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I EINLEITUNG UND AUFGABENSTELLUNG

1 Einleitung

Als Pestizide bezeichnet man alle zum Schutz von Nutz- und Kulturpflanzen eingesetzten
chemischen Substanzen zur Bekdmpfung von Schédlingen. Der Schutz der Kulturpflanzen
erstreckt sich auf die Vermeidung von Fra3schdden durch Schnecken, Nagetiere, Insekten
und deren Larven, auf die Abwehr von Parasiten sowie auf die Bekdmpfung von Wild-
krautern, die mit Nutzpflanzen um Wasser, Licht und Nihrstoffe konkurrieren. Neben
chemischen Pflanzenschutzmitteln (PSM) und Insektenlockstoffen werden auch sog.
mechanische Methoden, wie das Einsammeln von Schnecken oder verschiedene Boden-
bearbeitungstechniken zur Entfernung von Wildkriutern eingesetzt. Biologische Methoden
sind die Begilinstigung natiirlicher Feinde von Schadorganismen, wie z.B. der Einsatz von
Coccinellidae (Marienkifern) bei der Bekdmpfung von Blatt- und Schildldusen oder die
Resistenzziichtung. Ziel des integrierten Pflanzenschutzes ist es, alle Pflanzenschutzmal-
nahmen optimiert zu verbinden, um den Einsatz von Pestiziden auf ein notwendiges Mal3
beschrianken zu konnen, da deren Riickstinde in Umwelt und Lebensmitteln problematisch
sind [1].

Pestizide werden in die folgenden drei Hauptwirkgruppen eingeteilt: Insektizide zur
Insektenbekdmpfung, Fungizide zur Bekdmpfung von Pilzen und Herbizide zur Unkraut-
bekdmpfung. Von Bedeutung sind auflerdem Akarizide gegen Milben, Nematizide zur
Bekdmpfung von Fadenwiirmern, Molluskizide zur Bekdmpfung von Schnecken und
Rodentizide zur Bekdmpfung von Nagetieren [2].

Fungizide
28%

Herbizide o
43% Insektizide
b 18%
Sonstige Mittel Wachstumsregler
2% %

Abbildung 1:  Marktanteile der verschiedenen Pestizidgruppen in der Bundesrepu-
blik Deutschland: Inlandsabgabe an Wirkstoffen im Jahr 2003 [3].



Herbizide spielen auch weltweit mit einem Marktanteil von ca. 47% (2001) aller einge-
setzten PSM eine bedeutende Rolle [4]. Sie werden anhand ihres Wirkungsbereichs in
Totalherbizide, die zur Vernichtung der gesamten Vegetation, z.B. auf Gleisanlagen, ein-
gesetzt werden und in Selektivherbizide eingeteilt, welche lediglich eine hohe Wirksamkeit
gegen Schadpflanzen zeigen, die Nutzpflanze jedoch nicht schiddigen und somit in Kultur-
pflanzenbestéinden angewandt werden konnen. Die Ursachen fiir die Wirkungsselektivitat
beruht auf Unterschieden in Morphologie, Anatomie oder Metabolismuswegen von Kultur-
und Unkrautpflanze. Nach ihrer Wirkweise unterscheidet man zwischen Kontaktherbi-
ziden, die bei der Berlihrung mit Pflanzenteilen zu deren Absterben fiihren, und den syste-
mischen Herbiziden, welche nach der Aufnahme in die Pflanze iiber Blatter (Blattherbi-
zide) oder Wurzeln (Bodenherbizide) ihre Wirkung entfalten. Beziiglich des Anwendungs-
zeitpunktes wird eine Unterteilung in Vorsaat-, Vorauflauf- und Nachauflaufherbizide
getroffen. Vorauflaufherbizide werden nach der Saat, vor dem Keimen und Auflaufen der
Kulturpflanze appliziert, Nachauflaufherbizide danach [5, 6].

Die historischen Anfange der Herbizid-Anwendung reichen bis ins 18. Jahrhundert zuriick
Damals entdeckte man, dass Schwefelsdure eine pflanzenschadigende Wirkung zeigt [7].
Zunidchst wurden insbesondere anorganische Salze, wie Eisen- und Kupfersulfate, zur
Bekdmpfung von Unkrdutern herangezogen. Um 1900 erkannte man die herbizide
Wirkung von Chloraten. Auflerdem wurden Arsenate, Borate und Rhodanidsalze einge-
setzt, die mittlerweile aufgrund ihrer Toxizitit keine Bedeutung mehr haben. In den 30er
Jahren entdeckte man mit Dinitro-o-kresol erstmals die pflanzenschiddigende Wirkung
einer organischen Verbindung. Weitere Dinitrophenole und Pentachlorphenole folgten. Die
Markteinfithrung von chlorierten Phenoxycarbonséuren, wie beispielsweise 2,4-Dichlor-
phenoxyessigsdure (2,4-D), nach dem 2. Weltkrieg, ermdglichte eine selektive Bekdmp-
fung dikotyler Unkrduter in monokotylen Getreidepflanzen. Thre wachstumsstimulierende
Wirkung fiihrt dazu, dass der Stoffwechsel der Unkrautpflanze vollig unreguliert Nahr-
und Reservesubstanzen verbraucht und diese dadurch schlieBlich abstirbt. Allerdings
konnten sich in Folge auch Schadgréser, wie Avena fatua (Flughafer) ausbreiten, welche
wiederum ab 1946 mit speziellen Graminiziden, wie z.B. Triallat, das die Biosynthese von

langkettigen Fettsduren hemmt, bekdmpft wurden [4].

In den 50er Jahren wurden mit der Synthese der photosynthesehemmenden s-Triazine und
Harnstoffe zwei neue Stoffklassen fiir die selektive Unkrautbekdmpfung erschlossen. Im
Jahr 1982 folgte die Markteinfiihrung der hochselektiven und wirkungsstarken Herbizid-
klasse der Sulfonylharnstoffe (SUs) durch DuPont [8]. IThre Wirkung beruht auf der Hem-
mung des Enzyms Acetolactat-Synthase (ALS), welches fiir die Biosynthese der Amino-
sduren Valin, Leucin und Isoleucin notwendig ist. Da bereits geringe Substanzmengen eine
herbizide Wirkung zeigen, sind SUs auch im Hinblick auf die Vermeidung von moglichen

PSM-Riickstinden in Umwelt und Lebensmitteln interessant. Die Entwicklung hochaktiver
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Selektivherbizide, deren Aufwandmenge gering ist und die daher wenig umweltbelastend
sind, liegt weiterhin im Trend. So haben sich auch die SUs auf dem Markt etabliert und
ihre Absatzmengen sind in den vergangenen Jahren in Deutschland leicht gestiegen (vgl.
Tabelle 1). Aufgrund der geringen Aufwandmengen liegt ihr Anteil am gesamten Herbi-
zidabsatz bei lediglich 1%. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass der Herbizideinsatz
von Jahr zu Jahr wetterbedingten Schwankungen unterliegt.

Tabelle 1: Inlandsabsatz an Wirkstoffen in der Bundesrepublik Deutschland in
den Jahren 1996 bis 2003 (3, 9-11].

Jahr PSM [t] Herbizide* [t] SUs [t] SU-Anteil an
Herbiziden [%]
1996 35085 16541 53 0.3
1997 34648 16485 59 0.3
1998 38883 17267 74 0.4
1999 35402 15825 78 0.5
2000 35595 16610 78 0.5
2001 33663 14942 68 0.5
2002 34678 14328 69 0.5
2003 35755 15350 157 1.0

* Herbizide einschlieBlich Safener

Neben der Entwicklung neuer Hochleistungsherbizide, wird auch versucht, phytotoxische
Naturstoffe und deren synthetische Nachbildungen als Herbizide einzusetzen. Zur Erho-
hung der Kulturpflanzenvertraglichkeit von Herbiziden werden zudem vermehrt soge-
nannte Safener oder Antidote beigemengt [S]. Heute sind mehr als 30 experimentell besté-
tigte herbizide Wirkorte bekannt, von denen etwa 19 wirtschaftlich interessant sind. Aus
pflanzenphysiologischer Sicht sind diese Targets tiberwiegend in den Chloroplasten der
Pflanzenzelle lokalisiert. Da sich chemische Zusammensetzung und Wirkklassen von
Herbiziden sehr unterschiedlich gestalten, ist eine Auswahl der Hauptklassen in Tabelle 2

nochmals zusammenfassend dargestellt.



Tabelle 2: Auswahl wichtiger Herbizidklassen im Uberblick [4, 7].

Wirkmechanismus Stoffklasse Beispielsubstanz

Hemmung der Photosynthese

(Photosystem II) Triazine Atrazin
Uracile Bromacil
Benzothiadizole Bentazon
Harnstoffe Isoproturon

Hemmung der Biosynthese von Aminosiuren

»  Acetolactat-Synthase-Inhibitoren Sulfonylharnstoffe ~ Amidosulfuron
Imidazolinone Imazaquin
»  FEnolpyruvylshikimat-3-Phosphat-Synthase- Glyphosat
Inhibitoren
*  Glutamin-Synthetase-Inhibitoren Glufosinat

Hemmung der Fettsidure-Biosynthese
" Acetyl-Coenzym-A-Carboxylase-Inhibitoren ~ Aryloxypropionate  Fenoxaprop

Cyclohexenone Clethodium
» [nhibitoren der Biosynth. langkettiger FS Thiolcarbamate Triallat
Hemmung der Zellteilung Chloracetanilide Acetochlor
Dinitroaniline Trifluralin
Hemmung der Cellulose-Biosynthese Diverse Strukturen
Herbizide mit Pflanzen-Hormonwirkung Pyridincarbonsdure  Diflufenzopyr

Rechtlich gesehen, bildet die Richtlinie 91/414/EWG die europdische Rechtsgrundlage fiir
das Inverkehrbringen von PSM. Es soll in erster Linie gewdhrleistet werden, dass kein
PSM, das in der EU in Verkehr gebracht wird, schiadliche Wirkungen auf die Gesundheit
von Mensch und Tier oder unannehmbare Auswirkungen auf die Umwelt hat. Einzelne
Grenzwerte sind in einzelstaatlichen Regelungen, wie der deutschen Trinkwasserverord-
nung [12] und der Riickstands-Hochstmengenverordnung [13] geregelt. Fiir Trinkwasser
gilt, einzelne PSM-Riickstinde betreffend, der Grenzwert von 100 ng/L. Die Summe aller
enthaltenen Pestizide darf auerdem den Summengrenzwert von 500 ng/L nicht iiberstei-
gen. Bei Lebensmitteln gelten fiir einzelne Substanzen verschiedene Grenzwerte. Fiir SU-
Riicksténde liegen die Grenzwerte zwischen 0.01 bis 0.05 mg/kg.

Weltweit befinden sich liber 800 PSM-Wirkstoffe auf dem Markt. In Deutschland sind
derzeit iiber 240 Wirksubstanzen in mehr als 900 Produkten, die einer speziellen Zulassung
bediirfen, im Handel erhéltlich. Bei dieser Vielzahl an Verbindungen ist eine umfassende
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Analytik und Riickstandskontrolle &duBlerst schwierig. In der Regel muss eine Auswahl an
moglichen Inhaltsstoffen getroffen werden, auf deren Vorhandensein dann gezielt gepriift
wird. Wie der sog. ,Nitrofen-Skandal®“ im Jahr 2002 zeigte, kann nie ausgeschlossen
werden, dass einzelne Verbindungen sich noch im Verkehr befinden, obwohl sie bereits,
wie im Fall von Nitrofen, seit 1988 in der EU verboten waren [14].

In der Riickstandsanalytik von PSM werden Multi-Methoden eingesetzt, die darauf zielen,
ein moglichst breites Spektrum an Analyten gleichzeitig zu erfassen. Etablierte Methoden
basieren hdufig auf der gaschromatographischen Messung vorgereinigter Extrakte. Die
gesuchten Pestizide miissen allerdings ausreichend fliichtig sein, damit sie flir die
Gaschromatographie (GC) zugénglich sind. Sulfonylharnstoffherbizide, fiir die in der
vorliegenden Arbeit Analysemethoden entwickelt wurden, konnen mittels GC nur nach
vorausgegangener Derivatisierung bestimmt werden. Das bisher am héufigsten beschrie-
bene Verfahren zur Analyse von SUs ist die HPLC-UV-Detektion. Bei dieser Methode
miissen jedoch komplexe Lebensmittelmatrices einer relativ aufwindigen Probenvorbe-
reitung unterzogen werden, da die Probenextrakte weitgehend von Matrixbestandteilen
befreit werden miissen. Weniger stark vorgereinigte Extrakte sind im Fall einer
massenspektrometrischen Detektion, speziell bei Tandem-MS-Messungen, notwendig.
Daher und aufgrund ihrer hohen Nachweissicherheit gewinnt die Massenspektrometrie
(MS) zunehmend an Bedeutung in der Spurenanalytik. Um die Probenaufarbeitung zu
rationalisieren, werden zudem vermehrt On-line-Methoden entwickelt, die es iiber eine
Saulenschaltung ermoglichen, fliissige Proben oder Probenextrakte direkt in die Apparatur
zu injizieren, die Analyten auf einer entsprechenden Adsorberphase anzureichern und dann

direkt ins analytische LC-System zu eluieren.



2 Aufgabenstellung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, immunologische, chromatographische und
massenspektrometrische Methoden zur Anreicherung und Bestimmung von Sulfonyl-
harnstoftherbiziden zu entwickeln.

Es sollten zundchst gruppenselektive Antikorper hergestellt werden, die moglichst viele
SUs erkennen (sog. Breitbandantikorper). Daflir wurde mit drei verschiedenen Molekiil-
strukturen immunisiert, da die Wahrscheinlichkeit, dass vom Immunsystem Antikdrper mit
unterschiedlichen Querempfindlichkeiten gebildet werden, steigt, wenn die Analytmole-
kiile in verschiedenen Orientierungen présentiert werden. Die Synthese der drei unter-
schiedlichen Immunogene und die Herstellung von polyklonalen und monoklonalen Anti-
korpern war Gegenstand der Arbeit.

Die gewonnenen Antikorper sollten Anwendung im Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) und in Immunadsorbern fiir die Anreicherung von SUs aus wissrigen Matrices
und Lebensmittelextrakten finden. Es war Zielsetzung, die Einsetzbarkeit des entwickelten
Immunadsorbers fiir Off- und On-line-Anreicherungen in der Fliissigchromatographie (LC)
sowie die Kombinierbarkeit mit der Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) aufzuzei-
gen. Fiir die Immobilisierung der Antikérper war Sol-Gel-Glass als Tragermaterial vorge-
geben. Begleitend galt es, ein entsprechendes Saulenschaltsystem fiir die On-line-LC-
Analytik von SUs und ein massenspektrometrisches Detektionsverfahren zu entwickeln.
SchlieBlich sollten die entwickelten Methoden fiir verschiedene Wasser- und Lebens-
mittelproben validiert werden.
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I THEORETISCHE GRUNDLAGEN

1 Sulfonylharnstoffherbizide

Die zur Wirkgruppe der Acetolactat-Synthase-Inhibitoren gehdrenden Sulfonylharnstoff-
herbizide stellen eine Herbizidklasse mit rund 30 verschiedenen Einzelverbindungen dar.
Ihre gro3e Bedeutung, besonders im Getreideanbau (bei Weizen, Reis, Mais), ist vor allem
auf ihre selektive Wirkung gegen dikotyle Unkrduter und ihre hohe Wirksamkeit bei
geringer Anwendungsdosis zuriickzufiihren. Durch die Entwicklung neuer Synthesewege
wurden strukturell sehr unterschiedliche SUs gewonnen und fiir neue Anwendungen, wie
z.B. den Kartoffelanbau, erschlossen [15].

1.1 Historische Entwicklung

Seit ihrer Entdeckung durch LEVITT im Jahr 1975 sind die Sulfonylharnstoftherbizide ein
Hauptforschungsgebiet fiir viele Hersteller von Agrochemikalien. Anfang der 80er Jahre
wurden die beiden SUs Chlorsulfuron und Sulfometuron-methyl erstmalig von DuPont
eingefiihrt. Spéter folgte Metsulfuron-methyl, das in seiner herbiziden Wirkung gegentiiber
Chlorsulfuron in der Kontrolle von Veilchen und Knéterichgewdchsen iiberlegen ist,
jedoch nicht in seiner Aktivitit gegen Kettenlabkraut. Bis heute haben weltweit insgesamt
acht Firmen etwa 30 SUs registrieren lassen: BASF, BayerCropScience, DuPont, ISK,
Monsanto, Nissan, Syngenta und Takeda [16]. Die Entwicklung neuer SUs fiihrte zu einer
Vielfalt von Produkten mit speziellen Wirkspektren und Anwendungsgebieten. Darunter
befinden sich auch Kombinationspréparate, die bis zu zwei SUs gleichzeitig enthalten oder
mit Herbiziden anderer Wirkklassen vermischt sind. In Deutschland sind derzeit 33 Prépa-
rate registriert, die insgesamt 15 verschiedene SUs enthalten (Stand Juli 2004). Zudem
wurden in letzter Zeit mehrere neue SUs fiir den deutschen Markt zugelassen. Zu diesen

neueren SUs zédhlen beispielsweise Imazosulfuron und Sulfosulfuron [17].

1.2 Physikalisch-chemische Eigenschaften

SUs sind schwach polare, nicht fliichtige Verbindungen, die in Reinform als weille oder
farblose Salze vorliegen. Thre Schmelzpunkte liegen im Bereich von 145-205°C [18, 19].
In Losung reagieren sie schwach sauer mit pKs-Werten zwischen 3.5 und 5.2. Thre Los-
lichkeit in Wasser und organischen Losungsmitteln ist abhdngig vom pH-Wert [20]. Eine
Ubersicht iiber die physikalischen Eigenschaften ausgewihlter SUs ist in Tabelle 3 darge-
stellt.



