
unterscheiden. Bei einem pH-Wert von 4,5 liegen uber 90 % der SMX-Molekule
protoniert vor. Ein unterschiedlicher Ladungszustand zwischen SMX und Hapten
kann dadurch vermieden werden. Dieser pH-Wert ist aber fir die verwendete
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Peroxidase nicht optimal. Versuche zur Inaktivierung der Peroxidase haben jedoch
gezeigt, dass man nach 30-mindtiger Inkubation in einer Citrat-Pufferldésung mit
pH = 4,5 im Mittel noch Uber 90 % der Aktivitdt messen kann, welche bei Inkubation
bei pH = 7,6 erhalten wird. Das neue SMX-Hapten ist an der N*-Position nicht
substituiert. Trotzdem kann fur die neuen Antikorper eine auftretende Interferenz mit
N*-Acetyl-SMX nicht ausgeschlossen werden. Im Prinzip verfiigen alle Arten, von
Bakterien bis hin zum Menschen, Uber eine Arylamin-N-Acetyltransferase die SMX
acetylieren konnte [108]. Es ist jedoch unwahrscheinlich, besonders im Hinblick auf
die sterische Hinderung durch das Rinderserumalbumin, dass alle Hapten-Molekule
acetyliert werden. Je nach Spezies schwankt der Anteil an SMX der acetyliert wird.
Daher kann durchaus damit gerechnet werden, dass Antikorper gegen SMX mit
freiem Amin an der N*-Position gebildet werden. Besonders bei Immunisierung einer
Maus kann fur SMX, analog zu Sulfamethazin, mit einem sehr niedrigen
Acetylierungsgrad gerechnet werden [109].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass es durch Anwendung des LC-ELISAs
mdglich ist natlrlich vorkommende Metaboliten in komplexen Umweltproben zu
detektieren, welche mit den bisherigen Analysemethoden hochstwahrscheinlich
unentdeckt bleiben wirden. Das Problem der gegenseitigen Kreuzreaktivitat der
strukturell ahnlichen Sulfonamide koénnte durch die im Rahmen dieser Arbeit
entwickelte Haptensynthese gemindert werden. Diese beiden Potenziale sollten nicht
ungenutzt bleiben. Es wird eine Aufgabe fur die Zukunft sein, sie intensiv
anzuwenden und weiterzuentwickeln.
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4. Material und Methoden

In diesem Abschnitt werden die verwendeten Chemikalien, Gerate, genauen Ablaufe
der LC-ELISA-Messungen, Synthesen sowie die Parameter der HPLC-Methoden und
MS-Messungen aufgefuhrt. Die flr diese Arbeit verwendeten Umweltproben und
deren Anreicherung soll ebenfalls vorgestellt werden.

4.1 Gerate und Chemikalien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ammoniumacetat (Fisher chemicals, Analytical
reagent grade, 99,3 %), Essigsaure (AcOH, Fisher chemicals, Analytical reagent
grade, 99,83 %), Methanol (MeOH, J.T.Baker, HPLC gradient grade), Acetonitril
(ACN, J.T.Baker, HPLC gradient grade), Ethanol (EtOH, AppliChem, 99 %),
Dimethylsulfoxid (DMSO, J.T.Baker, >99 %), Schwefelsdure (H2SOa4, J.T.Baker,
95-97 %), Natriumhydroxid (NaOH, J.T.Baker, > 97 %), Salzsaure (HCI, Merck, extra
pure 32 %), Triethylamin (TEA, Fluka, =99,5 %), Pyridin (Acros, 99+ %),
4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP, Fluka, 99 %), Natriumhydrogencarbonat (Fluka,
> 98 %), Huminsadure (IHSS Suwannee River 1R101N [110]) und naturliches
organisches Material (etwa 30 % Huminsaureanteil [111]) verwendet.
Lithiumaluminiumhydrid  (LiAlH4, Pulver, 95 %), Rinderserumalbumin (BSA,
Hitzeschock-Fraktion, pH7, 298 %), 3-Amino-5-methylisoxazol (98+ %),
Methyladipoylchlorid (97 %), N-Acetylsulfanilylchlorid (98 %), Tetrahydrofuran (THF,
trocken, 299,9%), 9-Fluorenylmethoxycarbonylchlorid  (Fmoc-Cl, 97 %),
Kaliumpermanganat (KMnOs4, >99 %), Diammoniumhydrogencitrat (> 98 %)
Tetrahydrofuran-ds (= 99,5 atom %), 2',6'-Dihydroxyacetophenon (DHAP, = 99,5 %),
Trifluoressigsaure  (TFA, 99 %), N-Hydroxysuccinimid ~ (NHS, 98 %),
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC, 99 %), Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
(> 99 %), Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat (> 99 %), Natriumchlorid (> 99,5 %),
Natriumdihydrogencitrat (> 99 %), Kaliumsorbat (>99 %), Dikaliumhydrogen-
phosphat (> 99 %), Kaliumdihydrogenphosphat (>99 %) Tetrabutylammonium-
borhydrid  (TBABH, >98 %), N,N-Dimethylacetamid (DMA, > 99,8 %),
N,N-Dimethylformamid (DMF, > 99,8 %), Wasserstoffperoxid (TraceSELECT® grade
> 30 %), Acetobromo-a-D-glucuronsauremethylester (= 93 %), Molsieb (3A, Pulver),
Silbercarbonat (99 %) und Glycin (= 99 %) wurden von Sigma-Aldrich bezogen. Es
wurde daruber hinaus eine Reinstwasseranlage (Milli-Q Synthesis A10, Merck
Millipore, Schwalbach, Germany), 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) und
Tween® 20 von Serva, 4-Methylmorpholin (Fluka, 98 %), Meerrettichperoxidase
(POD, Roche, Mannheim, > 90 % isoenzyme C), Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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(Tris, Merck, >99,8 %) und Dinatriumethylendiamintetraacetat (ACS Reagent,
=99 %) verwendet. Als flachbddige Mikrotiterplatten mit 96 Kavitaten wurden
unbehandelte (Nunc, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA), glasbeschichtete
(Microplate Plate+ Glass coated 96 well plate, 370 yL, labhut), hochbindende
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany), nicht-bindende (Greiner Bio-One) und
UV-Star-Platten (Greiner Bio-One) benutzt. Zur Aufreinigung der Proben wurden
Faltenfilter (Sartorius stedim, Goéttingen, Germany, qual., grade 1288) und zur
Anreicherung folgende SPE-Kartuschen unter Benutzung der semi-automatischen
SPE-Station Autotrace Tekmar-SPE (Dionex) verwendet: Strata-X (33 ym Polymeric
Reversed Phase, Phenomenex, 500 mg, 6 mL), RP-C18 (J.T.Baker, 500 mg, 6 mL),
StrataX-C (Phenomenex, 500 mg, 6 mL), StrataSCX (Phenomenex, 500 mg, 6 mL),
AccuBOND (ODS-C18, Agilent Technologies, 500 mg, 6 mL), Supelclean ENVI-18
(Sigma-Aldrich, 1000 mg, 6 mL), Chromabond ABC (Macherey-Nagel, 500 mg,
6 mL), Oasis HLB (Waters, 500 mg, 6 mL), Supelco Dual Layer Envi-Carbll/PSA
(Sigma-Aldrich, 500 mg, 6 mL) und ISOLUTE (ODS-C18, Biotage, 500 mg, 6 mL).
Zur Aufreinigung von Peroxidase und BSA-Konjugaten wurden PD-10 Saulen
(Healthcare Bio-Sciences, Freiburg) verwendet. Zur Identifizierung von
Kreuzreaktanden und der Ermittlung derer Kreuzreaktivitditen wurden folgende
Standards erworben: 1,3,5(10)-Estratrien-3-ol-17-on (E1, Vetranal, Sigma-Aldrich,
99,3 %), 1,3,5(10)-Estratrien-3,173-diol (E2, Vetranal, Riedel-de Haén, 99,8 %),
1,3,5(10)-Estratrien-3,16a,17B-triol (E3, Vetranal, Sigma-Aldrich, =99,9 %), 170-
Ethinyl-1,3,5(10)-Estratrien-3,173-diol (EE2, Vetranal, Sigma-Aldrich, 99,3 %), 173-
Hydroxy-18-methyl-19-nor-17a-pregn-4-en-20-in-3-on  (Levonorgestrel, European
Pharmacopeia Reference Standard CRS), 17p-Hydroxy-5a-androstan-3-on (5a-
Androstan-173-ol-3-on, Sigma-Aldrich, 2 97,5 %), 4-Androsten-3,17-dion
(Androstendion, Sigma-Aldrich, =98 %), 3a-Hydroxy-5a-androstan-17-on
(Androsteron, Sigma-Aldrich, =99 %), 17p-Hydroxy-3-oxo-4-androsten (Testosteron,
Sigma-Aldrich, 299 %), 1,3,5(10)-Estratrien-3,17B3-diol-16-on (E2-16-on, Fountain
Limited), 1,3,5(10)-Estratrien-3-ol-17-on-2,4,16,16-d4 (E1-d4, Sigma-Aldrich, 95 %),
1,3,5(10)-Estratrien-3-0l-17-on-3-Sulfat (Fountain Limited), 1,3,5(10)-Estratrien-3-ol-
17-on-3-Glucuronid  (Fountain  Limited), 1,3,5(10)-Estratrien-3,173-diol-3-Sulfat
(Steraloids),  1,3,5(10)-Estratrien-3,173-diol-17-Sulfat ~ (Steraloids),  1,3,5(10)-
Estratrien-3,17B-diol-3-Glucuronid  (Steraloids), 1,3,5(10)-Estratrien-3,17p-diol-17-
Glucuronid (Steraloids), 1,3,5(10)-Estratrien-3,173-diol-3-Glucuronid (Sigma-Aldrich),
17a-Ethinyl-1,3,5(10)-Estratrien-3,17p-diol-3-Sulfat (Steraloids), 17a-Ethinyl-
1,3,5(10)-Estratrien-3,17B-diol-3-Glucuronid  (Steraloids),  17a-Ethinyl-1,3,5(10)-
Estratrien-3,17B-diol-17-Glucuronid (Steraloids), 1,3,5(10)-Estratrien-2,3-diol-17-on
(2-Hydroxyestron, Santa Cruz Biotechnology, =80 %). Sulfamethoxazol (SMX,
Sigma-Aldrich) SMX-d4 (Campro Scientific, Berlin, Germany), Sulfamethizol,
Sulfathiazol, Sulfapyridin, Sulfamethoxypyridazin, Sulfachlorpyridazin,
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Sulfamethoxydiazin, Sulfamethazin, Sulfadiazin, Sulfamerazin wurden von Fluka
(VETERNAL analytical standard) bezogen, Sulfasalazin (Fluka, > 98 %),
3-Amino-5-methylisoxazol (Sigma Aldrich, >98 %) N*-Acetyl-SMX, 4-Nitro-SMX,
4-Nitroso-SMX, SMX-B-D-glucuronid (Toronto Research Chemicals, Toronto,
Canada) und Succ-SMX ([19]).