Tabelle 3: Physikalische Eigenschaften der Sulfonylharnstoffherbizide [18-20].
Substanz Schmp. Dampfdruck pKs Laoslichkeitin  Verteilungs-
[°C] [nPa]” H,0 [g/L]” koeffizient
(log Po/w)

pHS pH7 pHS pH7

Azimsulfuron 170 4 3.6  0.072 1.05 443 0.043

Chlorimuron-ethyl 185-187 0.49 4.2 0.011 1.20 251 036

Chlorsulfuron 174-178 3 3.6 0300 279 - -
Cinosulfuron 145 0.1 45 0.082 3.70 - -0.20
Flupyrsulfuron- - <1 49 0060 060 -0.02 -1.20"
methyl-Natrium

Metsulfuron-methyl 162 11 38. 0550 280 0.00 -1.85
Nicosulfuron 172-173 <0.8 46  0.400 120 -036 -1.77
Primisulfuron-methyl 203 <1 5.1 0.001 0.07 - 0.20
Prosulfuron 155 <35 3.8 0.087  4.00 1.50 -0.21
Rimsulfuron - 1500 40 0.135 7.30 - -1.47

Sulfometuron-methyl ~ 203-205  7.3x10° 5.2 0.008 0.07 1.18 -0.51

Sulfosulfuron 201-202 30.5 3.5 0.018 1.63 0.73  -0.77
Thifensulfuron-methyl 171 7.5 4.0 0.220 2.24 0.52 -1.57
Triasulfuron 188-189 2100 4.6  0.032 8.15 1.10  -0.59
Tribenuron-methyl 141 36000 5.0 0.050  0.30" - -0.44
Schmp. = Schmelzpunkt

* beipH 6

** bei 20°C

Die Grundstruktur aller SUs bildet das Sulfonylharnstoff-Geriist (R;-SO,-NH-CO-NH-R;).
Die substituierten Reste R; und R, konnen unterschiedliche Struktur aufweisen. In der
Regel ist der Substituent R jedoch ein Triazin- oder Pyrimidin-Derivat. Der Substituent R;
ist entweder aliphatischer, aromatischer oder auch heterocyclischer Natur. In Tabelle 4
sind alle in dieser Arbeit einbezogenen SUs aufgefiihrt.
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Tabelle 4: Sulfonylharnstoffherbizide [21].
Name Abkiirzung Struktur M,
[g/mol]
Sulfonylharnstoffe mit Triazin-Ring
Q
SOTNH—C—NH\(N\(Rz
R, N \/ N
R3

R, R, R;
Chlorsulfuron CLS -Cl -OCH,3 -CH3 357.8
Cinosulfuron CIS -OCH,CH,CH;  -OCHjs -OCH3 413.4
Ethametsulfuron- ESM -COOCH; -OCH,CH,3 -NH-CH,3 410.4
methyl
Metsulfuron-methyl ~ MSM  -COOCH;s -OCHj -OCHj 381.4
Prosulfuron PRS -CH,CH,CF3 -OCHj -CHs 4194
Triasulfuron TRS -OCH,CHCI -OCH; -CH3 401.8
Tribenuron-methyl TBM O CHy 395.4

(;[so2 NH—C—N N 0-CHs

COOCH; N / N
CH3

Triflusulfuron-methyl TFSM CHs 478.4

(jiso2 NH— C NH\( - 0-CH2-CF3

COOCH; N\/N
N(CH3)

lodosulfuron-methyl  ISM 507.3

\O\/soz NH— c NHYN\ O-CHs
COOCH;3 N\/N

CHj
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Fortsetzung Tabelle 4:
Name Abkiirzung Struktur M,
[g/mol]
Sulfonylharnstoffe mit Pyrimidin-Ring
CO-R; o
SOZ—NH—&—NHYN\ Ry
N \;
R3
R1 R2 R3
Chlorimuron-ethyl CIE -CH,CH,3 -OCH,3 -Cl 414.8
Oxasulfuron 0XS Q -CH; -CH; 406.4
—c—o-<>o
Primisulfuron-methyl PRSM  -CHs; -OCHF, -OCHF, 468.3
Sulfometuron-methyl SMM  -CHs -CHs -CHs 364.4
Mesosulfuron MSS COOCH; 0 503.5
SOZ—NH—C—NH\(N\ O-CHs
CHy-NH-SO,-CHs O-CHj
Pyridylsulfonylharnstoffe
Q
NN SOZ—NH—C—NH\I/N\ O-CHs
R N \)/
O-CHj
R
Flazasulfuron FLS -CF; 407.3
Nicosulfuron NIS -CO-N(CHs). 410.4
Rimsulfuron RIS -S0O,-CH,CH; 431.4
Flupyrsulfuron- FLSM COOCH; 487.4

methyl-Natrium

0
AN SOZ—N_—&—NHYN\ O-CH,
N Na* N\;

CF, O-CH,
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Fortsetzung Tabelle 4:
Name Abkiirzung Struktur M,
[g/mol]
Sulfonylharnstoffe mit Heterocyclen
Azimsulfuron AZS HSCN/N 424.4
L\
N
YSOZ NH— c NHY O-CH;
-y
O-CH,
Imazosulfuron IMS 412.8
&302 NH— c NH\( O-CHs
O-CH
Sulfosulfuron SUS : 470.5
X: -SOQC2H5
Halosulfuron-methyl HSM R:-CH; X:-CI 434.8
ROOC
{\]/so2 NH— C NHY 0-CHs
X
\ —N
N™""CHj,
O-CHj
Pyrazosulfuron-ethyl PSE R: -CH,CH,  X: -H 414.4
Flucarbazon FLU Ry: -OCF; R,: -OCHjs 418.3
o\ Chs
SO,—NH—C—N
-y
R4
Propoxycarbazon PROP 398.4
R1:'CO2CH3 Rz: -OC3H7
Thifensulfuron-methyl THI 387.4

ST Cco0CH;

N

~

C

H

3

N

qso »—NH— C NHT \ro CHs




12

Fortsetzung Tabelle 4:
Name Abkiirzung Struktur M,
[g/mol]
Benzyl-, Anilin- und Phenoxy-Sulfonylharnstoffe
Q
X—SOZ—NH—C—NHj/ N 0-CHs
R N \;
O-CHj
R X
Bensulfuron-methyl ~ BSM -COOCH;z -CHo- 410.4
Cyclosulfamuron CSM Q -NH- 421.4
N C —_—
Etoxysulfuron ETOX -OCH,CHj -O- 398.4
Sulfonamido-Sulfonylharnstoffe
Amidosulfuron AMS H3C'|302 o 369.4
N—S0,—NH—C—NH~_~Nx_-0-CHs
HaC” T
NG
O-CHs

1.3 Herstellung

Fiir die Herstellung von Sulfonylharnstoffen werden hauptsidchlich zwei Synthesemetho-
den angewandt (vgl. Abbildung 2) [21]. Ein Weg ist die Umsetzung von Arylsulfon-
amiden mit [socyanaten oder Phenylcarbamaten. Phenylcarbamate werden beispielsweise
bei der Herstellung von Halosulfuron-methyl und Flupyrsulfuron-methyl eingesetzt. Die
zweite Methode ist die Reaktion von Arylaminen mit Arylsulfonylisocyanaten (z.B. bei
Chlorsulfuron, Sulfometuron-methyl und Thifensulfuron-methyl) bzw. Phenyl-N-Phenyl-
sulfonylcarbamaten (z.B. zur Herstellung von Etoxysulfuron).

Fiir die Gewinnung der aufgefiihrten Vorstufenprodukte sind oft mehrere Syntheseschritte
notwendig. Um nur ein Beispiel ndher auszufiihren, wird die Synthese von Sulfometuron-
methyl im Folgenden umfassend dargestellt (Abbildung 3). Man setzt dabei Saccharin im
sauren Milieu mit Ethanol zum entsprechenden Sulfonamid um. Durch Phosgenierung
unter Verwendung des Hilfsisocyanats Butylisocyanat, wird das bendtigte Arylsulfonyl-
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isocyanat gewonnen. In der Endstufe wird das Sulfonylisocyanat mit dem entsprechenden

Aminoheterocyclus umgesetzt [5].

.

SO,NH,
R; +

. PhOOCHN ~o R
Arylsulfonamid T

Z

( )

SO,NCO
Rn

Arylsulfonylisocyanat

SO,NHCOOPh
Ra

OCN\”/ ~

N

N

/

R;

Isocyanat
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Abbildung 2:  Hauptsynthesewege zur Herstellung von SUs [21].
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Abbildung 3:  Synthese von Sulfometuron-methyl [5].

1.4 Wirkung und Anwendung

1.4.1 Herbizide
1.4.1.1 Acetolactat-Synthase (ALS)

Acetolactat-Synthase (ALS) steht, ausgehend von Pyruvat und 2-Oxobutyrat, am Beginn
der Syntheseketten zu den verzweigten Aminosduren Valin (Val), Leucin (Leu) und Iso-
leucin (Ile). Zwei physiologische Reaktionen werden von der ALS katalysiert. Wéhrend
die Kondensationsreaktion von zwei Molekiilen Pyruvat zur Bildung von 2-Acetolactat
und CO, fiihrt, entstehen aus Pyruvat und 2-Oxobutyrat die Kondensationsprodukte
Acetohydroxybutyrat und CO,. Diese Stoffwechselwege kommen in Pflanzen und Mikro-
organismen, wie Bakterien, Pilzen und Algen vor, nicht jedoch im Organismus von Sduge-
tieren. Das Enzym, das fiir die Biosynthese von verzweigten Aminosiduren notwendig ist,
ist ein Flavoprotein, das FAD (Flavin-Adenin-Dinucleotid) als prosthetische Gruppe ent-
hilt. AuBerdem besitzt es die fiir seine Aktivitdit notwendigen Cofaktoren Thiamin-
pyrophosphat sowie ein di- oder trivalent gebundenes Metall. Das aus Pflanzen- oder
Hefezellen isolierte Enzym besteht aus einem einzigen Polypeptidtyp (ca. 60 kDa) und
kommt in der Gegenwart von Pyruvat als Oktamer oder Tetramer (ca. 240 kDa) vor [22].
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Isoleucin Valin ¢

Y
/
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Abbildung 4:  Biosyntheseweg zu den verzweigten Aminosiduren Valin, Leucin und
Isoleucin [7, 23].

1.4.1.2 ALS-Hemmung durch Herbizide

ALS-hemmende Herbizide konnen von sehr unterschiedlicher Molekiilstruktur sein. Neben
den SUs sind in dieser Wirkgruppe vor allem Imidazolinone, Triazolpyrimidinsulfonamide
und Pyrimidinylcarbonsdure-Herbizide von Bedeutung [23]. Die ALS-Hemmer binden
relativ langsam an das Enzym (,,slow binding“-Hemmstoff). So wird die volle Wirksam-
keit erst nach 1-2 h erreicht. Man nimmt an, dass die ALS eine Bindungstasche besitzt, die
auBlerhalb des funktionellen ALS-Reaktionszentrums liegt (,,extraneous site*), an welche
die Hemmstoffe binden.

Die Hemmung der ALS in vivo fiihrt primér zur Akkumulation von 2-Oxobutyrat und nach
dessen Transaminierung auch von 2-Aminobutyrat. Pyruvat wird nicht angereichert, da es
im Intermedidrstoffwechsel in vielfdltiger Weise metabolisiert werden kann. Dies fiihrt
dazu, dass die Konzentration der drei Aminosduren Val, Leu und Ile in den meristemati-
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schen Pflanzengeweben auf etwa 50% erniedrigt wird. In den anderen Pflanzengeweben ist
eine Verarmung dieser Aminosduren jedoch nicht erkennbar, da die Protein-Hydrolyse
durch ALS-Hemmer gleichzeitig gesteigert wird. Die Herbizidwirkung kann zudem durch
die gleichzeitige Anwendung von Val, Leu und Ile verhindert werden, da die Pflanze die
benodtigten Aminosduren auch von auflen aufnehmen kann und sie nicht zwingend selbst

produzieren muss [7].

Die ALS-Hemmung zieht eine Reihe von Verdnderungen beziiglich der Inhaltsstoffe und
Biosyntheseraten in der Pflanze nach sich. So wird 5-8 h nach der Herbizid-Anwendung
die DNA-Synthese um 80% gehemmt und die Mitose gestoppt. Nach 25-30 h sind aufler-
dem RNA-Synthese und Atmung um etwa ein Drittel vermindert. Eine weitere Folge ist
die starke Hemmung des Stofftransports von Saccharose, Aminosduren und anderen
Produkten, die in den Blattern gebildet werden. Damit reichern sich diese Stoffe in den
Bléttern an. Wéhrend die genauen Zusammenhidnge von Ursache und Wirkung einzelner
Folgen der ALS-Hemmung noch nicht ausreichend geklért sind, kann jedoch zusammen-
fassend festgestellt werden, dass es infolge der ALS-Hemmung zu einer allgemeinen
Stoffwechsel-Entgleisung kommt, die letztlich dazu fiihrt, dass die Unkrautpflanze geschi-
digt wird und abstirbt. Die Kulturpflanze bleibt dann unbeschadet, wenn sie den Wirkstoff
so schnell abbauen kann, dass keine ALS-Hemmung eintritt.

1.4.1.3 Selektive Wirkung und Wirkkraft

Die selektive Wirkung der SUs begriindet sich also auf der unterschiedlichen Féhigkeit von
Pflanzen diese zu metabolisieren. Der Einsatz von SUs kommt damit nur bei Kulturpflan-
zen in Frage, die die Herbizide schnell in unwirksame Metaboliten abbauen. Innerhalb der
Herbizidgruppe der SUs gibt es strukturell dhnliche Verbindungen, die dennoch hinsicht-
lich ihrer biologischen Wirksamkeit sehr unterschiedlich sind. Durch Synthesen struktur-
verwandter Verbindungen konnten Herbizide mit neuem Selektivitditsmuster oder auch

zum Teil giinstigerem Umweltverhalten hergestellt werden.

Die hohe Effizienz der SUs, die zu geringen Einsatzmengen von 10 bis 100 g Herbizid pro
Hektar fiihrt, liegt in der hohen Wirksamkeit am Targetenzym ALS begriindet. Es reichen
10 bis 100 nM fiir eine fast vollstindige Enzymhemmung aus. Die volle Effektivitit tritt
jedoch erst nach 1 bis 2 h ein. Andere ALS-Inhibitoren, wie Triazolpyrimidinsulfonamide
zeigen eine vergleichbare Wirksamkeit, wohingegen Imidazolinone eine etwa um das 10-
fache geringere Wirkungskraft besitzen und daher in Anwendungsdosen vom 100 bis
1000 g pro Hektar eingesetzt werden. Hinsichtlich ihrer ALS-Hemmung ist die Wirkkraft
der Imidazoline sogar nur um das 50- bis 100-fache niedriger als die der SUs. Durch eine
hohere Aufnahmeeffizienz in die Pflanze und durch andere Bindungseigenschaften der
Imidazole am ALS lésst sich die teilweise Kompensation der schwicheren Wirkung er-
klaren [23].
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1.4.1.4 Safener

SUs werden auch in Verbindung mit Herbizid-Safenern eingesetzt [24]. Safener sind Mit-
tel, die dazu dienen, die phytotoxische Wirkung von applizierten Herbiziden bei Kultur-
pflanzen ganz oder weitgehend aufzuheben. Sie werden auch als Herbizid-Antidote
bezeichnet. Thr Einsatz zusammen mit SU-Herbiziden ist nicht zwingend notwendig, da die
SUs selbst sehr selektiv wirkende Verbindungen darstellen. Trotzdem hat es sich in der
Praxis oft als hilfreich erwiesen, sie bei bestimmten Anwendungen gemeinsam mit Safe-
nern einzusetzen. So kann z.B. die Vertrdglichkeit von Bensulfuron-methyl in Reis durch
Zusatz der Safener Fenclorim, Daimuron oder Dimepiperate verbessert werden. Safener
werden bislang nur bei monokotylen Nutzpflanzen (Getreide, Mais, Reis) eingesetzt, fiir
dikotyle Kulturen (Zuckerriibe, Baumwolle) konnten bislang keine marktfahigen Produkte
entwickelt werden. Sie induzieren Enzymsysteme, die Herbizide schnell entgiften konnen.
Zu diesen Enzymen gehdren O-Glucosyltransferasen, Cytochrom-P-450-Monooxygenasen
(MOG) und Glutathion-S-Transferasen (GST). Bei SUs besteht die Moglichkeit der Herbi-
zidentgiftung in erster Linie durch MOG. Bei Chlorimuron-ethyl in Mais wurde aber auch
eine Erhohung der Metabolisierungsrate durch Stimulierung von Hydroxylierung, O-Glu-
cosidierung und Glutathion-Konjugation durch die Substanz LAB 145138 nachgewiesen
[7]. Neuere Safener schiitzen spezifisch nur eine Kultur gegen ein Herbizid. Es ist weit-
gehend anerkannt, dass die erhohte Herbizidtoleranz von Kulturpflanzen durch Safener
letztlich auf deren Regulation der Expression von Genen, die in den Herbizidmetabolismus

involviert sind, zuriickzufiihren ist.

1.4.2  Antidiabetika
1.4.2.1 Historische Entwicklung

Der Einsatz von Sulfonylharnstoffen und Gliniden als oral anwendbare Antidiabetika
wurde zufillig entdeckt [25]. Anfang der 1940er Jahre wurde in Frankreich erstmalig die
synthetische Verbindung Sulfonamidothiodiazol als Chemotherapeutikum eingesetzt und
dabei deren hypoglykdmische (blutzuckersenkende) Wirkung erkannt. Die Substanz
stimuliert die B-Zellen des Pankreas und erhoht somit die Insulinsekretion. 1956 wurde
dann Sulfonylbutylharnstoff, auch Carbutamid genannt, als erstes orales Antidiabetikum
von den Firmen Boehringer Mannheim und Hoechst auf den Markt gebracht. Kurz darauf
folgte die Markteinfithrung von Tolbutamid und Chlorpropamid, welche im Gegensatz zu
Carbutamid keine bakteriostatische Wirkung mehr besafen, so dass eine Abtrennung der
blutzuckersenkenden von der chemotherapeutischen Wirkqualitét erreicht werden konnte.

Die weitere Entwicklung der Sulfonylharnstoffe fiihrte zu viel potenteren Mitteln, die in
wesentlich geringeren Anwendungsmengen eingesetzt werden konnten. Wiahrend man die
Sulfonylharnstoff-Antidiabetika der 1. Generation, wie z.B. Tolbutamid, in Tagesdosen
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von 0.5 bis 3.0 g einsetzen musste, sind die Priparate der 2. Generation bereits im Milli-
gramm-Bereich wirksam. Beim Wirksamkeitsvergleich gibt die sog. EDso-Dosis diejenige
Wirkstoffmenge an, die in mg pro kg Korpergewicht notwendig ist, um den Blutzucker um
30% zu senken. Bis heute wurden iiber 20 000 verschiedene Substanzen mit Sulfonyl-
harnstoffstruktur synthetisiert, wovon in Deutschland sieben verschiedene Sulfonylharn-
stoffderivate als Antidiabetika im Handel sind. Bei allen sieben Vertretern ist die Sulfon-
amidgruppe mit einer Carbamoylgruppe zur typischen Sulfonylharnstoffgruppe verkniipft.

1.4.2.2 Chemische Zusammensetzung

Wihrend Carbutamid eine fiir die chemotherapeutische Wirksamkeit essentielle Amino-
gruppe als R;-Rest enthielt, wurde diese in der Weiterentwicklung zum Tolbutamid durch
eine Methylgruppe ersetzt (vgl. Tabelle 5).

Tabelle 5: Sulfonylharnstoff-Antidiabetika [26].

Name Struktur Tagesdosis ED30*
[mg] [mg/kg KG]

SO,—NH—C—NH—R,

Ry
R, R,
Tolbutamid -CH3; -CH,CH,CH,CH3 500-3000 25
Glibornurid -CH3 12.5-75 0.374
HO
Glisoxepid Q < 2-16 0.052
C—NH—CHs~CHz N
Iy
HeC™ ™\
Glibenclamid 1.75-14 0.032

o)
CI\©:(I)NH—CHZCH2—
OCH;

* Notwendige SU-Menge zur Senkung des Blutzuckers um 30%
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Die Variation des R;-Restes, z.B. durch Einfithrung einer Acylaminoalkylgruppe, fiihrt zu
einer Erhohung der Lipophilie des Gesamtmolekiils und damit zu einer deutlichen
Wirkungssteigerung, die bei Glibenclamid, Glisoxepid oder Glibornurid niedrigere Tages-
dosen erforderlich macht [26]. Durch Variation des R,-Restes konnte ebenfalls eine
Wirkungssteigerung erzielt werden, insbesondere durch Einfithrung eines cycloaliphati-
schen oder eines N-heterocyclischen Restes. Verdnderungen am Molekiil durch Variation
von R; und R; fiihren aber nicht zu einer wesentlichen Erweiterung des Wirkspektrums,
sondern beeinflussen lediglich die Wirkstérke. Alle Sulfonylharnstoff-Antidiabetika sind
lipophile Substanzen und daher bei neutralem oder physiologischem pH-Wert in wissri-
gem Milieu schlecht oder gar nicht loslich. Bei leicht alkalischem pH-Wert, wie er
beispielsweise im Diinndarm vorherrscht, sind sie jedoch unter Salzbildung 16slich.

1.4.2.3 Wirkung

Bei Diabetespatienten ist in erster Linie der Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel nicht
ausreichend durch Insulin reguliert. Dies fiihrt zu erhéhten Blutglucosespiegeln, die ohne
Behandlung eine Reihe von Stoffwechselstorungen zur Folge haben. Etwa 5-10% der
Patienten leiden an der Typ-I-Diabetes, einer Krankheitsform, die nur durch zugefiihrtes
Insulin kompensiert werden kann, da die Bauchspeicheldriise kein eigenes Hormon mehr
bereitstellt. Nach heutigem Kenntnisstand liegt die Ursache dafiir in der autoimmunen
Zerstérung von insulinproduzierenden [-Zellen, die bei entsprechender genetischer
Veranlagung durch Virusinfektionen ausgelost wird. Bei der weitaus hdufigeren Typ-II-
Diabetes sind die B-Zellen oft noch jahrelang partiell funktionsfihig, wenngleich unzu-
reichend reguliert. Sulfonylharnstoffe bewirken, dass die B-Zellen des Pankreas vermehrt
Insulin freisetzen. Sie eignen sich daher nur zur Mobilisierung des endogenen Insulins bei
Typ-II-Diabetikern [27].

1.5 Reaktivitit und Stabilitit

1.5.1 Hydrolyse

SU-Herbizide werden in wiéssrigen Losungen sowie im Boden hydrolytisch gespalten. Es
wurde festgestellt, dass die Hydrolyseraten in sterilen Bodenproben, in denen kein mikro-
bieller Abbau mehr stattfinden kann, geringer sind als in den entsprechenden nativen
Bodenproben. Damit konnte bewiesen werden, dass sowohl chemische als auch mikro-
bielle Abbaumechanismen vorliegen konnen. BERGER ET AL. zeigten, dass die Abbauwege
von SUs in wissrigen Pufferlosungen maBigeblich vom pH-Wert der Losung bestimmt
werden. Die Hydrolyse von 12 SUs lief bei pH-Werten unter 6.2 und iiber 10.2 am
schnellsten ab. Unabhingig vom pH-Wert folgte die Hydrolyse einer Reaktionskinetik
pseudoerster Ordnung. AuBlerdem spielte die Temperatur eine wesentliche Rolle [28, 29].



20

SO,—NH, HZNW/ \(OCH3 SO,— N c NH | N -OCHs
N N
COOCH;, 7 COOH \/

CH3 CH3
Spaltung der Esterspaltung
Sulfonylharnstoffbriicke
Q Q
S0;~NH—C—NH~ N OCHs . SO0,—N—C—NH~_ N _OCHs
jN|/ N — > ) I\l N
COOCH;, \/ -H* COOCH; \/
CHs CH3
Metsulfuron-methyl Metsulfuron-methyl

p pH=7bzw. 10

S0,—NH— c NHY \(OH

N

COOCH, \/

CH3

H=4
Hydrolyse
der
Methoxygruppe

Ring6ffnung

o 0] o] 0

$0,—NH—C—NH—C—NH—C —NH—C—CHj
i: :COOCH3

Abbildung 5:  Hydrolysewege von SUs am Beispiel von Metsulfuron-methyl [28].

In saurem Milieu liegt die Sulfonylharnstoffbriicke der Herbizide protoniert vor. In dieser
Form konnen SUs {iiber Briickenspaltung in einen Sulfonamidrest und einen Amino-
pyrimidin- bzw. Aminotriazinrest hydrolysiert werden (vgl. Abbildung 5). Andererseits
kann das SU-Gesamtmolekiil auch iiber eine Hydrolyse der Methoxy-Substituenten am
Pyrimidin- bzw. Triazinring zur entsprechenden Hydroxyverbindung reagieren. Bei SUs,
die Triazinderivate enthalten, wie beispielsweise MSM, Chlorsulfuron, Triasulfuron und
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Prosulfuron [30], kommt es zu einer irreversiblen Ring6ffnung des Triazins. Bei den
entsprechenden Pyrimidinderivaten konnte eine Ring6ffnung nicht beobachtet werden. Die
erhaltenen Hydrolyseprodukte konnen iiber Demethylierungen und Decarboxylierungen
weiter abgebaut werden.

In neutraler und alkalischer Losung liegen SUs in ihrer anionischen Form vor. Im Gegen-
satz zur sauer katalysierten Hydrolyse, kommt es bei pH-Werten > 10 zur reversiblen
Esterspaltung, die speziell bei Thifensulfuron-methyl Bedeutung hat (vgl. Abbildung 8).
AuBerdem tritt bevorzugt die nukleophile Substitution der Methoxygruppe des Triazin-
bzw. Pyrimidinringes durch eine OH-Gruppe auf, die aber auch im Sauren stattfindet.
Daneben kommt es ebenfalls zur Briickenspaltung und zur Ring6ffnung am Triazin.

Bei der Hydrolyse von Rimsulfuron und Flupyrsulfuron-methyl-Natrium, zwei SUs mit
substituierten Pyridin- (R;) und Pyrimidin-Resten (R;), wurden aulerdem Hauptmetabolite
gefunden, die aus einer Kontraktion der Sulfonylharnstoffbriicke und einer anschlieBenden
Molekiilumlagerung entstanden sind [31, 32]. Dies zeigt, dass die Struktur der SUs eben-
falls einen entscheidenden Einfluss auf die Hydrolyse nimmt.

(A) ® . R
N NHYN\ O-CHs N /

O-CH,
e S0, N \(
Ch O-CHs /N

CHs O-CHj

Abbildung 6: Hauptmetabolit von (A) Rimsulfuron bei pH 8.1 und (B) Flupyr-
sulfuron-methyl-Natrium bei pH 7 bis 9.

1.5.2  Alkoholyse

Bei der Alkoholyse eines SUs entsteht bei der SU-Briickenspaltung neben einem Amino-
heterocyclus ein Sulfonylcarbamat, anstatt eines Sulfonylamids (vgl. Hydrolyse) [33]. Die
Abbaurate wird dabei durch die Struktur des Herbizides und die Verzweigung des
Alkohols bestimmt. So nimmt sie in der Reihe Chlorimuron-ethyl > Chlorsulfuron =
Bensulfuron-methyl > Metsulfuron-methyl sowie in der Abfolge primérer > sekundérer >
tertidrer Alkohol ab. Reaktionen mit dem Polyalkohol Glucose konnten nicht festgestellt
werden. In Phenol konnten erst bei hoheren Temperaturen (50°C) geringe Abbauraten

erreicht werden.



22

1.5.3  Photolyse

Neben chemisch und mikrobiell induzierter Hydrolyse findet in der Natur auch photo-
lytischer Abbau von SUs statt. Um das Umweltverhalten der Herbizide und ihrer Photo-
lyseprodukte beschreiben zu konnen, werden zunehmend auch Studien zum Photoabbau
von einzelnen SUs durchgefiihrt [34-38]. Als Photolyseprodukte findet man eine Vielzahl
von Verbindungen, wobei als Hauptprozess bei deren Bildung die Spaltung der Sulfonyl-
harnstoffbriicke angesehen wird [34, 36]. Neben den auch in wissriger Losung auftreten-
den Folgereaktionen findet man Produkte, die durch Abspaltung von SO, entstehen. Durch
Zusatz von TiO; als Katalysator konnte der Abbauweg von Cino- und Triasulfuron in der
Photolyseldsung weitgehend bis zu CO; und H,O nachvollzogen werden, wihrend sich der
Triazinrest als persistent erwies [37].

1.5.4  Metabolisierung in Nutzpflanzen

Die selektive Wirkung von kommerziell erhidltlichen SU-Herbiziden ist auf ihre unter-
schiedlichen Abbauwege in Nutzpflanze und Unkrautpflanze zuriickzufiihren. Mittlerweile
wurden fiir mindestens zwolf wichtige Kulturpflanzen, einschlieBlich Weizen, Gerste,
Hafer, Mais, Reis, Soja, Zuckerriiben, Kartoffeln und Tomaten, SU-Herbizide entwickelt.
Jedes dieser Herbizide richtet sich gegen ein spezielles Spektrum von Unkrdutern [17]. Die
einzelnen SUs konnen dabei in jeder Kultur- und Unkrautpflanze unterschiedlichsten
enzymgesteuerten Metabolismen unterliegen. Erkenntnisse iiber den Metabolismus in
Pflanzen gewinnt man iiblicherweise mittels Anwendungsversuchen von '*C-markierten
SUs. Die am hiufigsten auftretenden Abbaureaktionen sind dabei die selektive Ester-
spaltung (z.B. Thifensulfuron-methyl in Soja), die aromatische nukleophile Substitution
durch Homoglutathion (hGSH) (z.B. Chlorimuron-ethyl in Soja) [39], die selektive aroma-
tische und aliphatische Hydroxylierung (Chlorsulfuron in Weizen und Mais) [40], die
oxidative O-Demethylierung (z. B. Pyrazosulfuron in Reis) [39, 41] und die Konjugation
an Glucose (z.B. Triasulfuron in Weizen, Nicosulfuron und Primisulfuron-methyl in Mais)
[17]. Die O-Glucosylierung kann an unterschiedlichen Positionen des SU-Molekiils er-
folgen. Primisulfuron-methyl wird in Mais primér tiber eine Hydroxylierung der 5-Position
des Pyrimidinringes und der anschlieBenden Konjugation an Glucose zum inaktiven
O-Glycosid metabolisiert. Daneben findet in Mais aber auch eine Hydroxylierung am
Phenylring mit anschlieBender Konjugation an Glucose statt, wie sie auch bei Metsulfuron-
methyl, Chlorsulfuron und Triasulfuron in Weizen beobachtet wurde [17].
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Abbildung 7:  Metabolische Inaktivierung von Primisulfuron-methyl in der Mais-
pflanze (Zea mays) [17].

Der Abbau von SUs zu inaktiven Metaboliten in der Nutzpflanze vollzieht sich sehr
schnell. Fiir eine sinnvolle Anwendung liegen die Halbwertszeiten i. d. R. unter 6 h. In der
Sojapflanze wird beispielsweise Chlorimuron-ethyl mit einer Halbwertszeit von 1 bis 3 h
zu 75% in ein hGSH-Konjugat und zu 25% in ein Carbonsédurederivat metabolisiert, die
beide gegeniiber ALS inaktiv sind und damit keine herbizide Wirkung mehr zeigen.
Thifensulfuron-methyl wird in Soja iiber eine Spaltung des am Thiophenring lokalisierten
Methylesters zur Carbonsdure abgebaut. Die Halbwertszeit flir diese Reaktion liegt bei
4 bis 6 h, was den Einsatz des Herbizides fiir Sojapflanzen ebenfalls moglich macht. Met-
sulfuron-methyl hingegen wird in der Sojapflanze nicht metabolisiert und schidigt folglich
die Pflanze [39]. Die Wirkung von SUs in Nicht-Zielpflanzen ist im Allgemeinen jedoch
relativ gering und vergleichbar mit anderen Herbiziden [42].

1.5.5 Aktivierung von Proherbiziden

Neben der Inaktivierung von SUs auf metabolischem Weg wurden auch Aktivierungs-
reaktionen von inaktiven SU-Vorstufen in der Nutzpflanze beobachtet. Die Proherbizide
DPX-H6564 und DPX-L8747 von DuPont werden in zweikeimblittrigen Unkriutern
metabolisch in ihre aktive, ALS-inhibierende Form tiberfiihrt. Die Sojapflanze hingegen ist
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nicht in der Lage, diese Vorstufen ebenfalls in die aktive Form zu iiberfithren und zeigt
damit Toleranz gegeniiber den Verbindungen. Daraus resultiert eine durch Aktivierung von
Proherbiziden entstandene Selektivitat [17].

1.6  Okologie und Toxikologie

1.6.1 Resistenzen

Im Vergleich zu allen anderen Herbizid-Wirkgruppen wurden gegeniiber ALS-inhibieren-
den Herbiziden weltweit bisher die meisten resistenten Unkriuter beobachtet [43]. Die
Anzahl der ALS-Herbizid-resistenten Unkrautspezies liegt mittlerweile bei liber 70. Durch
verschiedene Punktmutationen im ALS-codierenden Gen konnen Unkrautpflanzen
Resistenzen gegeniiber Herbiziden erwerben und damit dem hohen Selektionsdruck der
Herbizide ausweichen. Dies kann einerseits ungewollt bei der wiederholten Anwendung
eines Herbizides in der gleichen Kultur geschehen, andererseits wird dieser Mechanismus
auch bewusst genutzt, um gentechnisch verdnderte, resistente Nutzpflanzen herzustellen,
die durch ihre Resistenz erst fiir die Anwendung von ALS-Inhibitoren zugénglich gemacht
werden. Auf diese Weise wurden z.B. SU-resistente Tabakpflanzen erzeugt [44].

In der Praxis versucht man unerwiinschte Herbizidresistenzen dadurch zu unterbinden,
dass man Mischungen von Herbiziden verschiedener Wirkmechanismen einsetzt und den
Selektionsdruck fiir resistente Biotypen verringert. Dies geschieht durch den Einsatz von
Herbiziden, die eine geringe Persistenz im Boden zeigen und deren Anwendungsmengen
gering sowie deren Anwendungsperioden kurz sind. AuBerdem wird ein Wechsel der
Fruchtfolge sowie des angewandten Herbizides propagiert [45]. Die Auswirkungen auf das
Okosystem, der als Reaktion auf den Einsatz von Herbiziden entwickelten Resistenzen von
Unkrdutern einerseits, und der Verwendung von herbizidtoleranten Nutzpflanzen
andererseits, sind nicht abschlieend geklirt und werden derzeit kontrovers diskutiert [46].