Fir die ELISA-Messungen wurden die Mikrotiterplatten mit einem automatischen
Plattenwasher (BioTek ELx405 Select™, Bad Friedrichshall, Germany) gewaschen
und mit einem Mikrotiterplattenschuttler (Titramax 100, Heidolph, Schwabach,
Germany) geschuttelt. Fir den ersten Inkubationsschritt wurden anti-Kaninchen
Antikorper (Acris Antibodies GmbH, Herford, Germany R1364P,
LOT 27160, 2 mg/mL) bzw. anti-Maus Antikorper (Acris Antibodies GmbH, Herford,
Germany R1256P, LOT 21481, 2,7 mg/mL) verwendet. Die Mikrotiterplatten wurden
fur langere Inkubationszeiten mit Parafiim (Pechiney Plastic Packaging) abgedeckt.
Die Extinktionen in den Kavitaten wurden mit einem Mikrotiterplatten-Spektrometer
(SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, Ismaning, Germany) gemessen. Zum
Abdampfen des Lésungsmittels der gesammelten Fraktionen, nach der Separation
mittels HPLC, wurde die Abdampfstation (MiniVap, Porvair Sciences, Dunn
Labortechnik) verwendet. Fur die Vermessung von Proben mittels HPLC wurden
HPLC-Vials mit und ohne Einsatz (neoLab Migge, 1,8 mL) benutzt. Fur die
Synthesen wurden Mikroreaktionsgefalde (Eppendorf, 2 mL) und die Zentrifuge
5417R (Eppendorf) verwendet. Die Einwaagen erfolgten an einer Analysenwaage
(R180D-*D1, Sartorius), Prazisionswaage (LP1200S-OCE, Sartorius) und
Ultramikrowaage (XP2U/M, Mettler Toledo).

Fir die MALDI-Messungen, welche im positiven lonisationsmodus durchgefihrt
wurden, wurden 2 yL Probe mit 2 yL Matrix (Mischung aus 3 Volumenanteilen 20 g/L
DHAP in EtOH und 1 Volumenanteil 18 g/L Diammoniumhydrogencitrat in
Reinstwasser) und mit 2 yL 2 % TFA vermischt, getrocknet und an einem Bruker
Autoflex 1l MALDI-TOF-Instrument vermessen.

NMR-Spektren wurden an einem DMX400 (Bruker BioSpin GmbH) aufgenommen.
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4.2 Pufferlosungen

Fir die ELISA-Messungen und LC-ELISA-Messungen wurden verschiedene
Pufferlésungen verwendet, welche nachfolgend aufgeflhrt sind.

Tris-Pufferlésung: 1,211 g/L Tris; 8,766 g/L NaCl; pH = 8,5

PBS-Pufferlosung: 1,560 g/L NaH2PO4 - 2 H20; 12,459 g/L Na:HPO4 - 2 H20;
8,474 g/L NaCl; pH =7,6

Substratlosung: 22 mL Citratpuffer (47,104 g/L CsH7NaO7; pH = 4,0) kurz vor
dem Gebrauch Zugabe von 550 uyL TMB-L6ésung (2,06 g/L
TBABH (C16H40BN); 9,61 g/L TMB (C1sH20N2) in DMA geldst)
und 8,5 pL H202

Waschpufferlosung (60-fach  konzentriert): 6,124 g/L KH2POs - 2 H20;
65,315 g/lL KoHPO4 - 2 H20; 0,225 g/L CsH7KO2; 30 mL/L
Tween 20; pH=7,6

Probenpuffer (4,5): 53,55 g/L CsH7NaOz7; 43,85 g/L NaCl; 10 g/L NaOH; pH = 4,5

Probenpuffer (7,6): 15,13 g/L Tris; 10,95 g/L NaCl; 4,98 g/L Na2EDTA - 2 H20;
pH=7,6

Probenpuffer (9,5): 18,78 g/L Glycin; 43,83 g/L NaCl; 4,98 g/L Na2EDTA - 2 H20;
5,3 g/L NaOH; pH =9,5

Die pH-Werte wurden mit einem pH-Meter (Mettler Toledo, SevenEasy S20)
vermessen und unter Verwendung von 20 %iger HCI-Losung bzw. 20 %iger NaOH-
Losung eingestellt.

4.3 Probenahme der Umweltproben

Die Herkunft und Zuordnung der verschiedenen Umweltproben ist nachfolgend
beschrieben. Die Klarwerksproben der Berliner Klarwerke wurden als
24-Stunden-Mischproben in Braunglasflaschen vom 14.-16.01.2015 gesammelt und
anschliellend bei 4 °C gelagert. Dabei gilt folgende Zuordnung zwischen Klarwerk
und den in den Ergebnissen aufgefuhrten Bezeichnungen: Klarwerk 1 — WalRmanns-
dorf, 2 — Stahnsdorf, 3 — Minchehofe, 4 — Wansdorf, 5 — Ruhleben und 6 — Schoner-
linde. Die Abwasserproben des Klarwerks Steinhaule in Neu-Ulm wurden am
08.12.2015, ebenfalls als 24-Stunden-Mischproben, in Braunglasflaschen abgefuilit.
FUr die Messung der Abwasserproben des Klarwerks Steinhaule mittels CBZ-LC-
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ELISA wurden die Proben am 02.02.2017 in 40 mL Braunglasflaschen gesammelt.
Die gesammelten Proben von den Berliner Klarwerken wurden vom Klarwerk
Ruhleben abgeholt. Die Proben vom Klarwerk Steinhaule wurden per Post verschickt
und erreichten die BAM 3-4 Tage spater. Am Tag der Ankunft wurden die Proben
mittels Faltenfilter filtriert und angereichert. Lediglich die Proben vom Februar 2017
wurden nicht angereichert und zur Abtrennung von Schwebstoffen 5 min bei 9660 g
zentrifugiert. Die Oberflachenwasserproben wurden von Berliner Gewassern wie
dem Teltowkanal und Landwehrkanal entnommen. Das Beprobungsdatum und die
Koordinaten der Beprobungsorte sind in Tabelle 10 aufgefuhrt.

Tabelle 10: Zuordnung von Oberflachenwasserproben mit Beprobungsort und -datum

Oberflachenwasserbezeichnung Dezimalkoordninaten Datum

1 (Teltowkanal) N 52,433285 O 13,497663 14.07.2014
2 (Teltowkanal) N 52,4594 O 13,447433 14.07.2014
3 (Teltowkanal) N 52,434483 O 13,316583 14.07.2014
4 (Teltowkanal) N 52,4012 O 13,239433 14.07.2014
5 (Teltowkanal) N 52,399633 O 13,179533 14.07.2014
6 (Landwehrkanal) N 52,497883 O 13,388683 14.07.2014
7 (Teltowkanal) N 52,425054 O 13,544943 08.12.2014
8 (Teltowkanal) N 52,426065 O 13,526738 08.12.2014
9 (Teltowkanal) N 52,433285 O 13,497663 08.12.2014
10 (Havel) N 53,367679 O 12,889659 08.12.2014

11 (Havel) N 53,365547 O 12,892379 08.12.2014

12 (Havel) N 53,364912 O 12,893116 08.12.2014

4.4 Festphasenextraktion

Die Proben wurden halbautomatisch mittels einer AutoTrace Tekmar-SPE
Arbeitsstation (Dionex) angereichert. Dazu wurden die unter Kapitel 4.1 aufgefihrten
SPE-Kartuschen verwendet. Der Ablauf der Anreicherung war stets der gleiche.
Zunachst wurde die Kartusche mit 10 mL MeOH gewaschen und anschlieiend mit
10 mL Reinstwasser aquilibriert. Es folgte die Auftragung der Probe (100 mL, 500 mL
bzw. 1000 mL). Danach wurden die Kartuschen 15 min im Stickstoffstrom (20 psi)
getrocknet. Zur Elution von adsorbierten Stoffen wurden 10 mL MeOH verwendet.
Die Flussrate an Ldsungsmittel betrug stets 10 mL/min. Das aufgefangene Eluat
wurde anschlieffend im Stickstoff- oder Druckluftstrom bis zur Trockne eingeengt und
in einem definierten Volumen einer Mischung aus 70/30 (v/v) Reinstwasser/MeOH
geldst. Fur Klarwerksablaufe wurde eine 500-fache Anreicherung (500 mL zu 1 mL)
gewahlt. Klarwerkszulaufe wurden 100-fach (100 mL zu 1 mL) und Oberflachen-
wasserproben 500-fach bzw. 1000-fach (1 L zu 2 mL bzw. 1L zu 1 mL) angereichert.
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Zur Bestimmung der Wiederfindungen von SMX und E1 wurde 1 L Reinstwasser mit
978 ng SMX bzw. 100 ng E1 dotiert und 1000-fach angereichert. Nach der Elution
wurden die Extrakte mit 1000 ng SMX-d4 bzw. 100 ng E1-d4 versetzt, eingeengt,
gelost und mittels LC-MS/MS vermessen. Fur die Wiederfindung von SMX und E1 in
den Umweltproben, wurden die Proben vor der SPE und nach der SPE mit 100 ng
SMX-d4 bzw. 20ng E1-d4 dotiert. Anschlielend wurden die erhaltenen
Analytkonzentrationen bei Dotierung nach der SPE zu vor der SPE ins Verhaltnis
gesetzt.

4.5 Durchfuhrung des ELISAs

In diesem Abschnitt soll der Ablauf der jeweiligen ELISAs vorgestellt werden, welcher
so auch fur den jeweiligen LC-ELISA verwendet wurde.

4.5.1 ELISA zur Bestimmung von Sulfamethoxazol

In die 96 Kavitaten einer hochbindenden Mikrotiterplatte wurden kommerziell
erhaltliche  anti-Kaninchen  Antikorper  (R1364P), 1:1000 verdunnt in
PBS-Pufferldsung, mit 200 uL/Kavitat hinzugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde mit
Parafilm abgedeckt und 18 h bei Raumtemperatur mit 750 Umdrehungen/min
geschuttelt. Diese Schuttelintensitat und Raumtemperatur wurde fur alle in dieser
Arbeit aufgefuhrten Inkubationsschritte verwendet. AnschlieBend wurde die Platte
unter Verwendung des einfachen Waschpuffers mittels Plattenwasher gewaschen.
Im nachsten Schritt wurden die polyklonalen anti-SMX Antikorper [19] bei
Verwendung einer 1:100 000 Verdinnung in PBS-Puffer mit 200 yL/Kavitat auf die
Platte aufgetragen und die Platte fur 30 min geschuttelt. Die Platte wurde wieder
mittels Plattenwasher gewaschen und anschlieBend die Proben bzw.
Kalibrierstandards mit 100 pL/Kavitat aufgetragen. Nachdem die Platte 15 min
geschuttelt wurde, wurde der SMX-Tracer 100 000-fach verdinnt in Tris-Pufferldsung
mit 100 pL/Kavitat in alle Kavitaten hinzugegeben und die Platte flr weitere 30 min
geschuttelt. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Aufgabe von
200 yL/Kavitat Substratidosung. Nach 30 min wurde die Farbentwicklung durch
Zugabe von 1 M H2SO4 (100 yL/Kavitat) gestoppt. Die Extinktionen bei 450 nm und
620 nm wurden pro Kavitat mittels Mikrotiterplatten-Spektrometer vermessen und die
Differenz der Extinktionen (Messwert bei 450 nm minus Messwert bei 620 nm)
ermittelt. Zur Auswertung wurde die Software SoftMax Pro (Version 5.3, Molecular
Devices) verwendet.
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4.5.2 ELISA zur Bestimmung von Estron

In die Kavitaten einer hochbindenden Mikrotiterplatte wurden kommerziell erhaltliche
anti-Maus Antikorper (R1256P), 1:1000 verdunnt in PBS-Pufferlosung, mit
200 pL/Kavitat hinzugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde mit Parafiim abgedeckt und
18 h geschuttelt. AnschlielRend wurde die Platte unter Verwendung des einfachen
Waschpuffers mittels Plattenwasher gewaschen. Im nachsten Schritt wurden die
monoklonalen anti-E1 Antikorper (E1-HC7) [112] bei Verwendung einer 1:300 000
Verdunnung in PBS-Puffer mit 200 yL/Kavitat auf die Platte aufgetragen und die
Platte fir 60 min geschuttelt. Die Platte wurde wieder mittels Plattenwasher
gewaschen und anschliel3end die Proben bzw. Kalibrierstandards mit 100 pL/Kavitat
aufgetragen. Nachdem die Platte fur 15 min geschuttelt wurde, wurde der E1-Tracer
600 000-fach verdunnt in Tris-Pufferlosung mit 100 pL/Kavitat in alle Kavitaten
hinzugegeben und die Platte flr weitere 30 min geschittelt. Nach einem weiteren
Waschschritt erfolgte die Aufgabe der Substratldsung, das Abstoppen der
Farbentwicklung und Vermessung der Extinktionsdifferenz analog zum SMX-ELISA
(Kapitel 4.5.1).

4.5.3 ELISA zur Bestimmung von Carbamazepin

In die Kavitaten einer hochbindenden Mikrotiterplatte wurden kommerziell erhaltliche
anti-Maus Antikérper (R1256P), 1:2000 verdunnt in PBS-Pufferlésung, mit
200 pL/Kavitat hinzugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde mit Parafiim abgedeckt und
18 h geschuttelt. AnschlieBend wurde die Platte unter Verwendung des einfachen
Waschpuffers mittels Plattenwasher gewaschen. Im nachsten Schritt wurden die
bereits 1:100 vorverdlinnten monoklonalen anti-CBZ Antikérper (AK 2512/01) [113]
noch 1:200 000 in PBS-Puffer verdinnt und mit 200 pyL/Kavitat auf die Platte
aufgetragen. Die Platte wurde fur 60 min geschuttelt. AnschlielRend wurde die Platte
mittels Plattenwasher gewaschen und die Proben bzw. Kalibrierstandards mit
150 pL/Kavitat aufgetragen. Nachdem die Platte 15 min geschuttelt wurde, wurde der
schon 1:1000 verdinnte CBZ-Tracer nochmals 1:1000 in 4-fach konzentrierten
Probenpuffer (9,5) verdunnt mit 50 pyL/Kavitat auf die Platte aufgetragen. Nach einer
30-minutigen Inkubationszeit erfolgte das Waschen der Platte sowie die Aufgabe der
Substratldsung, das Abstoppen der Farbentwicklung und Vermessung der
Extinktionsdifferenz analog zum SMX-ELISA (Kapitel 4.5.1).
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4.6 LC-Methoden

FUr die Messung mittels LC-ELISA und LC-MS/MS wurden unterschiedliche
HPLC-Methoden verwendet, welche nachfolgend aufgefihrt sind.