1.6.2  Persistenz
1.6.2.1 Sulfonylharnstoffe im Boden

Da SUs schwache Sduren mit pKs-Werten zwischen 3 und 5 sind, dominiert in den meisten
Oberflachengewidssern und Boden von neutralem und schwach alkalischem pH-Wert, ihre
anionische, am Sulfonamidstickstoff deprotonierte Form [47]. Thre Adsorption an Boden-
bestandteile mit negativ geladener Oberflache, wie z.B. Tonmineralen, ist folglich herab-
gesetzt. Daneben spielt der Gehalt an organischen Bestandteilen im Boden eine Rolle, da
die Adsorptionsneigung mit zunehmendem organischen Anteil erhoht ist. Neben der
Bodenbeschaffenheit ist der Hauptfaktor fiir das Adsorptionsverhalten jedoch der pH-Wert.
Die Adsorption von SUs steigt mit sinkendem pH-Wert [48, 49]. Aufgrund der herabge-
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setzten Adsorption in neutralen und schwach alkalischen Béden und der steigenden
Wasserloslichkeit der SUs mit steigendem pH-Wert, ist bei Regenwetter die Gefahr der
Auswaschung aus dem Boden und des Transports in Oberflichen- und Grundwasser ge-
geben. Der Ubergang in Luft spielt aufgrund der geringen Fliichtigkeit der Verbindungen
keine Rolle. Fiir Anwender von SUs kann es jedoch durch Inhalation verspriihter Pflanzen-
schutzmittel zu signifikanten Expositionen tiber die Luft kommen [50].

Im Boden erfolgt der Abbau von SUs primér iiber chemische Hydrolyse und durch mikro-
biellen Abbau sowie zu einem geringen Teil auch photolytisch [51, 52]. Die chemische
Hydrolyse (vgl. Kapitel 1.5.1) und Photolyse (vgl. Kapitel 1.5.3) wurden bereits darge-
stellt. Die bedeutende Rolle des mikrobiellen Abbaus von SUs im Boden wurde experi-
mentell anhand vergleichender Untersuchungen an sterilen und nichtsterilen Boden ge-
zeigt. Dabei stellte sich heraus, dass der Anteil des Abbaus durch Mikroorganismen in
Abhingigkeit von der Bodenart zwischen 50% und 91% liegen kann [53]. Die Abbauraten
korrelieren mit der vorhandenen (aktiven) Biomasse im Boden. In tieferen Bodenschichten
nimmt die Abbauintensitit ab [54].

Wihrend SUs in sterilen Boden an der Sulfonylharnstoffbriicke hydrolytisch gespalten
werden, sind in nichtsterilen Béden, je nach Beschaffenheit der Mikroflora, eine Vielzahl
von Abbauwegen und resultierenden Abbauprodukten moglich [55]. Am mikrobiellen
Pestizidabbau sind primdr Bakterien aus der Gruppe der Eubakterien und der Actino-
myceten sowie zahlreiche Pilze beteiligt [7]. Speziell bei der Actinomyces-Subspezies
Streptomyces griseolus konnte der Abbau von Sulfonylharnstoffen durch Hydroxylierung,
O-Dealkylierungsreaktionen und Esterspaltung nachgewiesen werden [56]. Die Metaboli-
sierung wird dadurch induziert, dass bei SU-Prédsenz 16sliches Cytochrom P450 freigesetzt
wird. Bodenpilze der Spezies Aspergillus und Penicillium katalysieren die hydrolytische
Spaltung der Sulfonylharnstoffbriicke und die OH-Substitution der Methoxygruppe am
Triazinring [53, 57].

Es ist allgemein anerkannt, dass ein Grofiteil der im Boden vorhandenen enzymatischen
Aktivitdt aus extrazelluldiren Enzymen von Mikroorganismen stammt. Zu diesen Enzymen
gehoren Phosphomono- und Phosphodiesterasen, Katalase, verschiedene Oxidasen und
Hydrolasen, Urease, Proteinase sowie Carboxy- und Arylesterasen. Diese extrazelluldren
Aktivitaten sind auch beim Pestizidabbau im Boden von Bedeutung. So wird die auffallend
geringe Persistenz von Thifensulfuron-methyl in nichtsterilen Boden auf dessen schnelle
Metabolisierung zur inaktiven Thifensulfuronsidure durch Bakterien zuriickgefiihrt. Kataly-
siert wird die Umsetzung vermutlich durch extrazellulire Carboxyesterase, die aus
Actinomyces sowie anderen Bakterien stammt. Man nimmt an, dass Thifensulfuron-methyl
durch sterisch begiinstigte Zugénglichkeit als bevorzugtes Substrat erkannt wird [58].
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Abbildung 8: Metabolisierung von (A) Thifensulfuron-methyl zur (B) Thifensulfu-
ronsiure.

Wie in Versuchen mit am Sulfonamid- bzw. Thiophenring '*C-markierten SU-Verbin-
dungen gezeigt werden konnte, werden diese durch Mikroorganismen u.a. auch zu CO,
mineralisiert. Einzelne SUs werden dabei in der gleichen Mikroflora unterschiedlich stark
mineralisiert. Metsulfuron-methyl wurde beispielsweise innerhalb von 126 Tagen zu 40%
mineralisiert, Chlorsulfuron hingegen zu weniger als 4%. Die Mineralisation ist hier offen-
sichtlich durch den Chlor-Substituenten am Sulfonamidrest herabgesetzt [59].

Die Randbedingungen, die den Abbau von SUs allgemein begiinstigen, wirken sich auch
positiv auf die mikrobielle Aktivitdt aus. So beschleunigen héhere Feuchtigkeit und Tem-
peratur beide Abbauarten [60]. Der pH-Wert des Bodens spielt auch fiir den mikrobiellen
Abbau eine bedeutende Rolle. So iiberwiegt beispielsweise bei Triflusulfuron-methyl in
sauren Boden der chemische Abbau, wohingegen in basischen Bdden der Abbau durch
Mikroorganismen dominiert [61].

1.6.2.2 Sulfonylharnstoffe im Wasser

Der Eintrag von SUs in Oberfldchen- und Grundwasser ist aufgrund der Mobilitdt der
Substanzen insbesondere in neutralen und basischen Béden moglich und kann vor allem
durch Niederschldge im Anschluss an die Anwendung auftreten. Durch die geringen
Anwendungsmengen und den relativ schnellen Abbau der SUs sind hohere Belastungen
bzw. Grenzwertiiberschreitungen in der Umwelt bei sachgerechter Anwendung zwar
relativ unwahrscheinlich [62], es liegen jedoch auch nur wenige detaillierte Riickstands-
daten dazu vor. BATTAGLIN ET AL. publizierten Untersuchungsergebnisse aus dem Jahr
1998 zur SU-Belastung von Grund- und Oberflichenwasser im mittleren Westen der USA
im Anschluss an deren Hauptanwendungszeitraum. Hier wurden 129 Flusswasserproben
auf zwolf verschiedene SUs untersucht, wobei fiir Nicosulfuron in 67 Proben, fiir
Chlorimuron-ethyl in 41 Proben, fiir Halosulfuron-methyl in sieben, Prosulfuron in sechs,
Sulfometuron-methyl in zwei Fillen und Thifensulfuron-methyl in einem Fall Belastungen
nachgewiesen werden konnten (Uberschreitung der Bestimmungsgrenze von 10 ng/L). Im
Mittel (Median) aller Proben lagen die Gehalte der einzelnen SUs jedoch unter oder bei
10 ng/L. Einzelproben wiesen jedoch maximale SU-Summenwerte von bis zu 304 ng/L
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auf. In 25 untersuchten Grundwasserproben wurden bei zwei Proben Nicosulfuron in einer
maximal detektierten Konzentration von 16 ng/L nachgewiesen. Damit wurde der in
Europa fiir Trinkwasser geltende Grenzwert von 100 ng/L in den Umweltproben lediglich
in Einzelfillen tiberschritten [63].

Das Abbauverhalten von SUs in Wasser ist in erster Linie von Temperatur und pH-Wert
abhingig [64]. DINELLI ET AL. zeigten, dass einzelne SUs dabei sehr unterschiedliche
Persistenz aufweisen. In Wasser von 25°C und pH-Werten von 6.5 bis 7.5, konnten maxi-
male Halbwertszeiten von zwolf Tagen fiir Rimsulfuron und von sieben Tagen fiir Thifen-
sulfuron-methyl beobachtet werden. Die maximalen Halbwertszeiten von Prosulfuron und
Primisulfuron-methyl hingegen lagen mit 330 und 399 Tagen bei den gleichen Versuchs-
bedingungen signifikant hoher. Die Abbauwege entsprechen den bereits im Boden
beschriebenen (vgl. I1 1.6.2.1) [65, 66].

1.6.2.3 Sulfonylharnstoffe in Lebensmitteln

Die Riickstandsmenge im Erntegut behandelter Kulturpflanzen hingt von zahlreichen
Faktoren ab, wobei neben den Aufwandmengen vor allem die Applikationsbedingungen,
die Art der Aufnahme und die Verteilung in der Pflanze eine Rolle spielen. Bei sachge-
rechtem Einsatz von SUs im Pflanzenbau sind aufgrund der guten Abbaubarkeit bis zum
Erntetermin geringe bis keine Riickstinde in pflanzlichen Lebensmitteln zu erwarten.
Sulfonylharnstoffe werden iiber Blitter und Wurzeln von Nutz- und Schadpflanzen aufge-
nommen und relativ schnell in alle Pflanzenteile transportiert. Aufgrund ihrer selektiven
Wirkung entfalten sie in der Schadpflanze ihre systemische Wirkung, wohingegen sie in
der Nutzpflanze vollstindig in unwirksame und nicht riickstandsrelevante Metaboliten
abgebaut werden (vgl. II 1.5.4). Bei einigen Verbindungen lduft dieser Mechanismus
jedoch nur unvollstdndig ab (Nicosulfuron) oder es entstehen riickstandsrelevante Haupt-
metaboliten (Propoxycarbazon-Natrium), die analytisch erfasst werden und bei der
Riickstandsdefinition zur Hochstmengenfestsetzung einbezogen sind [67]. Als primére
Ursache fiir Riickstdnde von SUs in Lebensmitteln ist primér der unsachgemife Einsatz,
wie Uberdosierung oder das Nichteinhalten von vorgeschriebenen Wartezeiten von der
Anwendung bis zur Ernte, denkbar. SU-Riickstinde in tierischen Lebensmittel spielen
aufgrund deren geringer Persistenz kaum eine Rolle.

1.6.3  Toxikologische Bedeutung
1.6.3.1 Humantoxikologie

SUs sind im Vergleich zu herkdmmlichen Herbiziden toxikologisch relativ positiv zu
beurteilen. Aufgrund der niedrigen Aufwandmengen, die fiir das Erzielen einer Wirkung
notwendig sind, sind auch unerwiinschte Nebenwirkungen auf den Sadugerorganismus
deutlich reduziert. Bei Exposition werden sie im Allgemeinen im Organismus schnell
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absorbiert und verteilt. Eine Akkumulation in bestimmten Korperregionen findet nicht
statt. Der Hauptanteil der meisten SU-Herbizide bzw. deren Metaboliten wird relativ
schnell (innerhalb von 24 bis 48 h), spdtestens jedoch nach 96 h iiber den Urin, und zu
geringerem Teil auch iiber die Faeces, ausgeschieden [68-74]. Die Metabolisierungsrate ist
bei den einzelnen Verbindungen unterschiedlich groB. Radioaktiv markiertes Thifen-
sulfuron-methyl wurde bei Metabolismusstudien an Ratten hauptséchlich unverdndert
wieder ausgeschieden, wohingegen beispielsweise Prosulfuron nur bis zu 30% unmetaboli-
siert in den Exkrementen vorlag und seine Metabolite, die aus Hydroxylierungs- und
O-Demethylierungsreaktionen hervorgegangen sind, dominierten [71, 73].

Tabelle 6: Toxikologie von Sulfonylharnstoffen [68-74].
Sulfonyl- LDsy oral LDsg Inh.” Zielorgan ADI’  AOEL’
harnstoft [mg/kg] [mg/L] [mg/kg  [mg/kg
KG/d] KG/d]
Azimsulfuron > 5000 >5.94 Leber, Magen, 0.1 0.2
Lymphsystem,
Knochenmark
Flupyrsulfuron- > 5000 >5.8 Leber, Stoffwechsel 0.035 0.08
methyl-Na
Metsulfuron- > 5000 >5 Leber, Stoffwechsel 0.22 0.7
methyl
Prosulfuron 986 >54 Leber, Herz, Blutbild 0.02 0.06
Sulfosulfuron > 5000 >3.0 Nieren, Harntrakt 0.24 1.00
Thifensulfuron- > 5000 >7.9 Stoffwechsel 0.01 0.07
methyl
Triasulfuron > 5000 >53 Leber, Nieren, Blutbild 0.01 0.3

* Sicherheitsfaktor: 100
* Inhalation

Toxikologisch relevant sind hauptsidchlich die Ausgangssubstanzen selbst, zum Teil aber
auch einzelne Metaboliten. Einige Daten zur Toxizitdt in der Ratte sind in Tabelle 6 flir
sieben SUs zusammenfassend dargestellt. Die akute Toxizitit bei oraler Aufnahme ist mit
LDsp-Werten, die im g/kg KG-Bereich liegen, gering. Kritischer ist jedoch die Aufnahme
iiber die Atemwege. Die LDsp-Werte bei Inhalation liegen im Bereich > 3 bis 8 mg/L. In

der Praxis spielt dieser Aufnahmeweg kaum eine Rolle, da die Verbindungen nicht fliichtig
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sind. Als Folge von SU-Intoxikationen treten als hiufigste Symptome Leberschdden und
Stoffwechselstorungen mit Gewichtszunahme auf. Bei einzelnen Verbindungen wurden
zudem schidigende Effekte auf Herz, Blutbild, Harntrakt (Nieren, Blase, Harnrdhre),
Magen, Lymphsystem oder Knochenmark festgestellt.

Die aufgefiihrten Herbizide zeigten kein gentoxisches Potential und waren i.d.R. auch nicht
kanzerogen. Bei 18 Monate dauernden Studien zur Karzinogenitdt von Flupyrsulfuron-
methyl-Natrium bei Méusen wurden jedoch Lebertumore festgestellt [69]. Auch bei Unter-
suchungen mit Sulfosulfuron iiber einen ldngeren Zeitraum zeigten sich vereinzelt Karzi-
nome bei der Maus und der Ratte [72]. Es gilt jedoch als gesichert, dass dies aufgrund
anatomischer Unterschiede fiir den Menschen keine Relevanz hat [75].

1.6.3.2 Okotoxikologie

Die Vogeltoxizitit der in Tabelle 6 aufgefiihrten SUs ist mit LDsp-Werten von ca. 2000-
2500 mg/kg KG etwa doppelt so hoch wie die Sdugertoxizitit. IThre akute Fischtoxizitét
liegt mit LDsp-Werten von > 100 mg/L oder héher in einem Bereich, der in der Praxis
kaum Relevanz haben diirfte. Eine Bioakkumulation von SUs in Fischen findet praktisch
nicht statt. Studien zur Toxizitdt an verschiedenen Wasserpflanzen zeigten, dass SUs, wie
Metsulfuron-methyl und Sulfosulfuron, in anwendungsrelevanten Mengen keinen grof3en
Einfluss auf das Wachstum von Wasserpflanzen haben [76, 77]. Empfindlicher auf SUs
reagieren verschiedene Algenarten. So ist die Aufnahme und Akkumulation von SUs,
besonders von Chlorsulfuron, durch die Frischwasseralge Chlorella fusca stark vom pH-
Wert abhéngig und bei pH 5.0 signifikant erhoht. Offenbar konnen SUs die Algen-
Zellmembran in undissozierter Form leichter durchdringen und werden durch einen
Ionenfang-Mechanismus akkumuliert [78, 79].

Auf Mikroorganismen des Bodens, die an der Kohlenstoff- und Stickstoff-Mineralisation
beteiligt sind, zeigen SUs weitgehend keine Wirkung. Mikroorganismen sind vielmehr
selbst maBBgeblich an der Metabolisierung der Herbizide beteiligt (vgl. 1T 1.6.2.1) [80].
BLAIR ET AL. beobachteten jedoch, dass Sulfometuron-methyl und Chlorsulfuron auf einige
Bakterienstimme im Minimalmedium bakteriostatisch wirken, nicht jedoch bei einem
Uberangebot an Nihrstoffen. Die Enterobakterien Salmonella typhimurium und Escheri-
chia coli besitzen drei unterschiedliche Isoenzyme von ALS, die auf verschiedenen Genen
codiert sind und von denen ein Isoenzym inhibiert werden kann [48].



30

1.7 Rechtliche Regelungen

1.7.1  Zulassung von Pflanzenschutzmitteln

Pflanzenschutzmittel unterliegen in den meisten Landern einem bestimmten Zulassungs-
system durch staatliche Institutionen. Damit sind im Allgemeinen auch gesetzgebende
MaBnahmen zum Umgang mit Pflanzenschutzmitteln, ihrer Anwendung und der Kontrolle
von Riickstdnden verbunden. In der Européischen Union ist mit der 1991 in Kraft getrete-
nen Richtlinie des Rates 91/414/EWG [81] die Zulassung von Pflanzenschutzmitteln in
den einzelnen EU-Mitgliedsstaaten harmonisiert worden. Fiir die Zulassung von Pflanzen-
schutzmitteln in Deutschland ist seit August 2002 das Bundesamt fiir Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit (BVL) zustindig. Die Zulassungsbehorde priift den von
Herstellern, Vertreibern oder Importeuren von Pflanzenschutzprodukten eingereichten
Antrag in Zusammenarbeit mit drei Bewertungsbehorden. Zu diesen zédhlen die
Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft (BBA), welche die Wirksamkeit,
Pflanzenvertraglichkeit und den Nutzen von Pflanzenschutzmitteln testet. Das Bundes-
institut fiir Risikobewertung (BfR) beurteilt die eingereichten Unterlagen hinsichtlich der
Gesundheit des Menschen und der Vermeidung gesundheitlicher Schiaden durch Belastung
des Bodens. Das Bundesumweltamt fungiert als Einvernehmensbehérde im Hinblick auf
die Vermeidung von Schidden durch Belastungen des Naturhaushaltes sowie durch
Pflanzenschutzmittelabfille. Eine Zulassung fiir ein Produkt wird in der Regel fiir zehn
Jahre erteilt und muss dann neu beantragt werden [82].

1.7.2  Lebensmittelrechtliche Beurteilung von Herbizid-Riickstinden

In der Bundesrepublik Deutschland gibt es bereits seit 1966 Hochstmengen fiir Riickstdnde
von Pflanzenschutzmitteln in und auf Lebensmitteln [83]. Die derzeitig giiltige Rechts-
grundlage, in der Hochstmengen an Pflanzenschutzmittel-Riickstdnden fiir Lebensmittel
festgelegt sind, ist die Riickstands-Hochstmengenverordnung (RHmV) [13]. Dort sind fiir
einzelne SUs Grenzwerte von 0.1 mg/kg (Chlorsulfuron), 0.2 mg/kg (Nico-, Prosulfuron)
oder 0.5 mg/kg (Flupyr-, Metsulfuron-methyl, etc.) in pflanzlichen Lebensmitteln festge-
legt. Insgesamt sind Grenzwerte fiir zwolf SUs hinsichtlich pflanzlicher Lebensmittel
festgesetzt, filir tierische Lebensmittel besteht aufgrund der geringen Relevanz keine
Regelung. AuBerdem gilt in Deutschland laut Trinkwasserverordnung (TrinkwV) [12] der
Grenzwert von 0.1 pg/L fiir einzelne Pflanzenschutzmittel und deren Hauptmetaboliten in
Trinkwasser. In der Summe diirfen nur 0.5 pg/L an Wirkstoffen im Trinkwasser enthalten

sein.

Zur Risikobewertung und Festsetzung von Grenzwerten fiir Fremdstoffe in Lebensmitteln
werden die von Expertengruppen von WHO und FAO nach bestimmten Konventionen
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festgelegten ADI-Werte (Acceptable Daily Intake) herangezogen. Dieser Wert beschreibt
die Kontaminationsmenge eines Stoffes, die aufgrund von toxikologischen Daten unter
Einbeziehung eines Sicherheitsfaktors (i.d.R. 100) als duldbare tdgliche Aufnahmemenge
pro kg Kdorpergewicht gilt. Das BfR legt nach demselben Prinzip entsprechende Werte fiir
Pflanzenschutzmittel-Wirkstoffe fest, die sich in einzelnen Féllen auch unterscheiden
konnen. Auf der Basis der ADI-Werte werden zudem Trinkwasser-Leitwerte berechnet,
welche die gesundheitlich lebenslang duldbare Hochstkonzentration des betreffenden

Wirkstoffs im Trinkwasser widerspiegeln [84].

Die Europdische Kommission verdffentlicht aulerdem Leitlinien fiir die Festlegung von
Hochstmengen. Kriterien fiir eine Risikoabschidtzung sind dabei Daten zu Aufnahme und
Metabolismus in relevanten Pflanzen und landwirtschaftlichen Nutztieren, vorhandene
Riickstandsanalysemethoden, weitreichende toxikologische Studien auch unter Einbezie-
hung von Metaboliten und die Bioverfiigbarkeit von extrahierbaren und nichtextrahier-
baren gebundenen Riickstéinden. Einheitliche europdische Grenzwerte gibt es bislang aller-
dings nicht.
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2 Analytik von Sulfonylharnstoffen

Die klassische Pestizidanalytik basiert weitgehend auf GC-Multi-Methoden, zunehmend
gewinnen aber auch LC-MS-Methoden an Bedeutung [85]. SUs sind fiir die GC-Analytik
aufgrund ihrer geringen Fliichtigkeit und thermischen Labilitdt nicht direkt zugidnglich und
erfordern daher eine vorausgehende Derivatisierung. Die zentrale Rolle in der SU-Analytik
spielen bis heute HPLC-Methoden mit UV- oder Photoleitfdhigkeits-Detektion, wenn auch
die massenspektrometrische Detektion deutlich an Bedeutung gewinnt. Daneben werden
auch kapillarelektrophoretische und immunologische Methoden eingesetzt. Generell wird
die Entwicklung von Multi-Methoden, die eine oder mehrere Substanzklassen gleichzeitig
erfassen, angestrebt.

2.1 Probenahme und Probenvorbereitung

Auf Pestizide werden schwerpunktméfig Umwelt- und Lebensmittelproben untersucht. Als
Matrices kommen daher vor allem Wiésser, Boden und pflanzliche Lebensmittel in
Betracht. Riickstdnde persistenterer Pestizide spielen auch in tierischen Lebensmitteln eine
Rolle. Die vorliegenden Arbeit behandelt ausschlieBlich Wasser und pflanzliche Lebens-
mittel als Matrix, da hier fiir SU-Riickstinde Grenzwerte bestehen und sie damit der
Uberwachung unterliegen.

Eine repridsentative Probenahme ist die Voraussetzung fiir ein Analyseergebnis, das die
Gegebenheiten in einer zu kontrollierenden Einheit widerspiegelt. In der Amtlichen
Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §35 LMBG [86] sind die genauen
Bedingungen, die bei der Probenahme von Lebensmitteln zu beachten sind, beschrieben.
Vereinfacht wiedergegeben, sollten von kleinstiickigem Material mindestens 1 kg zum
Probenhomogenisat verarbeitet und bei groBstiickigem Material mindesten 10 Einzelstiicke
zur Herstellung der Laborprobe herangezogen werden. In der Regel greift man dabei auf
das Sektorverfahren zuriick, so dass je ein Viertel von mindestens 10 Friichten oder
Pflanzen homogenisiert wird. Fiir die Entnahme von Wasserproben ist nach der Europi-
ischen Norm EN 25667-2 zu verfahren [87].

Wihrend bei Wasserproben oftmals die Anreicherung der Herbizide im Vordergrund steht,
ist bei Lebensmittelproben zusétzlich die Minimierung von Matrixbestandteilen ein Haupt-
ziel der Probenaufarbeitung. Bei Wasserproben werden daher vor allem Festphasen-
Anreicherungen (SPE) durchgefiihrt, bei Boden- und Lebensmittelproben erfolgt zunéchst
ein Extraktionsschritt. Der erhaltene Extrakt kann dann mittels verschiedenster Auf-
reinigungs- und Anreicherungsmethoden bearbeitet werden. Bei SUs findet man neben der
klassischen Fliissig-Fliissig-Extraktion (LLE) vor allem SPE-Methoden. Die SPE hat den



I Theoretische Grundlagen 33

Vorteil, dass sie mit wesentlich geringeren Mengen an organischen Losungsmitteln aus-
kommt, und dass sie sowohl off-line mittels Arbeitsstationen (z.B. im 96-Well-Format) als
auch on-line mittels S&ulenschaltungen betreiben werden kann und somit eine Arbeits-
erleichterung durch Automation ermdglicht [88]. Neben RP18-Materialien werden fiir SUs
auch Ionenaustauschermaterialien bzw. Mischmaterialien mit unpolaren Gruppen und
Gruppen mit starker Ionenaustausch-Funktion (vorzugsweise Anionenaustauscher) heran-
gezogen. Alternativen dazu sind Polystyrol-Divinylbenzol- oder Graphit-Kohlenstoff-
Sorbentien [8, 89]. Restricted-Access-Materialien stellen eine Kombination aus GroBen-
ausschlussmechanismus und Umkehrphase dar und werden hauptsichlich fiir biologisches
Probenmaterial verwendet, da sie sich hervorragend zur Proteinabtrennung eignen [90, 91].
Die Matrix-Festphasen-Dispersion (Matrix Solid-Phase Dispersion, MSPD) ist eine wei-
tere Extraktions- und Aufreinigungsmethode, welche die Extraktion von Pestiziden aus
homogen dispergierten Lebensmittelproben ermdoglicht. Als Material dient weitporige
Diatomeenerde (Kieselgur), auf welche die wéssrige Probe aufgebracht wird und mit
einem organischen Ldsungsmittel eluiert werden kann [92, 93]. Es findet dabei eine
Fliissig-Fliissig-Verteilung an der Oberfldche des relativ inerten Supportmaterials statt. Die
Anwendung von neuen gruppenselektiven Materialien, wie Molecularly Imprinted Poly-
mers (MIPs) und Immunoaffinititsadsorbentien fiir SUs, wurde bereits von unserer
Arbeitsgruppe publiziert [94].

Dariiber hinaus hat sich die Extraktion mit tiberkritischen Losungsmitteln (Supercritical
fluid extraction, SFE) bei SUs als anwendbar erwiesen. Die Effizienz der Extraktion mit
tiberkritischem CO; liegt etwa im Bereich der konventionellen Fliissig-Fliissig-Extraktion
und liefert sehr saubere Extrakte [95, 96]. Auch mittels Mikrowellen-unterstiitzter Extrak-
tion (Microwave-Assisted Extraction, MAE) [97] und einer Mischform aus kontinuier-
licher Durchfluss-Fliissig-Fliissig-Extraktion und Membran-Fliissig-Extraktion der sog.
»Continuous Flow Liquid Membrane Extraction® (CFLME) [98] wurde gearbeitet. Diese
Techniken sind bisher allerdings nicht weit verbreitet.

2.2 Chromatographische Methoden (GC/HPLC)

Fiir die GC-Analytik miissen SUs einer Derivatisierung unterzogen werden, um die not-
wendige Thermostabilitit und Fliichtigkeit herzustellen. Als Derivatisierungsmethoden hat
sich einerseits die Methylierung der Imingruppe der Sulfonylharnstoffgruppe mittels Di-
azomethan [99-101] und andererseits die Umsetzung mit Pentafluorbenzylbromid [102] als
zweckmiBig erwiesen. Bei der Umsetzung mit Diazomethan entsteht je nach Reaktionsbe-
dingungen das Monomethyl-Derivat oder das N,N’-Dimethyl-Derivat. Ziel ist es, die
Bedingungen so zu steuern, dass man nur ein Hauptderivat in hohen Ausbeuten erhilt,
welches dann mittels Elektronen-Einfang-Detektor (ECD) oder Stickstoff-Phosphor-
Detektor (NPD) detektiert wird. Die Umsetzung mit Pentafluorbenzylbromid geht mit der
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Hydrolyse der SUs einher, so dass bei der nachfolgenden Analyse mittels ECD das ent-
standene N,N’-Bis(pentafluorbenzyl)-2-benzolsulfonamid bestimmt wird. Allerdings
haben sich diese GC-Methoden nicht durchgesetzt, da sie nicht auf die gesamte Stoffklasse
der SUs angewandt werden konnen [8]. Fiir die beiden Analyten Chlorsulfuron und
Metsulfuron-methyl wurden GC-Methoden am héufigsten beschrieben.

Die HPLC-Analytik von SUs hat den Vorteil, dass die Analyten nach Voranreicherung
direkt bestimmt werden kdnnen, ohne dass eine chemische Umsetzung erfolgen muss. Als
stationdre Phasen konnen sowohl Normalphasen als auch Umkehrphasen dienen. Am
weitesten verbreitet ist jedoch die Umkehrphasen-HPLC unter Verwendung von Cg-,
Phenyl- oder Cis-Trennsdulen [8]. Als mobile Phase dient hier i.d.R. ein bindres Eluenten-
system, das einen linearen Gradienten erzeugt. Als Eluenten werden Wasser oder Puffer-
16sungen in Mischung mit organischen Lésungsmitteln, wie Methanol oder ACN, einge-
setzt. Die beiden Eluenten sind mit dquimolaren Mengen an Sdure versetzt, damit die
Analyten in ihrer protonierten Form vorliegen. Alle SUs haben ein Absorptionsmaximum
im ultravioletten Bereich zwischen 220 und 232 nm und sind damit fiir die UV-Detektion
geeignet. Allerdings erfordert die UV-Detektion eine griindliche Voraufreinigung und
Anreicherung der Probe, da coeluierende Matrixbestandteile, die ebenfalls im UV-Bereich
absorbieren, die Messung stéren konnen.

Daher wurde wahrend der Anfangszeit der SU-Entwicklung vor allem der Photoleitfahig-
keitsdetektor eingesetzt [85], der nach Untersuchungen von ZAHNOW eine erheblich
bessere Selektivitdt und Sensitivitdt aufweist. Fiir Chlorsulfuron wurde eine 15-fach hohere
Sensitivitdt [103] und fiir Sulfometuron-methyl sogar eine 50-fach hohere Sensitivitit des
Photoleitfahigkeitsdetektors [104] gegeniiber einem UV-Detektor bei 254 nm berichtet.
Durch seine Selektivitdt fiir Molekiile, die Schwefel-, Halogen-, Stickstoff- oder Phos-
phorverbindungen enthalten, konnen unerwiinschte Signale durch Matrixbestandteile
wirkungsvoll eliminiert werden [105]. Im Detektor wird das Eluat in zwei Hélften gesplit-
tet. Die eine Halfte flieBt zur Bestimmung der Referenzleitfahigkeit durch einen Leitfahig-
keitsdetektor, die andere Hélfte wird mit UV-Licht von 214 oder 254 nm bestrahlt. Dabei
werden geeignete Probenmolekiile zu ionischen Bruchstiicken zerlegt und die durch diese
Ionen verursachte erhohte Leitfdhigkeit in der Messzelle registriert [106]. Mit diesem
Verfahren konnte Sulfometuron-methyl in Wasser- und Bodenproben bis zu einer Nach-
weisgrenze von 0.2 ug/kg detektiert werden [104]. In verschiedenen Pflanzen war das
Herbizid bis zu einer Grenze von 10 pg/kg nachweisbar, in Fisch lag die Detektionsgrenze
bei 5 pg/kg [107].

Die tiberwiegende Anzahl der HPLC-Methoden fiir SUs basiert jedoch auf der UV- oder
Diodenarray-Detektion, deren Vorteil in der universelleren Anwendbarkeit liegt [108].
AuBerdem hat die zunehmende Popularitit von Umkehrphasen, die damit verbundene
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Verwendung von wissrigen Eluenten und die Weiterentwicklung von Instrumenten durch
Losungsmittel- und Sdulen-Schalttechniken, zu verbesserten chromatographischen Tren-
nungen geflihrt. Dies eroffnete die Moglichkeit, die UV-Absorption zur Detektion heran-
zuziehen [109]. Neben zahlreichen Methoden zur Bestimmung von SUs in Wasser- und
Bodenproben [110-114] wurden auch Anwendungen mit verschiedensten Lebensmittel-
matrices beschrieben [115-120]. POWLEY ET AL. bestimmten neun verschiedene SUs
mittels HPLC-UV in gespikten Oberflichenwasser- und Bodenproben. Zur Probenauf-
arbeitung wurden die SUs aus den Bodenproben extrahiert und anschlieBend mittels Fest-
phasenextraktion (C;s-SPE) aufgereinigt; aus den Wasserproben wurden sie direkt mittels
SPE angereichert. Die Nachweisgrenzen des Verfahrens lagen bei 1 pg/kg im Boden und
0.1 pg/L im Wasser. Die durchschnittlichen Wiederfindungen bewegten sich zwischen 70
und 120% mit relativen Standardabweichungen von <20% [110]. Lebensmittel werden
zundchst extrahiert und die Extrakte dann verschiedenen Aufreinigungs- und Anrei-
cherungsschritten unterzogen. Neben der Fliissig-Fliissig-Extraktion sowie der Festphasen-
extraktion mittels RP18- und Anionenaustauscher-Materialien spielt hier die Festphasen-
Dispersion [121, 122] eine bedeutende Rolle. In der Regel sind mindestens zwei Aufrei-
nigungsschritte notwendig, um Matrixeffekte soweit zu minimieren, dass eine UV-
Detektion moglich ist. Von der BBA werden Mitteilungen zur Riickstandsanalytik neuer
Pflanzenschutzmittelwirkstoffe veroffentlicht [117-119], die Methoden fiir verschiedenste
Lebensmittel- und Umweltmatrices vorstellen, jedoch immer nur eine SU-Verbindung
erfassen. ISHIMITSU ET AL. stellten eine HPLC-UV/DAD-Methode zur Bestimmung von
Azim-, Flaza- und Halosulfuron-methyl in Getreide, Gemiise und Friichten vor [120]. Die
Detektionsgrenzen lagen bei 0.01 mg/kg fiir Azim- und Halosulfuron und bei 0.02 mg/kg
fiir Flazasulfuron. Nach Anreicherungen von Proben der Konzentration 0.05-0.5 mg/kg
wurden Wiederfindungsraten zwischen 77.0 und 112.3% erzielt.

Fiir SUs in Wasserproben wurden zudem die Ionenchromatographie (IC) und die Ionen-
paarchromatographie (IPC), ebenfalls in Verbindung mit der UV-Detektion, eingesetzt.
Die IPC verfiigt iiber eine gute Trennleistung und erreicht Nachweisgrenzen von 15 bis
20 ng/L [123].

2.3 Massenspektrometrie (MS)

HPLC-Methoden haben den Nachteil, dass die Bestimmung von Retentionszeit und rela-
tiver Menge einer Verbindung nur eine begrenzte Information liefert, die keinerlei Aussage
tiber die Molekiilstruktur zuldsst und somit die Identifizierung einzelner Substanzen
erschwert. Mittels Kopplung von Hochleistungsfliissigchromatographie mit massenselek-
tiven Detektoren erhdlt man Massenspektren, die sowohl zur Quantifizierung von
Substanzen dienen, als auch Strukturinformationen liefern. Besonders die Tandem-
Massenspektrometrie stellt durch ihre hohe Sensitivitit und Selektivitit eine Methode dar,
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welche die strengen regulativen Anforderungen an die Zuverldssigkeit von Ergebnissen
beziiglich der Identifizierung und Quantifizierung einer Verbindung erfiillen kann [8].