Tabelle 11: Bedingungen der HPLC-Methode 1

Zeit in min Reinstwasser MeOH
+ 0,1 % AcOH + 10 mM NHsAc + 0,1 % AcOH + 10 mM NHsAc

in % in %
0 80 20
3 80 20
8 5 95
12 5 95
14 80 20
22 80 20

Dabei wurden eine Saulenofentemperatur von 50 °C und eine Flussrate von
350 pyL/min gewahlt. Fur die HPLC-Methode 1 wurde die Kinetex XB-C18 (2,6 um,
150 mm x 3 mm, 100 A) mit einer UHPLC C18, 3 mm-Vorséaule (beide Phenomenex)
verwendet.

Tabelle 12: Bedingungen der HPLC-Methode 2

Zeit in min Reinstwasser ACN + 0,00025 % NH3

in % in %
0 70 30
3 70 30
8 5 95
12 5 95
14 70 30
22 70 30

Dabei wurden eine Saulenofentemperatur von 40 °C, eine Flussrate von 300 pyL/min
und ebenfalls die Kinetex XB-C18 verwendet. Der Eluent mit Ammoniak wurde am
Messtag frisch hergestellt.
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Tabelle 13: Bedingungen der HPLC-Methode 3

Zeit in min Reinstwasser in % ACN in %
0 90 10
5 90 10
15 5 95
21 5 95
22 90 10
30 90 10

Fir die HPLC-Methode 3 wurden eine Saulenofentemperatur von 40 °C, eine
Flussrate von 700 uL/min und eine Phenyl-Saule (SEPSERYV, UltraSep ES, Phen,
250 x 3 mm) verwendet.

Tabelle 14: Bedingungen der HPLC-Methode 4

Zeit in min Reinstwasser MeOH
+ 0,1 % AcOH + 10 mM NHsAc + 0,1 % AcOH + 10 mM NHsAc

in % in %

0 80 20

3 80 20

15 10 90

18 5 95
18,5 80 20
25 80 20

Die restlichen Parameter der HPLC-Methode 4 sind analog zu der HPLC-Methode 1.

Tabelle 15: Bedingungen der HPLC-Methode 5

Zeit in min Reinstwasser in % ACN in %
0 70 30
4 70 30
10 5 95
13 5 95
14 70 30
20 70 30

Dabei wurden eine Saulenofentemperatur von 40 °C, eine Flussrate von 350 pL/min
und ebenfalls die Kinetex XB-C18 verwendet.
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4.7 Durchfuhrung der LC-ELISA-Messungen

Fiar LC-ELISA-Messungen wurden die HPLC-Methoden 1-4 unter Verwendung eines
Agilent 1200 Series LC-Systems mit Autosampler, Degasser, Saulenofen,
UV-Detektor und Fraktionssammler verwendet. Als Software wurde OpenLAB (CDS)
ChemStation Edition for LC & LC/MS systems benutzt. Als Injektionsvolumen wurden
30 pL fur den SMX- und E1-LC-ELISA und 40 pL fir den CBZ-LC-ELISA verwendet.
Zum Auffangen der Fraktionen kamen die in Kapitel 4.1 aufgefuhrte unbehandelte
und glasbeschichtete Mikrotiterplatte zum Einsatz. Das Auftragungsschema von
Kavitaten, welche zur Sammlung von Fraktionen und zur Auftragung von
Kalibrierstandards angewendet wurde, ist in Abbildung 7 gezeigt. Die letzte Spalte
blieb auf der zur Sammlung der Fraktionen verwendeten Mikrotiterplatte vakant und
wurde nur auf der Platte, welche fur die ELISA-Messung benutzt wurde, mit
Kalibrierstandards geflllt. Bevor die Fraktionen gesammelt wurden, wurde in die
Kavitaten der Spalten 1-9 die Neutralisationspufferlosung Probenpuffer (7,6)
vorgelegt. Das Volumen richtete sich nach dem fur eine Fraktion gesammelten
Eluatvolumen und fir die Probenauftragung im ELISA notwendige Probenvolumen.
Wenn im ELISA ein Probenvolumen von 100 uL/Kavitat aufgetragen wurde, wie beim
SMX- und E1-ELISA, betrug das verwendete Volumen in der Fraktionssammelplatte
150 pL/Kavitat. Wurde beispielsweise eine Flussrate von 350 pL/min wie fur die
HPLC-Methode 1 und ein Fraktionierungsintervall von 9 s gewahlt, wurde pro Kavitat
im Mittel ein Volumen von 52,5 uyL Eluat gesammelt. Es wurden daher 97,5 uL
Probenpuffer (7,6) pro Kavitat in die Spalten 1-9 vorgelegt. Die 8 Kalibrierstandards
wurden in ihrer Analytkonzentration so gewahlt, dass sie den signifikanten
Konzentrationsbereich des jeweiligen ELISAs abdeckten. Fur die Kalibrierstandards
wurden Mischungen aus Eluent A, der jeweiligen HPLC-Methode, und Probenpuffer
(7,6) hergestellt. Das Mischungsverhaltnis wurde dabei so gewahlt, wie es in den
gesammelten Fraktionen vorlag. Das Losungsmittel der gesammelten Fraktionen und
Standards wurde im auf 30 °C angewarmten Stickstoff- oder Druckluftstrom bei einer
Flussrate von etwa 40 L/min unter Anwendung einer Abdampfstation mit 96
spiralféormigen Nadeln entfernt. Dieser Vorgang dauerte, abhangig vom Volumen und
Losungsmittel, etwa 2-3 h. AnschlieBend wurde die Mikrotiterplatte wieder mit
Parafilm abgedeckt und bei 4 °C gelagert. Unmittelbar vor der ELISA-Messung,
welche innerhalb von 3 Tagen erfolgte, wurden die Kavitaten jeweils mit 150 pL
Reinstwasser fur die SMX- und E1-LC-ELISA bzw. 200 yL Reinstwasser fur den
CBZ-LC-ELISA gefillt und fur 15 min bei Raumtemperatur geschuttelt. Aus diesen
Kavitaten wurden dann mittels 8-Kanal-Pipette das notwendige Probenvolumen von
je 100 pyL bzw. 150 yL/Kavitat entnommen. Dabei wurden die Pipettenspitzen nach
jedem Gebrauch entsorgt. Die fur die Sammlung der Fraktionen verwendeten
unbehandelten Mikrotiterplatten wurden nach einmaligem Gebrauch ebenfalls
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entsorgt. Die glasbeschichteten Platten wurden unter flieBendem Reinstwasser
viermal gespult, was etwa einer 500 000-fachen Verdlinnung entsprach. Zwischen
diesen vier Waschschritten wurde die Platte in der Luft ausgeschlagen. Die
glasbeschichtete Platte sollte aufgrund der sensiblen Beschichtung nicht auf
Oberflachen geschlagen werden, wie es typischerweise fur Mikrotiterplatten
angewendet wird.

4.8 Elektrochemische Synthesen

Zur Darstellung von SMX- und E1-Transformationsprodukten  wurden
Stammlésungen mit jeweils 10 mg/L SMX beziehungsweise Estron in einer
Wasser/MeOH-Mischung (1:1, v:v) mit 0,1 % AcOH und 10 mM NHsAc hergestellt.
Zur Bestimmung der geeigneten Spannungen wurde eine Durchflusszelle mit einem
Dreielektrodensystem aus Gegen- (Kohlenstoff-beschichtetes Teflon), Referenz-
(Pd/H2) und Arbeitselektrode (Bor dotierter Diamant) bei Anwendung einer positiven
Spannung und Scanrate von 20 mV/s verwendet. Die meisten Produkte konnten
mittels LC-MS fur SMX bei einer Spannung von 1,5V und fur Estron bei 2,0V
detektiert werden. Anschliel3end wurden die beiden Standardlésungen fur 30 min mit
den jeweiligen Spannungen behandelt. Dabei verfarbte sich die SMX-
Standardlosung gelblich. Die erhaltenen Synthesemischungen wurden mittels
entsprechendem LC-ELISA vermessen.