Da SUs polare Verbindungen sind, die sich gut ionisieren lassen, sind sie fiir die
massenspektrometische Detektion geeignet [124]. Als Ionisierungstechniken wurden
anfanglich Thermosprayionisation und Fast Atom Bombardement eingesetzt. Vor der
Entwicklung der Elektrosprayionisationstechniken war die quantitative Bestimmung von
SUs mittels LC-MS jedoch nicht weit verbreitet. Heute wird ausschlielich die Atmosphe-
ric Pressure Ionisation (API) eingesetzt, die in den Varianten Elektrosprayionisation (ESI)
und Atmospheric Pressure Chemical Ionisation (APCI) zur Verfiigung steht [125]. Bei
beiden Techniken erfolgt die Ionisation in der Regel durch Aufnahme oder Abgabe von
Protonen. Die beste Sensitivitdt und Selektivitit fiir SUs erreicht man mit der ESI-Technik.
Die meisten Methoden werden im Positiv-lonen-Modus mit sauren LC-Eluenten durchge-
fithrt. Unter diesen Bedingungen werden bevorzugt [M+H] -Ionen gebildet und die Ent-
stehung von unerwiinschten Fragmenten oder Addukten minimiert. Aufgrund des Siure-
Base-Verhaltens der SUs konnen bei pH-Werten von 6-7 auch negative [M-H]-lonen
gebildet werden. Die Sensitivitdt ist im Negativ-lonen-Modus aber oft geringer als im
Positv-lonen-Modus.

Bei der Tandem-MS-Analytik von SUs sind Triple-Quadrupol-Massenspektrometer den
Ioneneinfang-Massenspektrometern bei der Sensitivitit iiberlegen, da Matrixeffekte
wirkungsvoller unterdriickt werden konnen. AuBerdem wurde beobachtet, dass zwei
Elternionen- zu Tochterionen-Uberginge bei einigen SUs nicht zustande kommen, wenn
Ioneneinfanggerite im MS/MS-Mode verwendet werden. Auch Time-of-Flight (TOF)-
Gerite konnten in der Zukunft eine grofere Rolle in der SU-Analytik spielen, besonders
wenn die Analytik von Metaboliten einbezogen werden soll [8].

Die hohe Selektivitdt der Tandem-MS erlaubt eine Reduzierung der Probenvorbereitungs-
schritte. Allerdings ist der Grad der moglichen Reduzierung nicht unumstritten, da stark
matrixhaltige Proben zu einer Verunreinigung der Ionisationskammer fithren kénnen und
damit die Empfindlichkeit der Messung stéren [126]. Die Strategie der Probenverdiinnung
zur Matrixreduzierung ist in der Spurenanalytik durch die geringen Konzentrationen des
Zielanalyten in der Probe begrenzt. Daher sind in der SU-Analytik Probenaufarbeitungs-
schritte wie Fliissig-Fliissig-Extraktion, Festphasenextraktion, Festphasendispersion oder
auch Affinitdtsextraktion notwendig.

Zur Anwendung der MS in Realproben sind in den letzten zehn Jahren zahlreiche
Methoden veroffentlicht worden. Dabei wurden SUs insbesondere in Wasser- und Boden-
proben mittels LC-MS [127-136] und LC-MS/MS [137-141] bestimmt, wobei fast aus-
schlieBlich mittels Elektrosprayionisation gearbeitet wurde. Mit LC-MS wurden Nachweis-
grenzen von 0.05 bis 1.5 ng/L in verschiedenen Wasserproben [132] sowie von 0.1 pg/kg
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in Bodenproben [127] erreicht. Unter Einsatz der LC-MS/MS-Technik konnte die Detek-
tionsgrenze in Bodenproben auf 0.05 pg/kg herabgesetzt werden [137]. Im Bereich der
Lebensmittelanalytik gibt es bisher erst wenige Anwendungsbeispiele. So untersuchten
STRY ET AL. Baumwollsaat und -pflanzen auf Thifensulfuron-methyl und Tribenuron-
methyl mit ESI-MS. Die SU-Anreicherung erfolgt dabei durch eine on-line gekoppelte
GroBenausschlusschromatographie. Mit dieser Methode wurde eine Nachweisgrenze von
6 ng/kg erzielt [142]. Mittels LC-MS/MS wurden fiir 13 SUs Nachweisgrenzen von
0.01 bis 0.05 mg/kg in verschiedensten Lebensmittel erreicht [8]. In der Multi-Methode
von KLEIN ET AL. flir 67 Pestizide, die 15 SUs miterfasst, erzielte man Nachweisgrenzen
von 0.01 mg/kg [143]. Auch in der medizinischen und pharmazeutischen Analytik von
Sulfonylharnstoff-Antidiabetika werden neben HPLC-UV-Methoden zunehmend LC-MS-
Techniken angewandt [144, 145].

2.4 Kapillarelektrophorese (CE)

Die Kapillarelektrophorese ist eine Mikroseparationstechnik mit einer hohen Trennleis-
tung, die auch zunehmend in der Spurenanalytik von Herbiziden Anwendung findet [146-
148]. Die Trennung basiert hauptséchlich auf dem unterschiedlichen Verhéltnis von La-
dung zu Masse der einzelnen Analyten. Dabei kdnnen auBBergewohnlich hohe theoretische
Bodenzahlen von iiber 100 000 erreicht werden. Da aber sehr diinne und kurze Kapillaren
mit einem Innenvolumen von ca. 5 pL verwendet werden, ist das Injektionsvolumen be-
schriankt, was zu einer relativ geringen Konzentrationsempfindlichkeit fiihrt. Eine Spuren-
analytik im umweltrelevanten Bereich kann somit nur mit Hilfe von Voranreicherungs-
methoden oder sehr empfindlichen Detektoren, wie beispielsweise der Laserinduzierten
Fluoreszenz (LIF) oder dem Flugzeit-Massenspektrometer, durchgefiihrt werden.

SUs konnen aufgrund ihrer Ionisierbarkeit mit Kapillarzonenelektrophorese (CZE) oder
mizellarer elektrokinetischer Kapillarchromatographie (MEKC) analysiert werden. Es
wurden mehrere Methoden zur Bestimmung von SUs in Wasser- [149-151], Boden- [152,
153] und Lebensmittelproben [154] publiziert. DINELLI ET AL. beschrieben die Bestim-
mung von neun SUs und deren Abbauprodukte bei Hydrolysestudien in Wasser mittels CE
[149]. BERGER ET AL. flihrten ebenfalls Hydrolysestudien von zwdlf SUs in Wasser- und
Bodenproben mittels CZE durch und konnten dabei gleichzeitig fiinf Metaboliten bestim-
men. Die Trennung der zwolf SUs erfolgte wahrend einer Migrationszeit von weniger als
20 Minuten. Die Nachweisgrenze des Verfahrens lag bei 100 ng/L in Wasser und 10 pg/kg
im Sediment [150]. Ein Vergleich von HPLC und CE zur Bestimmung von ebenfalls zwolf
SUs in verschiedenen Wasserproben zeigte, dass beide Methoden vergleichbare Daten
liefern. Die Wiederfindungen bei der HPLC lagen zwischen 63 und 110%, bei der CE
zwischen 55 und 121% [151]. KRYNITSKY ET AL. entwickelten eine MEKC-Methode zur
Bestimmung von fiinf SUs in verschiedenen Getreidearten [154]. Die MEKC-Messung der
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Proben erfolgt dabei nach Extraktion der Lebensmittel und anschlieBender SPE-Aufrei-
nigung. Die Nachweisgrenzen bewegten sich hier zwischen 0.02 und 0.04 mg/kg, die
durchschnittliche Wiederfindung fiir die fiinf Verbindungen lag zwischen 73 und 119%.
Bei den meisten CE-Methoden wird die UV-Detektion eingesetzt. GARCIA ET AL. gelang
die Kopplung der CE an massenselektive Detektoren unter Verwendung eines pneumatisch
unterstiitzten Elektrospray-Interfaces. Dadurch war es mdglich, acht Verbindungen inner-
halb von 5 min zu trennen. Die Ubertragung der Methode auf Realmatrices bedarf jedoch

einer Verbesserung der Nachweisgrenzen [155, 156].

2.5 Immunoassays

Fiir die Sulfonylharnstoffe Chlorsulfuron [157-159], Triasulfuron [160-165], Metsulfuron-
methyl [165-169] und Bensulfuron-methyl [170] wurden Immunoassays beschrieben. Der
erste dieser immunochemischen SU-Tests wurde 1985 von KELLY ET AL. fiir den Wirkstoff
Chlorsulfuron entwickelt. Zur Immunogendarstellung wurde aus Chlorsulfuron {iber eine
Diazokopplung die entsprechende Diazoniumverbindung hergestellt und diese wiederum
an KLH als Carrier gekoppelt. Mit dem resultierenden Immunogen wurden polyklonale
Antikorper in Kaninchen hergestellt, die im indirekten ELISA mittels homologem BSA-
Coating-Antigen auf Bodenproben angewandt wurden. Die resultierende Bestimmungs-
grenze fiir Chlorsulfuron lag bei 0.4 pg/kg, die Kreuzreaktivitidt beschriankte sich auf
strukturell sehr &hnliche Verbindungen wie Sulfometuron-methyl [157]. YAZYNINA ET AL.
beschreiben die Herstellung eines selektiven polyklonalen Antikorpers ebenfalls fiir Chlor-
sulfuron unter Verwendung des 2-Chlorphenylsulfonamid-Fragments als Hapten [158].
Allerdings zeigte der resultierende Enzymimmunoassay lediglich eine Sensitivitit von
1 ng/L.

SCHLAEPPI ET AL. entwickelten einen auf monoklonalen Antikorpern basierenden, indirekt
kompetitiven ELISA fiir Triasulfuron, der fiir wéssrige Proben innerhalb eines Detektions-
bereiches von 0.01 bis 1 pg/L und fiir Bodenproben bis zu einer Detektionsgrenze von
0.1 pg/kg angewandt werden kann. Als Haptene fiir die Generierung von drei verschiede-
nen monoklonalen Antikérpern wurden ein am Triazinring substituiertes Triasulfuron-
derivat sowie ein derivatisierter Sulfonamid-Rest des Triasulfurons eingesetzt [161]. Ein
automatisierter Chemilumineszenz-Assay flir Triasulfuron, basierend auf magnetischen
Partikeln, erzielte Nachweisgrenzen von 0.02 pg/L in Wasser und 0.05 pg/kg in Boden-
proben [162]. GHILDYAL ET AL. konnten die Nachweisgrenze fiir Triasulfuron mittels eines
auf polyklonalen Antikoérpern beruhenden ELISAs auf 40 ng/L in Wasser und 20 ng/kg in
Bodenproben herabsetzen. Allerding war dafiir eine Voranreicherung der Proben durch

Immunextraktion notwendig [164].
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Fiir Triasulfuron, Metsulfuron-methyl und Chlorsulfuron werden von der Firma Strategic
Diagnostics Inc. unter dem Markennamen EnviroGard® kommerzielle ELISA-Test-Kits
angeboten, die auf einem direkten kompetitiven Testsystem unter Verwendung von
polyklonalen Antikdrpern basieren und fiir Herbizidriickstinde in Wasser ab ca.
25 bis 50 ng/L eingesetzt werden konnen. HALLOWAY ET AL. zeigten in einer Labor-
vergleichsstudie, in der gespikte Bodenproben auf die drei SUs untersucht wurden, dass
ELISA-Tests in einem Bereich von 0.1 bis 1.0 pg/kg gut reproduzierbare Werte liefern
[167]. Dass der kommerziell erhiltliche Test fiir Triasulfuron auch auf Bodenproben
angewandt werden kann, wurde vorher bereits von BRADY ET AL. publiziert. ELISA und
LC-MS zeigten hier bei SPE-vorgereinigten Bodenextrakten eine gute Ubereinstimmung
der Messresultate (r* = 0.88, n = 29) [163].

Die Entwicklung eines indirekten Enzymimmunoassays flir Metsulfuron-methyl unter
Verwendung von polyklonalen Antikdrpern mit einer Nachweisgrenze von 40 ng/L in
Wasser wurde von SIMON ET AL. beschrieben [166]. Die Anwendung dieses Testsystems
fiir Oberflichenwisser war direkt moglich, wéihrend fiir Abwisser aufgrund von Matrix-
einfliissen eine 100-fache Verdiinnung der Proben notwendig war [168]. Als Hapten
fungierte ein Phenylsulfonamidderivat, welches auch bei der Herstellung von aviéren
Antikorpern aus Hithnereidottern Verwendung fand [169]. Der auf diesem IgY-Antikrper
basierende indirekte ELISA erzielte eine Nachweisgrenze von 13 ng/L. Fiir das Herbizid
Bensulfuron-methyl wurden zudem drei sensitive heterologe indirekte ELISAs mit Nach-

weisgrenzen von 30 ng/L bzw. 2 ng/L in Wasser entwickelt [170].

Die meisten der bisher aufgefiihrten Tests sind filir einen einzigen Analyten spezifisch.
Lediglich der anti-MSM-Antikérper von SIMON ET AL. [166] und der monoklonale anti-
SU-Antikorper von KOLAR ET AL. [171] erkennen vier bis acht verschiedene SUs gleich-
zeitig. Der bislang einzige ,,Multi-Analyt-Immunoassay* fiir Sulfonylharnstoffe, bei dem
neun polyklonale Antikdrper verschiedener Spezifitit parallel auf einer mit einem Poly-
Antigen beschichteten Mikrotiterplatte verwendet wurden, erreichte in formulierten
Pestizidprodukten Nachweisgrenzen von 5 pg/kg [172]. Ein Teilaspekt der vorliegenden
Arbeit war es, einen multi-spezifischen Antikdrper mit moglichst breiter SU-Erkennung
(klassenspezifisch) zu generieren und diesen unter anderem in einem SU-Screening-ELISA
anzuwenden.
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3 Immunologische Methoden in der Analytik

Immunologische Analysemethoden sind Verfahren, bei denen mit Hilfe von Antikorpern
Targetmolekiile erfasst und bestimmt werden [173]. Vom Immunsystem des Sduger-
organismus werden Antikorper gegen eindringende infektiose Mikroorganismen gebildet.
Antikorper kdnnen gegen eine enorme Anzahl moglicher Fremdstoffe (Antigene) produ-
ziert werden, solange diese eine bestimmte MindestgroBe aufweisen. Die Eigenschaft der
Antikorper, Antigene zu binden, kann fiir analytische Zwecke genutzt werden. Dafiir ist es
notwendig, spezifische Antikorper herzustellen, die bestimmte Analyten oder Analyt-
gruppen erkennen.

3.1 Antikorper

3.1.1 Struktur

Antikorper sind Glykoproteine, die auch als Immunglobuline (Ig) bezeichnet werden und
von den sog. Plasmazellen gebildet werden [174]. Diese stammen von B-Lymphozyten ab,
die durch Bindung eines fremden Molekiils an den Antigenrezeptor auf der Zelloberflache,
stimuliert worden sind. Antikdrper besitzen dieselbe Bindungsspezifitit wie die
entsprechenden Antigenrezeptoren. Sie bestehen aus jeweils zwei leichten (ca. 25 kDa)
und zwei schweren (ca. 55 kDa) Polypeptidketten, die durch Disulfidbriicken zu einem Y-
formigen Molekiil (ca. 160 kDa) miteinander verbunden sind. Aus der rdumlichen
Anordnung der Ketten ergeben sich zwei variable N-terminale und eine konstante
C-terminale Region. Die beiden variablen Regionen (F,-Fragmente) enthalten sogenannte
hypervariable Bereiche, die fiir die Antigenbindung verantwortlich sind. Die Abschnitte
innerhalb der hypervariablen Bereiche, die die tatsdchliche Bindungsstelle darstellen,
werden als Paratop bezeichnet. Die konstante Region unterscheidet sich innerhalb einer
Spezies kaum. Sie wird F.-Fragment (crystallizable) genannt, da sie nach enzymatischer
Abspaltung kristallisiert werden kann. Die verbleibenden beiden Reste des Antikdrpers
bezeichnet man als Fyp-Fragment (antigen binding) [175].

Antikorper lassen sich nach Struktur und Funktion in die fiinf Klassen IgG, IgM, IgA, IgD
und IgE einteilen [176]. Die einzelnen Klassen besitzen unterschiedliche Funktionen im
Immunsystem, sind strukturell jedoch dhnlich aufgebaut und unterscheiden sich lediglich
in der Zusammensetzung der schweren Ketten und der Valenz. IgG stellt den
mengenmafig groften Anteil an Immunglobulinen im Serum (8-16 mg/mL). Diese
Antikorperklasse entstammt der sekundidren Immunantwort, deren Bildung auf einen

wiederholten Kontakt des Immunsystems mit einem bestimmten Antigen erfolgt. Da es
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sich dabei um relativ stabile Proteine handelt, kénnen sie in der immunologischen
Diagnostik und Analytik genutzt werden.

3.1.2 Gewinnung

Die Generierung von spezifischen Antikdrpern fiir analytische Zwecke erfolgt bisher
zuverldssig nur in Sdugetieren. Zwar konnen Antikorper oder Antikorperfragmente
mittlerweile auch rekombinant in Bakterien oder Pflanzenzellen mittels antikorper-
codierender Genfragmente aus Immunzellen hergestellt werden, doch ist diese Technik
derzeit noch sehr aufwindig und entwicklungsbediirftig. Die Produktion von polyklonalen
Antikdrpern in Versuchstieren ist eine etablierte Technik, die jedoch weitgehend empirisch
erfolgt [174]. Die Chance, brauchbare Antikorper zu erhalten, kann lediglich durch Varia-
tion des Immunogens, der Immunisierungstechnik und des Immunisierungsverlaufs beein-
flusst werden, was die Notwendigkeit einer Vielzahl von Versuchen nach sich ziehen kann.
Die Herstellung monoklonaler Antikorper mittels der Hybridomatechnik erfordert das
Vorhandensein eines Tieres, das einen brauchbaren Antikorper produziert. Die erfolgreiche
Zellfusion der antikdrperproduzierenden Zellen und Krebszellen zu den Hybridomazellen
unterliegt biologischen Wahrscheinlichkeiten, die unter Umstinden nur mittels einer
Vielzahl von Fusionen erreicht werden kann. Da es aber aufgrund der komplexen Struktur
von AntikOrpern bis heute nicht moglich ist, diese synthetisch herzustellen, haben sich
Tierversuch und Hybridomatechnik fest etabliert.

3.1.3  Biosynthese

Das Immunsystem reagiert auf die Anwesenheit von Fremdstoffen mittels zelluldrer und
humoraler Immunreaktion [175, 177]. Fiir Erstere sind vor allem die T-Lymphozyten
verantwortlich, deren Aufgabe darin besteht, infizierte Zellen abzuwehren, Fremdgewebe
abzustofen und das zellulire und humorale Immunsystem zu regulieren. Antikorper
werden in der humoralen Immunreaktion von B-Lymphozyten hergestellt und zunéchst
membranstindig auf der Zelloberfliche prasentiert (primidre Immunantwort). Jeder
Lymphozyt kann nur eine Art von Antikorpern herstellen. Treffen nun erneut gleiche
Immunogenmolekiile auf diese B-Lymphozyten, so werden die Fremdmolekiile von den
Antikorpern spezifisch gebunden. Der B-Lymphozyt wird durch den Antigenkontakt
mittels Unterstiitzung der T-Helfer-Zellen stimuliert, sich zu teilen. Die daraus entstande-
nen Plasmazellen libernehmen die Produktion der Antikdrper, die ins Blut abgegeben
werden (sekunddre Immunantwort). Sie sind kurzlebig und dienen der raschen Bekdmp-
fung von Infektionen. Einige B-Lymphozyten werden jedoch zu langlebigen Gedichtnis-
zellen und bieten einen jahrelangen Infektionsschutz fiir den Korper. Immunogene besitzen
eine Vielzahl von verschiedenen Antigendeterminanten (Epitopen), die unterschiedliche
B-Lymphozyten mit spezifischen antigenbindenden Rezeptoren (Paratopen) zur Produk-
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tion von jeweils einer bestimmten Art von Antikdrpern anregen. Das Serum enthélt somit
unterschiedliche, sog. polyklonale Antikorper [174].

3.1.4  Polyklonale Antikorper

Polyklonale Antikorper erhédlt man aus dem Serum immunisierter Wirbeltiere. Meist
werden dazu Miuse, Kaninchen oder Schafe herangezogen. Die effektivste Methode eine
Immunantwort hervorzurufen, ist die kontinuierliche Verabreichung des Antigens zusam-
men mit einem Adjuvans, welches als Immunstimulans fungiert. Hier hat sich das
Freundsche Adjuvans, welches aus einer Suspension abgetiteter Mycobakterien in einer
Mineral6l-/Emulgatorlosung besteht, bewihrt [174]. Die enthaltenen Bakterien regen das
Immunsystem an, das hydrophobe Mineraldl bewirkt, dass sich das Immunogen, von der
Injektionsstelle ausgehend, nur langsam im Korper verteilt, wobei ein Tensid als Emul-
gator dient [178]. Nach der Primdrimmunisierung werden wiederholt Boosterimmunisie-
rungen in Abstdnden von einigen Wochen durchgefiihrt, um ausreichende Antikorpertiter
fiir die geplante Anwendung zu erreichen.

Bei der Planung des Immunisierungsverlaufs miissen die einzelnen Phasen der Immun-
antwort beachtet werden. Als erste Reaktion auf den Kontakt mit einem Antigen wird nach
zwei bis drei Tagen die Freisetzung von IgM-Antikdrpern beobachtet, deren Menge nach
acht bis zehn Tagen ein Maximum erreicht und dann innerhalb von 14 Tagen wieder auf
den Ursprungswert fillt. Diese als Pentamere auftretenden Antikorper verhalten sich bei
jeder weiteren Boosterinjektion analog zum erstmaligen Antigenkontakt. Im Gegensatz
dazu kann der Gehalt von IgG-Antikdrpern im Blut durch wiederholte Antigengabe gestei-
gert werden. Die Produktion von IgG-Antikorpern beginnt etwa zwei bis drei Tage nach
dem ersten Auftreten von [gM-Antikdrpern und erreicht ihr Maximum nach etwa zwei bis
drei Wochen. Ein Riickgang der Produktion erfolgt nur sehr langsam und durch wieder-
holten Antigenkontakt kann die IgG-Konzentration um ein Vielfaches gesteigert werden.
ZweckmaBigerweise kontrolliert man den Titer des selektiven Antikorpers zwischen den
Verstarkerimmunisierungen und fiihrt die Immunisierungen solange fort, bis dieser nicht

mehr gesteigert werden kann [175].

Der mehrmalige Kontakt mit dem Antigen fiihrt neben der Konzentrationserh6hung auch
zu einer Affinitdts- und Selektivititssteigerung des Antikorpers [177]. Die Affinitdts-
reifung ist darin begriindet, dass B-Gedichtniszellen die Antikorpermutanten mit einer
hoheren Affinitdit zum Antigen auf ihrer Oberfliche binden, verstirkt zur Vermehrung
angeregt werden und sich letztlich durchsetzen. Die Mutationshéufigkeit der Gene, die die
variablen Regionen der leichten und schweren Ketten der Antikorper codieren, ist gegen-
iber normalen Genen enorm gesteigert. Damit kann das Immunsystem wirkungsvoll gegen

Fremdstofte und pathogene Mikroorganismen reagieren.
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3.1.5 Monoklonale Antikorper

Mittels der Hybridomatechnik, die 1975 erstmalig von KOHLER und MILSTEIN [179]
beschrieben wurde, konnen monoklonale Antikdrper erzeugt werden. Dies geschieht durch
die Fusion immunkompetenter, antikdrperproduzierender Milzzellen mit schnell wachsen-
den Myelomzellen. Die dabei entstehenden hybriden Zellen (Hybridome) produzieren nach
Klonierung in der Zellkultur unbegrenzt monoklonale Antikérper und vereinen die Eigen-
schaft des schnellen Wachstums der Myelomzellen und die Fihigkeit zur Antikorper-
produktion der urspriinglichen Milzzellen. Die Antikorper entstammen der Zellinie eines
bestimmten B-Lymphozyten, der gegen ein einziges Epitop gerichtet ist [180]. Die
Entwicklung von monoklonalen Antikdrpern ist zwar zeit- und kostenintensiv, man erhélt
aber einen praktisch unbegrenzten Vorrat an selektiven Antikdrpern, was fiir die Kommer-
zialisierung immunologischer Testsysteme bedeutsam ist.

% ‘ ‘ Einzelzellsuspension Myelomazellen
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Abbildung 9: Monoklonale Antikorperproduktion [174].
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Das Prozedere ist in Abbildung 9 dargestellt. Die Immunisierung erfolgt nach demselben
Prinzip wie die Produktion polyklonaler Antikorper. Als Versuchstiere werden fast
ausschlieBlich Mause herangezogen. Wenn ein ausreichender Antikorpertiter im Blut
festgestellt wurde, wird den Tieren die Milz entnommen und daraus eine Einzelzell-
suspension hergestellt. Unter Zugabe von Polyethylenglykol werden die Milzzellen mit
Myelomazellen fusioniert und im Selektionsmedium vermehrt. Wéhrend der Klonierung
durch Vereinzelung sind begleitende Tests auf Antikorpersekretion notwendig, um die
gewiinschten antikérperproduzierenden Klone selektieren zu konnen. Zellklone, die Anti-
korper mit gewliinschten Eigenschaften produzieren, konnen in der Zellkultur vermehrt
werden. Die Antikorper gewinnt man aus dem Zellkulturiiberstand.

3.1.6 Rekombinante Antikorper

Insbesondere der Bedarf an humanen monoklonalen Antikérpern von gleichbleibender
Qualitdt fiir die Therapie fiihrte dazu, dass gentechnische Herstellungsverfahren an
Bedeutung gewannen. Man erhilt rekombinante Antikérper dadurch, dass man Lympho-
zyten-DNA isoliert und in Bakterien, Pflanzen- oder Sdugetierzellen exprimiert [181]. Je
nach Wirtsorganismus konnen komplette Antikdrper oder bestimmte antigenbindende
Fragmente hergestellt werden. Zwar muss zur Gewinnung der Lymphozyten, bzw. deren
DNA, weiterhin immunisiert werden, es konnen jedoch bestimmte Funktionalititen durch
Isolierung einzelner Genabschnitte sowie deren Verkniipfung mit anderen Genabschnitten
»designed werden. Dabei konnen auch DNA-Stiicke verschiedener Spezies kombiniert
werden, was bei der Herstellung von humanisierten Antikorpern fiir medizinische Anwen-
dungen eine grofle Bedeutung hat. Weitere Vorteile dieser Technik liegen darin, dass durch
Mutation einzelner Aminosduren, Antikorperselektivitdten auch variiert werden konnen.
Ferner kann man in kurzer Zeit relativ grole Mengen an Antikorpern erhalten. Die soge-
nannte Phage-Display-Methode, bei der Antikorperfragmente auf der Oberfliche von
Bakteriophagen exprimiert werden, wird im Zusammenhang mit dem Aufbau von Anti-
korperbibliotheken als zukunftsweisender Schritt gesehen. Das Ziel ist es letztlich,
moglichst die gesamte Antikdrpervielfalt einer Spezies in eine Genbibliothek zu tlibertragen
und damit entsprechend nutzbar zu machen. Die erfolgreiche Nutzung der Technik setzt
jedoch ein umfangreiches Wissen der biologischen Mechanismen auf molekularer Ebene
voraus, das derzeit noch liickenhaft ist. Daher versucht man auch mittels Molecular
Modeling die molekularen Eigenschaften von Antigenbindungsstellen genauer zu ver-
stehen [182].

3.1.7 Kiinstliche Antikorper

Die Eigenschaft der selektiven molekularen Erkennung von Antikdrpern auf synthetisch
hergestellte Materialien zu {ibertragen, ist ein Ansatz, um die aufwindige Antikorper-
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produktion zu umgehen. Molecularly Imprinted Polymers (MIPs) sind Polymere, die
aufgrund nichtkovalenter Wechselwirkungen in der Lage sind, Analyten sehr selektiv zu
binden. Thre Herstellung erfolgt durch Polymerisation verschiedener Monomere und
Crosslinker in Gegenwart des Zielanalyten und eines Porogens. Durch nachfolgende
Waschschritte wird der Analyt (Templat) herausgeldst. Die komplementir gepridgten
Strukturen bilden Bindungsstellen, die von den Analyten erneut besetzt werden konnen
(vgl. auch Kapitel II 6).

Die Herstellung von Bindungsproteinen fiir einzelne Analyten, die dhnlich den Anti-
korpern eingesetzt werden konnen, ist ein weiterer Ansatz zur selektiven molekularen
Erkennung. Man verwendet dafiir kiinstliche Lipocaline, die eine starre B-Faltblattstruktur
mit einigen variablen Bindungsschleifen aufweisen und in ihrem Aufbau den variablen
Dominen von Antikdrpern dhnlich sind. Analog zu den Antikdrpern werden sie Anticaline
genannt [183, 184].

3.2 Immunoassays

3.2.1 Entwicklung und Anwendungsgebiete

Als Pioniere beim FEinsatz von Antiseren in der Analytik gelten LANDSTEINER und VAN
DER SCHEER, die in den 1930er Jahren bereits die Selektivitit von Antikérpern zur
Differenzierung von Molekiilen nutzten [185]. Durch die Verwendung von Markern, deren
Nachweis noch in kleinsten Mengen mdglich war, wurde die Empfindlichkeit der Tests
entschieden verbessert. YALOW und BERSON realisierten 1959 erstmals einen Immunoassay
zur Bestimmung von Insulin im Humanserum unter Verwendung von mit "*'I radioaktiv
markiertem Insulin [186]. Radioimmunoassays (RIA) leiteten den stark zunehmenden
Einsatz immunologischer Nachweisverfahren im medizinischen Bereich ein, sie bargen
jedoch auch Probleme beziiglich der Handhabung und Lagerung des radioaktiven Materials
sowie der begrenzten Haltbarkeit von mit Radioisotopen markierten Substanzen. Durch
den Einsatz von Enzymen als Label konnten ENGVALL und PERLMANN sowie VAN
WEEMEN und SCHUURS 1971 diese Schwierigkeiten elegant 16sen [187, 188]. Der
Ausdruck ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) wurde durch die Anwendung
von Enzymmarkern und das Adsorptionsvermdgen von Proteinen, einschlieBlich Anti-

korpern, an festen Oberflichen geprégt.

Von der Vielzahl eingesetzter Enzyme, sind die Meerrettichperoxidase und die alkalische
Phosphatase am weitesten verbreitet. Der Charge-Transfer-Komplex, der durch Peroxidase
in Kombination mit dem Substrat 3,3",5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) gebildet wird,
lasst sich bereits in Konzentrationen von 10™'® mol detektieren und erreicht damit Nach-
weisgrenzen, die noch unterhalb radioaktiver Marker liegen [189]. Der Substratumsatz zu
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chromogenen Produkten wird photometrisch bestimmt. Es werden aber auch zunehmend
Substrate eingesetzt, bei denen fluoreszierende oder lumineszierende Produkte aus der
enzymatischen Reaktion hervorgehen. Anstelle von Enzymlabels konnen auch
Luminophore (Luminol) oder Fluorophore (Rhodamin, Fluorescein) als Marker Verwen-
dung finden, oder es kann eine auf Surface-Plasmon-Resonanz beruhende Detektion sogar
ohne Label erfolgen.

Die Einfithrung der Hybridomatechnik durch KOHLER und MILSTEIN [179], welche die
Moglichkeit zur reproduzierbaren Produktion und zur Standardisierung von monoklonalen
Antikorpern schuf, sorgte fiir einen weiteren Aufschwung bei den Immunoassays. Beson-
ders in der medizinischen Diagnostik, wo sie zur Bestimmung von Proteinen, Hormonen,
Viren und Medikamenten eingesetzt werden, haben sie sich friih etabliert. Erst zu Beginn
der 1980er Jahre folgte der Einsatz in der Lebensmittel- und Umweltanalytik. Von
HAMMOCK und MUMMA wurden die ersten Pestizid-Immunoassays entwickelt [190], denen
bis heute zahlreiche Publikationen zu ELISA-Methoden fiir die Pestizidanalytik folgten
[191, 192]; kommerzialisiert wurde davon jedoch nur eine begrenzte Anzahl [193, 194].
Auch fiir andere Lebensmittel- und Umweltkontaminaten, wie Mykotoxine (z.B. Aflatoxin,
Ochratoxin) [195], Microcystine [196], Antibiotika [197] und PAHs [198, 199] wurden
zahlreiche Tests entwickelt. Bei Lebensmitteln spielt neben mikrobiologischen Tests [200],
die Bestimmung von Fremdproteinen flir Allergietests (z.B. Soja-, Erdnuss-, Haselnuss-
protein) [201] sowie fiir die Bestimmung der Tierart (z.B. Rinderprotein) [202] eine Rolle.
Auch wenn Immunoassays fiir lebensmittel- und umweltanalytische Zwecke bei weitem
nicht den Stellenwert haben, wie in der medizinischen Diagnostik, bietet die Methode auch
hier die Mdglichkeit, mit erheblich geringerem Aufwand als konventionelle Analysever-
fahren vergleichbare Resultate zu erzielen [203-205]. Allerdings ist dafiir ein fiir den
Zielanalyten selektiver und sensitiver Antikorper erforderlich, dessen Gewinnung sehr
aufwindig sein kann. Immunoassays haben sich daher besonders in Bereichen etabliert, die
das Screening einer grolen Anzahl von Proben auf Einzelanalyten oder Analytgruppen

erfordern.

3.2.2  Prinzip, Durchfiihrung und Optimierung

Immunologische Nachweisverfahren basieren auf der Antigen-Antikdrper-Reaktion, einer
nichtkovalenten Assoziation zwischen Antigen (Ag) und Antikorper (Ak), die im thermo-
dynamischen Gleichgewicht mit dem Massenwirkungsgesetz beschrieben werden kann.
Das Verhiéltnis aus dem Komplex und dem Produkt der freien Reaktionspartner ergibt die
Affinitéts- oder Bindungskonstante (K).
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[Ak]+[Ag] = [Ak-Ag]

K= K. =—[Ak - Ag] Gleichung 1
k, [Ak]-[Ag]
K: Affinitétskonstante [L/mol]
Ka: Assoziationskonstante der Immunkomplexes
kq: Dissoziationskonstante des Immunkomplexes
[Ak-Ag]: Konzentration des Antigen-Antikérper-Komplexes [mol/L]
[AK]: Antikorperkonzentration [mol/L]
[Ag]: Antigenkonzentration [mol/L]

Daraus folgt, dass im Gleichgewicht der Gehalt an Antigen durch das Verhiltnis von
gebundenem zu freiem Antigen bestimmt wird, wenn eine konstante Antikérperkonzentra-
tion vorliegt. Die Affinitdtskonstante beschreibt somit die Stirke der Bindung eines Anti-
korpers an ein Antigen und ist fiir die erreichbaren Nachweisgrenzen des Assays von
zentraler Bedeutung. Bei der Bindung koénnen Coulomb- und Van-der-Waals-Krifte,
Wasserstoffbriicken sowie hydrophobe Wechselwirkungen beteiligt sein (vgl. auch II
3.3.2). Diese nichtkovalenten Bindungskrifte sind wesentlich vom Abstand zwischen den
interagierenden Gruppen bestimmt. Eine rdumlich aufeinander abgestimmte Komplemen-
térstruktur von antigener Determinante (Epitop) und der Bindungsstelle am Antikorper
(Paratop) ist daher die Voraussetzung fiir eine stabile Bindung (Schliissel-Schloss-Prinzip).
Obige Gleichung basiert auf der Annahme einer monovalenten Wechselwirkung; das
Zusammenwirken mehrerer Affinititen (Aviditdt) durch Multivalenzen bei polyklonalen
Antikorpern oder groflen Antigenen wird dabei nicht berticksichtigt [175].