4.9 Synthese des neuartigen Tracers und Immunogens

Methyl-6-((5-methylisoxazol-3-yl)amino)-6-oxohexanoat (1) wurde durch LOosen von
107,9 mg 3-Amino-5-methylisoxazol (1,1 mmol) und 171,2 yL Methyladipoylchlorid in
einer Mischung aus 800 uyL ACN und 88,8 yL Pyridin (1,1 mmol) bei -21°C
hergestellt. Dabei wurde die Mischung 1 h bei - 21 °C geruhrt. Die verfestigte gelb-
rotliche Mischung schmolz bei Raumtemperatur. Das Losungsmittel wurde im
Stickstoffstrom entfernt und der Rickstand zweimal mit je 750 uL PBS-Pufferlésung
gewaschen. Nach Trocknung im Stickstoffstrom wurden 249,2 mg 1 (1,04 mmol,
94 %) erhalten. Unter Verwendung der HPLC-Methode 1, dem Fullscan-Modus und
MS-Parametern, welche fur die SMX-Messungen und alle weiteren Vermessungen
von Syntheseprodukten verwendet wurde, wurde fur 1 eine Elutionszeit von 10,9 min
und die erwarteten [M + H]* m/z 241 und [M + Na]* m/z 263 detektiert (Abb. A7).

103



6-((5-Methylisoxazol-3-yl)amino)hexan-1-ol (2).

249,2 mg 1 (1,04 mmol) wurden in 15 mL trockenem THF geldst und bei 0 °C
tropfenweise einer Lésung von 400 mg LiAlH4, geldst in 4 mL trockenem THF, hinzu-
gegeben. Danach wurde die Losung fur 2 h bei 30 °C geruhrt. Anschlie3iend wurden
vorsichtig bei 0 °C tropfenweise 6 mL, einer auf pH = 2 angesauerten, PBS-Puffer-
I6sung zugegeben. Die gebildete Suspension wurde bei 4000 g fur 3 min zentrifugiert
und der Uberstand abgenommen. Der Riickstand wurde einmal mit einer Mischung
aus 4 mL THF und 2 mL PBS-Pufferlosung (pH = 2) gewaschen. Die Suspension
wurde ein weiteres Mal zentrifugiert, die Uberstéande vereinigt und im Stickstoffstrom
bis zur Trockne eingeengt. Es wurden 191,8 mg weiler Feststoff 2 (0,97 mmol,
93 %) erhalten. Unter Verwendung der HPLC-Methode 1 wurde fur 2 eine
Elutionszeit von 10,6 min und die erwarteten [M + H]* m/z 199 und [M + Na]* m/z 221
detektiert (Abbildung A8).

6-((5-Methylisoxazol-3-yl)amino)hexylacetat (3).

Es wurden 66,8 mg 2 (0,337 mmol) in einer Mischung aus 1 mL Essigsaure und
20 yL HCI (32 %) geldst und die Losung Uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt.
Anschlielend wurde das Losungsmittel im Stickstoffstrom entfernt um 99,2 mg des
weillen Esters 3 (0,330 mmol, 98 %) zu erhalten. Unter Verwendung der
HPLC-Methode 5 wurde fur 3 eine Elutionszeit von 10,6 min und die erwarteten
[M + H]" m/z 241 und [M + Na]* m/z 263 erhalten (Abbildung A9).

6-((4-(Acetyl-12-azanyl)-N-(5-methylisoxazol-3-yl)phenyl)sulfonamido)hexylacetat (4).
Dabei wurden 99,2 mg 3 (0,330 mmol) und 80,7 mg DMAP (0,660 mmol) in 10 mL
ACN geldst. Anschlielend wurden unter Ruhren 10 Portionen mit jeweils 26 pL
Pyridin und 77 mg N-Acetylsulfanilylchlorid (0,329 mmol), gelost in 200 uyL ACN
(rétliche Losung), uber 5 h verteilt hinzugegeben. Die Losung wurde weitere 19 h bei
40 °C geruhrt. Das Losungsmittel wurde im Stickstoffstrom entfernt und der
Ruckstand zweimal mit 2 mL Reinstwasser gewaschen. Es wurden 137,7 mg eines
dunkelbraunen Feststoffs 4 (0,315 mmol, 95 %) erhalten. Unter Verwendung der
HPLC-Methode 5 wurde fur 4 eine Elutionszeit von 12,1 min und die erwarteten
[M + H]* m/z 438 und [M + Na]* m/z 460 detektiert (Abbildung A10).

4-(Acetyl-12-azanyl)-N-(6-hydroxyhexyl)-N-(5-methylisoxazol-3-yl)benzolsulfonamid
(5).

Dafur wurden 70,1 mg 4 (0,160 mmol) in 5 mL MeOH gel6ést und 200 yL wassrige
5 %ige NaOH hinzugegeben. Die Reaktionsldsung wurde 6 h bei Raumtemperatur
geruhrt und anschlieBend im Stickstoffstrom das Losungsmittel entfernt. Der
erhaltene Ruckstand wurde zweimal mit 2 mL Reinstwasser gewaschen und erneut
getrocknet. Es wurden 62,7 mg eines dunkelrot-braunen Feststoffs 5 (0,159 mmol,
99 %) erhalten. Unter Verwendung der HPLC-Methode 5 wurde fur 5 eine
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Elutionszeit von 10,4 min und die erwarteten [M + H]* m/z 396 und [M + Na]* m/z 418
detektiert (Abbildung A11).

6-((4-(Acetyl-12-azanyl)-N-(5-methylisoxazol-3-yl)phenyl)sulfonamido)hexansaure (6).
Zur Synthese wurden 62,7 mg 5 (0,159 mmol) in 20 mL ACN geldst und unter
Ruhren 300 mg KMnOs (1,9 mmol), geldst in 10 mL Schwefelsdure (1 M), in
10 Portionen innerhalb von 12 h zugegeben. AnschlieBend wurde die Lésung flr
weitere 24 h bei Raumtemperatur gerthrt. Am nachsten Tag wurden 20 mL Methanol
zur Reduktion des uberschussigen Kaliumpermanganats hinzugegeben und die
Lésung Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Das Produkt 6 wurde nicht isoliert,
aber die Reaktionslosung war leicht gelblich und wurde ebenfalls mit
HPLC-Methode 5 vermessen. Es zeigten sich die erwarteten [M + H]* m/z 410 und
[M + Na]* m/z 432 bei einer Elutionszeit von 10,2 min (Abbildung A12).

6-((4-Amino-N-(5-methylisoxazol-3-yl)phenyl)sulfonamido)hexansaure (7).

Es wurden dem Syntheseansatz von 6 tropfenweise 7 mL Schwefelsaure (18 M) in
100 pL Portionen innerhalb einer Stunde hinzugegeben und die Lésung fur 18 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Zur Neutralisation wurden 12 mL der Reaktionslésung auf
0 °C abgekunhlt und bei 0 °C unter Ruhren 17 mL NaOH-Pufferlésung (3,6 g NaOH in
20 mL PBS-Pufferlésung) tropfenweise, in Portionen von 500 yL, innerhalb von
30 min zugegeben. Dieser Vorgang wurde in gleicher Weise fur den Rest des
Reaktionsansatzes durchgefuhrt. Der Neutralisationspunkt war am Auftreten eines
volumindsen weil3en Niederschlages erkennbar. Die 4 neutralisierten Losungen
wurden vereinigt und das Losungsmittel im Stickstoffstrom entfernt. Der weil3e
Ruckstand, der hauptsachlich aus verschiedenen Sulfaten bestand, wurde funfmal
mit 20 mL ACN gewaschen, bis nur noch farbloser Extrakt aus dem Salzriickstand
extrahiert wurde. Die Extrakte wurden vereinigt und im Stickstoffstrom getrocknet. Es
wurde ein dunkelbraunes Produkt erhalten, welches neben 7 auch den
entsprechenden Methylester 8 zeigte. Unter Verwendung der HPLC-Methode 5
wurde fur 7 eine Elutionszeit von 10,2 min und die erwarteten [M + H]* m/z 368 und
[M + Na]* m/z 390 erhalten (Abbildung A13).

Methyl-6-((4-amino-N-(5-methylisoxazol-3-yl)phenyl)sulfonamido)hexanoat (8).

Die bei der Synthese von 7 erhaltene Produktmischung wurde in 10 mL MeOH gelost
und 500 pL H2SO4 (18 M) hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde
anschlieBend uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt um 81,3 mg 8 (0,213 mmol,
134 %) zu erhalten. Unter Verwendung der HPLC-Methode 5 wurde fur 8 eine
Elutionszeit von 11,8 min und die erwarteten [M + H]* m/z 382 und [M + Na]* m/z 404
detektiert (Abbildung A14).
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Methyl-6-((4-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-N-(5-methylisoxazol-3-yl)
phenyl)sulfonamido)hexanoat (9).

Es wurden 20,1mg 8 (0,053 mmol) in 1,5mL ACN gelést und 30 pyL Pyridin
hinzugegeben. Die Losung wurde auf - 21 °C abgekuhlt. Unter Ruhren wurden
27,7 mg Fmoc-Cl (0,107 mmol) geldst in 200 uyL ACN tropfenweise bei -21°C
hinzugegeben und die Reaktionslésung fur weitere 3 h bei -21°C gerthrt.
Anschlieend wurde die Reaktionsldsung auf Raumtemperatur erwarmt und fir
weitere 2 h geruhrt. Danach wurde das Losungsmittel im Stickstoffstrom entfernt und
der Ruckstand zweimal mit 2 mL Reinstwasser gewaschen. Das dunkelbraune
Produkt 9 zeigte unter Verwendung der HPLC-Methode 5 eine Elutionszeit von
14,3 min und die erwarteten [M + H]"* m/z 604 und [M + Na]* m/z 626 (Abb. A15).

6-((4-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-N-(5-methylisoxazol-3-yl)phenyl)
sulfonamido)hexansaure (10).

Zur Synthese von 10 wurde die Reaktionsmischung von 9 in 2 mL einer Mischung
aus Reinstwasser und THF (1:1, v/v) gelost und 60 uL HCI (32 %) zugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde fur 5 Tage bei 35 °C geruhrt. Anschlielend wurde die
Mischung mittels HPLC unter Anwendung der HPLC-Methode 5 aufgereinigt. Die
gesammelten Fraktionen wurden vereinigt und bis zur Massenkonstanz im
Stickstoffstrom getrocknet. Es wurden 9,9 mg eines rotbraunen Feststoffs 10
(0,017 mmol, 32 %) erhalten. Unter Verwendung der HPLC-Methode 5 wurde fur 10
eine Elutionszeit von 13,3 min und die erwarteten MRM-Ubergange 590 — 314, 330
und 378 erhalten (Abbildung A16). Zudem wurde das Produkt mittels 'H- und
13C-NMR-Spektroskopie vermessen (Abbildung A17). Durch Anwendung von
verschiedenen Messmodi wie H, H-COSY, HSQC und HMBC war eine eindeutige
Zuordnung der NMR-Signale zu den Atomen maoglich (Abbildung A18).

"H-NMR (400 MHz, THF-ds, 25°C) & in ppm=9.25 (1H, s), 7.79 (2H, d,
3Jun= 7,5 Hz), 7.65 (4H, m), 7.59 (2H, d, 3Jn1 = 8,6 Hz), 7.36 (2H, t, 3Jun=7,5 Hz),
7.29 (2H, t, 3UnH=7,4 Hz), 6.43 (1H, s), 4.60 (2H, d, 3Jun=16,2 Hz), 4.28 (1H, t,
3JiH= 6,2 Hz), 3.70 (2H, t, 3Jnn=7,1 Hz), 2.33 (3H, s), 2.20 (2H, t, 3Jun=7,2 Hz),
1.67 (2H, m), 1.58 (2H, m), 1.36 (2H, m). "*C-NMR (100 MHz, THF-ds, 25 °C) & in
ppm = 174.2, 170.7, 160.4, 153.9, 145.0, 144.8, 142.2, 132.7, 128.9, 128.2, 127.6,
125.5, 120.5, 118.3, 98.5, 67.7, 48.9, 48.0, 33.9, 28.5, 26.9, 24.8, 12.1.

6-((4-Amino-N-(5-methylisoxazol-3-yl)phenyl)sulfonamido)hexansaure (11).

Zur Darstellung von 11 wurden 0,3 mg 10 (0,51 pmol) in 250 yL THF gel6st und die
Fmoc-Schutzgruppe durch Zusatz von 50 pyL Reinstwasser und 50 uyL TEA unter
Ruhren bei 40 °C innerhalb von 5 h entfernt. Anschlielend wurde das Ldsungsmittel
im Stickstoffstrom entfernt.
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2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl-6-((4-amino-N-(5-methylisoxazol-3-yl)phenyl)sulfonamido)
hexanoat (12).

Es wurde der Rickstand aus der Reaktion zur Bildung von 11 in 100 uL THF gelost.
Die Losung wurde zu einer Mischung aus etwa 0,1 mg DCC (0,48 uymol) und etwa
0,1 mg NHS (0,87 umol) hinzugegeben und fur 48 h bei Raumtemperatur gerthrt um
den Aktivester 12 zu erhalten. AnschlieRend wurde die Losung im Stickstoffstrom bis
zur Trockne eingeengt.

6-((4-Amino-N-(5-methylisoxazol-3-yl)phenyl)sulfonamido)hexanamid-N-POD (13).
Der Aktivester 12 wurde in 100 yL DMA geldst und unter Rihren bei 0 °C zu 2,5 mg
Meerrettichperoxidase (POD), gelést in 100 L NaHCOs (0,1 M; pH=38,1),
zugetropft. Die rote Reaktionslosung wurde weitere 4 h bei 0 °C geruhrt und uber
Nacht bei 4 °C gelagert. Am nachsten Tag wurde der Ansatz mittels einer
PD-10-Saule aufgereinigt. Dazu wurde die Saule zunachst mit 25 mL
PBS-Pufferlosung (1:10 verdinnt mit Reinstwasser) konditioniert. Anschlielend
wurde der Syntheseansatz aufgetragen und die Saule mit PBS-Pufferlosung (1:10
verdunnt mit Reinstwasser) eluiert. Das Eluat wurde in Fraktionen von 3 Tropfen
(etwa 150 yL/Kavitat) in einer UV-Star-Platte aufgefangen. Es wurden die
Extinktionen bei 405 nm, 620 nm und 280 nm mittels Mikrotiterplatten-Spektrometer
fur die gesammelten Fraktionen vermessen (Abbildung A4). Die Fraktionen 12-14
wurden vereinigt und mittels MALDI-TOF-Analyse vermessen (Abbildung 32).

2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl-6-((4-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-N-(5-
methylisoxazol-3-yl)phenyl)sulfonamido)hexanoat (14).

Es wurden 0,3mg 10 (0,51 ymol), etwa 0,1 mg DCC (0,48 ymol) und etwa
0,1 mg NHS (0,87 pmol) in 150 uL THF geldst und 24 h bei Raumtemperatur gerthrt.
Die erhaltene Suspension wurde 5 min bei 9660 g zentrifugiert und der Uberstand im
Stickstoffstrom getrocknet um 14 zu erhalten.

(9H-fluoren-9-yl)methyl(4-(N-(6-(amino-BSA)-6-oxohexyl)-N-(5-methylisoxazol-3-yl)
sulfamoyl)phenyl)carbamat (15).

Zur Synthese wurde 14 in 200 yL DMSO gelést und unter RiUhren bei
Raumtemperatur 6,0 mg Rinderserumalbumin (BSA), geldst in 400 pL Reinstwasser,
zugetropft. Anschlieend wurden 7 pyL 4-Methylmorpholin zugegeben und die
Reaktionslosung 4 h bei Raumtemperatur geruhrt, bis mittels LC-MS kein Aktivester
14 in der Reaktionslésung mehr nachweisbar war.

6-((4-Amino-N-(5-methylisoxazol-3-yl)phenyl)sulfonamido)hexanamid-N-BSA (16).
Dem Reaktionsansatz zur Synthese von 15 wurden 50 yL TEA hinzugesetzt und der
Ansatz fur 5 h bei 40 °C geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde analog zu 13 mittels
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PD-10-Saule aufgereinigt und die Fraktionen 11-18 vereinigt und mittels
MALDI-TOF-Analyse vermessen (Abbildung A5).

4.10 Synthese von SMX-N*-Glucuronid

Zur Darstellung von SMX-N*-Glucuronid wurden 5 yL Essigsdure zu 5mL ACN
gegeben und unter Rilhren (iber 500 mg Molsieb (3A) Uber Nacht getrocknet.
Anschlielend wurden 50 mg SMX (0,2 mmol), 160 mg Acetobromo-a-D-glucuron-
sauremethylester (0,4 mmol) und 110 mg Silbercarbonat (0,4 mmol) unter Argon
zugegeben. Nach 30 min verfarbte sich die Suspension deutlich dunkel. Nach
3 Tagen wurden erneut 2 Aquivalente Acetobromo-a-D-glucuronsiuremethylester
und Silbercarbonat hinzugegeben und die schwarze Suspension weiterhin bei
Raumtemperatur gertuhrt. Nach 5 Tagen wurde die Reaktion durch Luftkontakt
gestoppt und zur Entschutzung der Methylester mit 1 mL NaOH (5 %) versetzt. Der
Ansatz wurde flr 2 h bei Raumtemperatur gerihrt und das Lésungsmittel unter
reduziertem Druck bei 40 °C auf 1 mL eingeengt. Nach Zentrifugation fur 5 min bei
9660 g wurde der Uberstand mittels LC-MS/MS vermessen. Dazu wurden die
analogen Parameter wie fur die Quantifizierung von SMX verwendet.

4.11 Durchfuhrung der LC-MS/MS-Messungen

In diesem Abschnitt sollen die fur die LC-MS/MS-Messungen verwendeten
Parameter genannt werden. Es wurde ein Agilent 1260 Infinity LC-System mit
Degasser, Autosampler, Saulenofen und UV-Detektor verwendet. Zudem wurde als
analytische Saule ebenfalls die Kinetex XB-C18 mit UHPLC-Vorsaule verwendet,
jedoch nicht dieselbe. Es traten daher zeitliche Verschiebungen zwischen den
Elutionszeiten im LC-ELISAgramm und den LC-MS/MS-Spektren von bis zu etwa
20 s auf. Fur die massenspektrometrischen Messungen wurde ein AB Sciex 6500
Triple-Quadrupol Massenspektrometer mit Elektrospray-lonisation an das HPLC-
System gekoppelt. Zur Steuerung wurde die Software Analyst (Version 1.6.2) und zur
Auswertung der Spektren die Software MultiQuant (Version 3.0) verwendet.

4.11.1 Quantifizierung von Analyten

Fir die Quantifizierung der Analyten wurde ein Injektionsvolumen von 10 puL gewahlt.
Um Matrixeffekte zu reduzieren, wurden die angereicherten Umweltproben mit
Reinstwasser verdunnt. Klarwerkszulaufproben wurden 10-fach angereichert und
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Klarwerksablaufproben 50-fach angereichert vermessen. Dabei wurde fur das Signal
des SMX-d4 eine matrixbedingte Suppression von durchschnittlich etwa 40 % und far
das Signal des E1-d4 von etwa 50 % erhalten. Zur Quantifizierung der Gehalte an
SMX in den Oberflachenwasserproben wurden diese 400-fach angereichert
vermessen. Zur Bestimmung des Gehaltes an E1 wurden die Teltowkanalproben auf
eine 333-fache und die Havelproben auf eine 500-fache Anreicherung verdinnt. Zu
den verdinnten Proben wurde eine Menge an Isotopenstandard dotiert, dass sich
eine Konzentration von 10 pg/L SMX-d4 bzw. 2 ug/L E1-d4 ergab. Fur die
Quantifizierung der Gehalte an SMX wurden Kalibrierfunktionen aufgenommen,
wobei die Konzentration an SMX-d4 stets 10 ug/L betrug und die SMX-Konzentration
zwischen 1 pg/L und 120 pg/L variierte. Zur Erstellung der Kalibrierfunktion von
N*-Acetyl-SMX, wurde ebenfalls eine Konzentration von 10 yg/L SMX-d4 gewanhlt
und eine N*-Acetyl-SMX-Konzentration im Bereich von 0,4-50 ug/L verwendet. In den
Kalibratoren der Kalibrierfunktion von E1 betrug die E1-d4-Konzentration stets 2 pg/L
und die E1-Konzentration lag im Bereich von 0,2-5 ug/L. Fur die Quantifizierung von
CBZ wurden fur die Kalibratoren Konzentrationen im Bereich von 0,02-0,5 pg/L CBZ
verwendet. Zur Vermessung der Proben wurden verschiedene Parameter verwendet,
welche nach Analyten getrennt benannt werden sollen. Es wurde bei allen Methoden
mit einer Unit Aufldésung gemessen. Zur Quantifizierung von Sulfamethoxazol bzw.
N*-Acetyl-SMX wurde die HPLC-Methode 1 verwendet. Wesentliche Parameter der
massenspektrometrischen Messung sind in Tabelle 16 aufgefluhrt.

Tabelle 16: Daten fiir die massenspektrometrische Quantifizierung von Sulfamethoxazol und
N*-Acetyl-SMX

Stoff MRM-Ubergang CEinV DPinV EPInV CXPinV
SMX 254 — 92 (Quantifier) 35 11 10 12
254 — 108 (Qualifier 1) 31 11 10 14
254 — 156 (Qualifier 2) 27 11 10 12
SMX-d4 258 — 96 (Quantifier) 35 11 10 12
258 — 112 (Qualifier 1) 31 11 10 14
258 — 160 (Qualifier 2) 27 11 10 12
N*-Acetyl-SMX 296 — 134 (Quantifier) 35 11 10 12
296 — 198 (Qualifier 1) 27 11 10 12
296 — 136 (Qualifier 2) 27 11 10 12

CE - Kollisionsenergie, DP - Declusteringpotential, EP - Eingangspotential, CXP -
Kollisionszellenaustrittspotential

Fur die lonisation wurden eine lonenspray-Spannung von 5000V und eine
Temperatur von 550 °C gewahlt. Als Druck fur das Curtain Gas wurden 35 psi, fur
das Vernebelungsgas (GS1) 50 psi, fir das Turbogas (GS2) 70 psi und fur das
Kollisionsgas 10 psi verwendet. Als dwell time wurden fiir die MRM-Ubergénge von
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SMX 20 ms und fir die restlichen 189 MRM-Ubergéange 10 ms verwendet. Als pause
time wurden 5 ms gewahlt. Es ergab sich damit eine cycle time (wiederkehrender
zeitlicher Abstand in dem der gleiche MRM-Ubergang gemessen wird) von 2,9 s.

Zur Quantifizierung von Estron wurde die HPLC-Methode 2 verwendet und die in
Tabelle 17 aufgefuhrten Parameter.

Tabelle 17: Daten fiir die massenspektrometrische Quantifizierung von Estron

Stoff MRM-Ubergang CEinV DPinV EPiInV CXPinV
Estron 269 — 145 (Quantifier) -48 - 80 -10 -16
269 — 143 (Qualifier 1) -70 - 80 -10 -16
269 — 183 (Qualifier 2) - 50 - 80 -10 -16
Estron-d4 273 — 147 (Quantifier) -48 - 80 -10 -16
273 — 145 (Qualifier 1) -70 - 80 -10 -16
273 — 187 (Qualifier 2) - 50 - 80 -10 -16

CE - Kollisionsenergie, DP - Declusteringpotential, EP - Eingangspotential, CXP -
Kollisionszellenaustrittspotential

Es wurden flir die lonisation eine lonenspray-Spannung von -4500V und eine
Temperatur von 400 °C gewahlt. Als Druck fur das Curtain Gas wurden 35 psi, fur
das Vernebelungsgas (GS1) 62 psi, fur das Turbogas (GS2) 62 psi und fur das
Kollisionsgas 8 psi verwendet. Fiir alle 106 MRM-Ubergange wurde eine dwell time
von 10 ms gewahlt. Als pause time wurden ebenfalls die standardmalligen 5 ms
verwendet. Die cycle time (wiederkehrender zeitlicher Abstand in dem der gleiche
MRM-Ubergang gemessen wird) betrug 1,6 s.

Zur Messung von Carbamazepin wurde die HPLC-Methode 4 verwendet. Die zur
Vermessung von CBZ verwendeten Parameter sind in Tabelle 18 aufgeflhrt.

Tabelle 18: Daten fiir die massenspektrometrische Quantifizierung von Carbamazepin

Stoff MRM-Ubergang CEinV DPinV EPinV CXPinV
Carbamazepin 237 — 194 (Quantifier) 30 60 10 14
237 — 179 (Qualifier 1) 50 60 10 12

CE - Kollisionsenergie, DP - Declusteringpotential, EP - Eingangspotential, CXP -
Kollisionszellenaustrittspotential

Zudem wurden eine lonenspray-Spannung von 4500 V und eine Temperatur von
400 °C gewahlt. Als Druck fur das Curtain Gas wurden 35 psi, fur das
Vernebelungsgas (GS1) 62 psi, fur das Turbogas (GS2) 62 psi und fur das
Kollisionsgas 6 psi verwendet. Als dwell time wurden jeweils 75 ms gewahlt.
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4.11.2 Suspected-Target-Screening

FUr das Suspected-Target-Screening wurden die zu erwartenden MRMs flr Stoffe,
welche nicht als Standard vorlagen, errechnet. Dabei wurden die zu den
SMX-MRM-Ubergéngen analogen Kollisionsenergien und {brigen Parameter
verwendet. Fur die Suche nach Kreuzreaktanden im E1-ELISA wurde entsprechend
analog vorgegangen. Es erscheint naheliegend, dass die verwendeten Parameter
nicht fur alle Sulfonamide bzw. Estrogene die optimalen Bedingungen darstellen.
Jedoch kann nicht auf einen unbekannten Stoff hin optimiert werden. Aufgrund der
vermutlich hohen strukturellen Ahnlichkeit, kdnnen &hnliche Bedingungen fir die
lonisation und Bildung der Produkt-lonen vermutet werden.

Fir die Suche des Kreuzreaktanden im SMX-ELISA, welcher im LC-ELISAgramm bei
etwa 6 min erkannt wurde, wurden ausgehend von Abbildung 36 in Summe
74 MRM-Ubergénge im positiven lonisationsmodus und 43 Ubergange im negativen
lonisationsmodus erhalten. Fir den Fullscan-Modus im positiven lonisationsmodus
wurden die gleichen lonisationsparameter wie fur die Quantifizierung von SMX
verwendet. Das Fullscan-Spektrum wurde unter Verwendung des Quadrupols 1
aufgenommen. Fur die Messung der Quasi-Molekulionen der Produkt-lonen m/z 92,
108 und 156 Da wurde ein Gradient der Kollisionsenergie von 20-40 V gewahlt.
Diese Kollisionsenergien liegen im Bereich der fur SMX erhaltenen
Kollisionsenergien, jedoch erhoht der Gradient die Chance auch von SMX
verschiedene Quasi-Molekulionen zu detektieren. Es wurde berucksichtigt, dass die
Produkt-lonen nicht in protonierter Form, sondern auch als Natriumaddukt vorliegen
konnten und so Produkt-lonen mit einem m/z 114, 130 und 178 Da entstehen
konnten. Einen Gradienten von 20-40 V in der Kollisionsenergie wurde auch im
Neutralverlustmodus mit Verlusten von m/z 98, 146 und 162 Da sowie fur die doppelt
geladenen Spezies mit Verlusten von m/z 49, 73 und 81 Da getestet. Im negativen
lonisationsmodus wurden die gleichen Parameter wie im positiven lonisationsmodus
verwendet, lediglich die lonenspray-Spannung wurde auf - 4500 V, DP auf - 11V, EP
auf - 10 V und CXP auf - 11 V geandert. SMX zeigte im negativen lonisationsmodus
im Fullscan-Spektrum ein m/z von 252 Da. Bei Anwendung eines Gradienten der
Kollisionsenergie von - 20 bis - 40 V wurden die Fragmente m/z 156 Da und 92 Da
erhalten. Es ergaben sich daher Neutralverluste von m/z 96 Da und 160 Da bzw. fur
die doppelt geladenen Fragmente Verluste von m/z 48 Da und 80 Da. Es wurde
manuell nach positiven Signalen in den Massenspektren im Elutionsbereich von
5,5-6,5 min gesucht. Fur alle Messungen wurde ein m/z-Bereich von 50-800 Da
untersucht, wobei als scan rate 1000 Da/s gewahlt wurde.
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6. Anhang

Sulfamethoxazol (SMX)
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Abbildung A1: Darstellung von SMX und den in der Literatur bisher beschriebenen
Haptenstrukturen zur Synthese von Immunogenen oder Tracer fiir SMX- und

Sulfonamid-Immunoassays [94-100].
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Abbildung A2: Vereinfachtes Reaktionsschema zur Darstellung des neuen mit Fmoc
geschilitzten Haptens 10, welches zur Synthese des neuen Tracers 13 und
Immunogens 16 verwendet wurde.
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Abbildung A3: Vereinfachtes Reaktionsschema zur Darstellung des neuen Tracers 13 und
Immunogens 16.
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Abbildung A4: Elutionsprofil bei Aufreinigung des Reaktionsansatzes zur Darstellung von 13
mittels Gré8enausschlusschromatographie (PD-10-Séule).
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Abbildung A5: MALDI-TOF-Massenspektrum fiir das Immunogen 16 und ungekoppelte
Rinderserumalbumin.
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Abbildung A6: Massenspektrum (A-C) flir den Fall 2 aus Abbildung 36 bei Vermessung der
ftir SMX erhaltenen Neutralverluste. Gezeigt ist vergro3ert das Signal bei
einem m/z-Verhéltnis von 296 fiir N*-Acetyl-SMX. (D-F) Massenspektrum fiir
den Fall 1 aus Abbildung 36 bei Vermessung des Quasi-Molekdilions der fiir
SMX erhaltenen Fragmente. Gezeigt ist vergréBert das Signal bei einem
m/z-Verhéltnis von 250 fiir Sulfapyridin.
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Abbildung A7: (A) UV-Chromatogramm und (B) fiir das Signal bei 10,9 min erhaltenes
Massenspektrum fiir 1 bei Verwendung der HPLC-Methode 1.
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Abbildung A8: (A) UV-Chromatogramm und (B) fiir das Signal bei 10,6 min erhaltenes
Massenspektrum fiir 2 bei Verwendung der HPLC-Methode 1.
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Abbildung A9: (A) UV-Chromatogramm und (B) fiir das Signal bei 10,6 min erhaltenes
Massenspektrum fiir 3 bei Verwendung der HPLC-Methode 5.
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Abbildung A10: (A) UV-Chromatogramm und (B) fiir das Signal bei 12,1 min erhaltenes
Massenspektrum fiir 4 bei Verwendung der HPLC-Methode 5.
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Abbildung A11: (A) UV-Chromatogramm und (B) fiir das Signal bei 10,4 min erhaltenes
Massenspektrum fiir 5 bei Verwendung der HPLC-Methode 5.
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Abbildung A12: (A) UV-Chromatogramm und (B) fiir das Signal bei 10,2 min erhaltenes
Massenspektrum fiir 6 bei Verwendung der HPLC-Methode 5.
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Abbildung A13: (A) UV-Chromatogramm und (B) fiir das Signal bei 10,2 min erhaltenes
Massenspektrum fiir 7 bei Verwendung der HPLC-Methode 5.
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Abbildung A14: (A) UV-Chromatogramm und (B) fir das Signal bei 11,8 min erhaltenes
Massenspektrum fiir 8 bei Verwendung der HPLC-Methode 5.
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Abbildung A15: (A) UV-Chromatogramm und (B) fiir das Signal bei 14,3 min erhaltenes
Massenspektrum fiir 9 bei Verwendung der HPLC-Methode 5.
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Abbildung A16: (D) UV-Chromatogramm und (A, B und C) erhaltene Signale fiir die
erwarteten MRM-Ubergénge fiir 10 bei Verwendung der HPLC-Methode 5.

127



S_Q065H_090.1.1.11 2 o T ) @ 2 m zZodm sopzedbasg s = 3.0E+07
1H, BBI, 2q, 23.9.2016 | = it o s i ¥ EadR b iR | B s =
Haffmann, C6-X in THFE-D8 | NaA S [N 5 e [
| L4.58+07
i i | I H4.0E+07
] I 1] |
- I | L 10
A H— | ] ] F3.5E407
F3.0E+07
F2,5E+07
L2.0E+07
H1.5E+07
1
(
H1.0E+07
i . | F5.0E+06
(55 N | |
|
it
I AR,
LV Ak L |
0.0E+00
3 Pl g LI Lol
& AL bae: o 22 | & Fa | maa
——— ——— ——— ——— ————
13.0 125 12.0 11.5 110 10.5 10.0 95 9.0 85 80 7.5 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 -05

5.0065H 0993110 23 T % 88 RES¥ELER A g nd= te besdeder & [oveTee
BBI 13Cig, z 2 E S - 2 =ds gn mosmedeor o f
S Y 9 | '55% Zaassans o 8 ER: | HERERqEl = o
Hoffmann, C6-Xin THF-D8 | | | L ) P | I N R N B | |
+5.56+08
F5.0E+08
-4.5E+08
F4.0E+08
F3.5E+08
F3.05+08
r2.5E+08
F2.0E+08
F1.56+08
!
F1.0E+08
|
1 i | . Ls.0E+07
\ |
“ [l | il 3 it |
|
[ ol | T B | i h.lﬂd- it ] L |1|LL ™ i
T ‘ T T ‘ T ‘ T T ‘

T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 a0 70 60 50 30 20 10 i
f1 {(ppm)

Abbildung A17: "H-NMR-Spektrum (oben) und "*C-NMR-Spektrum (unten) fiir 10.
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Abbildung A18: Zuordnung der Signale aus dem 'H-NMR-Spektrum zu den entsprechenden
Protonen (oben) und aus dem "C-NMR-Spektrum zu den entsprechenden
Kohlenstoffatomen (unten) fiir 10.
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