Es bestehen zahlreiche Testvarianten, die sich anhand von dufleren Merkmalen einteilen
lassen. Beim heterogenen Immunoassay erfolgt eine Immobilisierung von Assaykom-
ponenten an einer festen Phase, beim homologen Assay nicht. Dabei sind heterogene Tests,
bei denen Mikrotiterplatten (MTP) als Festphase fungieren, am weitesten verbreitet
(ELISA). AuBlerdem kann eine Klassifizierung anhand der verwendeten Markierungs- und
Detektionsart erfolgen (vgl. II 3.2.1). Mechanistisch lassen sich Immunoassays in kompe-
titive und nichtkompetitive Tests einteilen. Findet eine Konkurrenzreaktion zwischen
markierten und nicht markierten Analyten statt, so handelt es sich um einen kompetitiven
Assay. In der vorliegenden Arbeit wurden aussschlieBlich der direkte und der indirekte
kompetitive ELISA als Testformat verwendet, daher werden sie im Folgenden genauer
beschrieben.
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Beim direkten kompetitiven ELISA (vgl. Abbildung 10) wird zunédchst der Antikorper auf
der Oberfldche der MTP immobilisiert. Da die unspezifische Bindung des Antikérpers auf
der Polystyrol-MTP durch Proteine im Serum oder Zellkulturiiberstand erniedrigt sein
kann, immobilisiert man oftmals vorher einen als Hilfsantikdrper fungierenden anti-
Kaninchen- bzw. anti-Maus-Antikérper auf der Platte, der den analytischen Antikdrper
spezifisch bindet und damit dessen gleichmédfige und stabile Bindung sicherstellt. Durch
das Waschen der MTP zwischen den einzelen Inkubationsschritten werden alle nicht
gebundenen Antikorper entfernt. Es folgt die Analytzugabe, nach der gegebenenfalls
vorinkubiert wird, um dem Analyten einen Vorsprung bei der Einstellung des Bindungs-
gleichgewichtes gegeniiber dem Tracer, einem enzymmarkierten Analytmolekiil, zu geben.
Dann erfolgt mit der Tracerzugabe die eigentliche Kompetition um die Antikorper-
bindungsstellen zwischen Analyt und Enzymtracer. Nach Entfernung der ungebundenen
Bestandteile durch erneutes Waschen folgt die Substratzugabe. In der Regel wird TMB als
Substrat verwendet, das durch H,O, unter Katalyse des Markerenzyms Meerrettichperoxi-
dase (POD) zu einem blauen Farbstoff reagiert. Die enzymatische Reaktion wird durch
Zugabe von Schwefelsdure abgestoppt. Dabei wird die POD denaturiert und das blaue
TMB-Radikalkation in das gelbe Diphenolchinondiimmoniumion umgesetzt, welches
wesentlich stabiler ist und einen hoheren Absorptionskoeffizienten aufweist [206]. Die
Farbintensitét des Produktes ist indirekt proportional zur Analytmenge.

Beim indirekten kompetitiven ELISA (vgl. Abbildung 11) wird zunéchst ein protein-
gebundenes Analytmolekiil, ein sog. Coating-Antigen, auf der MTP gebunden, da die
direkte adsorptive Immobilisierung von kleinen Analyten (Haptenen) nicht moglich ist.
Nach einem Waschschritt, bei dem nicht gebundene Coating-Antigene entfernt werden,
erfolgt in der Regel ein Blockschritt, um nicht besetzte Bindungsstellen abzusittigen und
damit eine mogliche unspezifische Adsorption zu unterbinden. Nach einem weiteren
Waschschritt erfolgt die Analyt- und Antikdrperzugabe, welche die Kompetition um freie
Antikdrperbindungsstellen zwischen dem Analyten und dem Coating-Antigen einleitet.
Nach Einstellung des Bindungsgleichgewichtes werden die analytgebundenen Antikorper
durch Waschen entfernt. Die verbleibenden, an das Coating-Antigen gebundenen Anti-
korper, konnen mittels eines enzymmarkierten Sekundérantikdrpers detektiert werden. Der
Sekunddrantikrper bindet an den F.-Teil des analytspezifischen Antikdrpers. Die Signal-
entwicklung erfolgt nach einem letzten Waschschritt mittels Substratzusatz analog zum
beschriebenen direkten ELISA.
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Abbildung 10: Prinzip des direkten kompetitiven ELISAs.
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Abbildung 11: Prinzip des indirekten kompetitiven ELISAs.
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3.2.3 Auswertung

Die Auswertung der ELISA-Rohdaten erfolgt durch eine halblogarithmische Auftragung
der Analytkonzentration gegen die Absorptionsmesswerte. Es resultiert eine sigmoide
Kalibrierkurve, die nach RODBARD durch folgende vier Parameter beschrieben werden
kann: Der maximalen bzw. minimalen Absorption, dem Testmittelpunkt und der Steigung
im Testmittelpunkt [207]. Sie dient zur Berechnung von Analytkonzentrationen aus den

Messwerten.

(A-D)

Y= D Gleichung 2
X
1+ —
[Xo J

Y: Absorption [a.u.]
A: Maximale Absorption (obere Asymptote) [a.u.]
D: Minimale Absorption (untere Asymptote) [a.u.]
X: Analytkonzentration [pg/L]
Xo: Testmittelpunkt (50%-Wert) [ug/L]
B: Steigung im Testmittelpunkt

Der Testmittelpunkt (ICsp) oder Wendepunkt der sigmoiden Kurve (Parameter X), gibt die
Analytkonzentration bei 50% Inhibition wieder. Er dient zur Charakterisierung der Sensiti-
vitdt des Testsystems. Der lineare Bereich der Kalibrierkurve um den Testmittelpunkt
liefert den Messbereich, innerhalb dessen eine Quantifizierung moglich ist. Ublicherweise
grenzt man ihn durch die Analytkonzentrationen bei 20% und 80% der Absorption ein. Der
Bereich ist aber stark von der Form der Kalibrierkurve abhéngig. Die Nachweisgrenze
wird durch den Mittelwert des Blankwertes (Nullwertes einer unbelasteten Probe) abziig-
lich seiner dreifachen Standardabweichung definiert, die Bestimmungsgrenze, ab der eine
Quantifizierung statistisch sinnvoll ist, abziiglich seiner sechsfachen Standardabweichung.

Um Kalibrierkurven mit abweichender Signalintensitit vergleichen zu kénnen, werden sie
auf iibereinstimmende obere und untere Asymptoten normiert. Die Normierungskalkula-
tion beschreibt Gleichung 3.

(Y-D)

-100% Gleichung 3

£
|
&

Yn: Normierte Absorption [%]
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3.24 Affinititskonstanten

Die Affinitits- oder Gleichgewichtskonstante einer Analyt-Antikorper-Bindung ist ein
wichtiger Parameter zur Charakterisierung des Antikorpers, da sie Aufschluss iiber die
maximale Empfindlichkeit im ELISA-Testsystem gibt. Sie liegt meist im Bereich von
10* bis 10" L mol™ [175] und kann mittels verschiedener Methoden bestimmt werden.
Eine etablierte Methode ist die Berechnung mit einer Scatchard-Transformation, bei der
die Rohdaten meist in einem kompetitivem Radioimmunoassay gewonnen werden, indem
man verschiedene bekannte Mengen an Antigen ins Verhidltnis zu einer konstanten
Konzentration an radiomarkiertem Antigen setzt [208]. Von WELLER wurde eine Methode
zur Abschitzung der Affinitdtskonstante anhand des kompetitiven ELISAs entwickelt
[209]. Aus dem Massenwirkungsgesetz ldsst sich ableiten, dass die Affinitdtskonstante
lediglich vom Testmittelpunkt abhéngig ist, wenn Antikorper- und Tracerkonzentration in

einer Grenzbetrachtung gegen Null gehen. Es gilt dann folgender Zusammenhang;:

K = 1

X, (min) Gleichung 4
K: Affinitétskonstante
Xy (min): Minimaler Testmittelpunkt; Grenzbetrachtung bei

[Ak] — 0 und [Tracer] bzw. [Coating-Antigen]— 0

Experimentell ldsst sich dies durch sequentielle Verdiinnung von Tracer- und Antikorper-
konzentration bis zum minimalen Testmittelpunkt X, (min) erreichen. Bei sehr hohen
Antikorperaffinitdten kann mit dieser Methode jedoch nur eine Mindestaffinitit ermittelt
werden, da sie durch die Nachweisstérke des Tracers begrenzt ist.

Andere Messverfahren zielen auf unterschiedliche physikalische Eigenschaften des Analyt-
Antikorper-Komplexes und seiner Liganden ab. Neben spektroskopischen Methoden haben
sich in den letzten Jahren besonders Sensorsysteme, die z.B. auf der Surface-Plasmon-
Resonanz basieren, etabliert. Hier wird ein indirekter Assay auf einem Chip durchgefiihrt,
bei dem die Affinititskonstante der Coating-Antigen-Antikdrper-Bindung {iiber eine
Brechungsindex-Messung anhand der Anderung der Schichtdicke ermittelt wird [210-212].

3.2.5 Kreuzreaktivititen

Mit der Kreuzreaktivitit ldsst sich die Selektivitit eines Antikdrpers beschreiben. Man
spricht allgemein dann von Kreuzreaktivitit, wenn verschiedene Analyten eine Bindungs-
stelle desselben Antikorpers oder Rezeptors besetzen konnen und zu ihr eine messbare
Affinitét aufweisen. ABRAHAM definierte die Kreuzreaktivitit (Crossreactivity, CR) als den
Quotienten der Testmittelpunkte des Referenzanalyten X, (Referenz) und der kreuz-
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reagierenden Substanz X, (Testsubstanz) [213]. Sie wird in Prozent angegeben (vgl.
Gleichung 5). Die Auswahl des Referenzanalyten erfolgt willkiirlich. Die Erstellung der
Kalibrierkurven muss parallel auf einer MTP unter optimierten Bedingungen erfolgen, um
reprasentative Werte flir die Kreuzreaktivititen zu erhalten.

X, (Referenz)
CR = ; -100% Gleichung 5
X, (Testsubstanz)
CR: Kreuzreaktivitét [%]
Xy (Referenz): Testmittelpunkt des Referenzstandards [pg/L]

Xy (Testsubstanz): Testmittelpunkt der Testsubstanz [pg/L]

Bei Verwendung von molaren Konzentrationen erhédlt man die entsprechende molare
Kreuzreaktivitét, die fiir die Diskussion von Struktur-Wirkungsbeziehungen von Bedeu-
tung ist. Eine alternative Bestimmung der Kreuzreaktivitit anhand der Affinitdtskonstanten
(K) beschrieben JOHNSTON und EISEN [214]:

K (Testsubstanz)
CR = -100% ;
K (Referenz) o Gleichung 6
CR: Kreuzreaktivitét [%]
K (Referenz): Affinitdtskonstante des Referenzstandards [pg/L]

K (Testsubstanz): Affinititskonstante der Testsubstanz [pug/L]

BERZOFSKY und SCHLECHTER unterscheiden zwischen zwei Arten der Kreuzreaktivitit.
Typ 1 entspricht der obigen Definition und wird als ,.tatsdchliche Kreuzreaktivitit* be-
zeichnet. Typ 2 beschreibt zusitzlich die Heterogenitit der AntikOrperpopulation in
polyklonalen Seren und wird als ,,Shared-Reactivity* bezeichnet [215]. Damit wird der
Tatsache Rechnung getragen, dass einzelne Antikorperpopulationen im polyklonalen
Serum unterchiedliche Antigendeterminanten erkennen bzw. auch verschiedene Affinititen
zu einer Antigendeterminante aufweisen kénnen und es damit zu Uberlagerungen im

Kreuzreaktionsmuster kommen kann.

Das Kreuzreaktionsmuster eines Antikorpers gibt damit dessen Fahigkeit wieder, verschie-
dene Analyten zu binden. Meist handelt es sich dabei um strukturell dhnliche Verbindun-
gen. Beeinflusst wird die Erkennung durch sterische und elektronische Effekte von ganzen
Molekiilen oder einzelnen Molekiilteilen. Werden vom Antikérper Molekiilstrukturen
erkannt, die bei verschiedenen Analyten vorliegen, so ist die Kreuzreaktivitit in der Regel
grofer, als wenn das gesamte Analytmolekiil zur Erkennung beitrégt.
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Je nach Anwendung ist ein selektiver, monovalenter Antikorper oder ein breitbandiger,
gruppenspezifischer Antikorper erwiinscht. Fiir quantitative Immunoassays ist eine hohe
Selektivitdt wiinschenswert, da nur so sichergestellt werden kann, dass das Signal allein
auf den Targetanalyten zuriickzufiihren ist. Allerdings finden auch gruppenspezifische
Breitbandantikorper in Screeningassays Anwendung, die Summenparameter liefern. Von
SPRINKS wurden beispielsweise Versuche zur gezielten Herstellung von multivalenten
Antikdrpern beschrieben [216].

33 Immunoaffinititschromatographie (IAC)

3.3.1 Entwicklung und Prinzip

In der Biochemie ist seit den 1960er Jahren die Verwendung von Antikdrpern zur immu-
noaffinitdtschromatographischen Isolierung von Proteinen und Peptiden bekannt. Ab Mitte
der 1980er Jahre wurde zunehmend von Anwendungen dieser Immunextraktionstechnik
fiir die Riickstandsanalytik von kleineren Molekiilen, wie Tierarzneimittelriickstdinden und
Mycotoxinen in Lebensmitteln, berichtet. In den 1990er Jahren folgten schlieBlich erste
Applikationen zur Anreicherung von Pestiziden aus Umweltmatrices [217-222].

Die Voraussetzung fiir die Herstellung von Immunadsorbentien ist, wie bei immunologi-
schen Nachweismethoden, die Verfiigbarkeit geeigneter Antikorper. Diese werden
zundchst mittels Affinititsmedien (v.a. Protein A oder G) aus dem Serum oder aus dem
Zellkulturiiberstand isoliert. AnschlieBend folgt die Bindung der Antikorper an ein geeig-
netes Tragermaterial. Gebrauchlich ist hier die kovalente Bindung an Agarose-, Cellulose-
oder Acryl-Gele und Silikatmaterialien. Seit Anfang der 1990er Jahre ist aulerdem eine
Methode bekannt, bei der Biomolekiile nichtkovalent mittels der Sol-Gel-Technik in eine

Glas-Matrix immobilisiert werden.

Das Funktionsprinzip der Immunoaffinitidtschromatographie (vgl. Abbildung 12) beruht
auf der reversiblen Bindung von Targetmolekiilen an die immobilisierten Fidngeranti-
korper. Durch anschlieBendes Waschen der Sdule konnen Matrixbestandteile entfernt
werden, so dass neben einer Anreicherung auch eine Voraufreinigung der Probe erzielt
wird.
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Abbildung 12: Prinzip der Immunoaffinititschromatographie

Die Bindungskapazititen der Adsorber kdnnen anhand der eingesetzten Antikorpermenge
gesteuert werden. Die Desorption der gebundenen Analyten erfolgt mittels chaotroper
Reagenzien, mizellarer Losungen, immunselektiven, sauren bzw. basischen Puffern oder
organischen Losungsmitteln. Neben der einfachen Regenerierbarkeit sind Stabilitdt und

Nutzungsdauer des Immunadsorbens von entscheidender Bedeutung.

3.3.2  Antikorper-Analyt-Wechselwirkungen in der IAC

Die Antikorper-Analyt-Wechselwirkungen sind in der IAC fiir die Bindung und Elution
der Analyten von zentraler Bedeutung. Die vier auftretenden intermolekularen Wechsel-
wirkungen sind elektrostatische Anziehung (Coulomb-Krifte), Wasserstoftbriickenbindun-
gen, hydrophobe Wechselwirkungen und Van-der-Waals-Kréfte [175]. Coulomb-Krifte
wirken zwischen entgegengesetzt geladenen Gruppen, wie z.B. Amino- und Carboxyl-
gruppen. Die Anziehungskraft (F) ist dem Quadrat des Abstandes zwischen den Ladungen
umgekehrt proportional:
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F= . Gleichung 7
(e-d)
F: Coulomb’sche Anziehungskraft zwischen
zwei entgegengesetzt geladenen Teilchen [m kg s™']
€: Dielektrizititskonstante [A s V' m™]
d: Abstand der punktformigen Ladungen [m]

Damit nimmt die Anziehung erheblich zu, wenn Ladungen auf Antigen und AntikGrper
sich ndhern. Losungsmittel mit niedriger Dielektrizititskonstante (€) fiihren zudem zu einer
Erhohung der Bindungsenergie. Dabei weist Wasser eine sehr hohe Dielektrizitéts-
konstante von 80 auf, die durch Salzzusatz noch gesteigert werden kann. Organische
Losungsmittel besitzen eine niedrigere Dielektrizititskonstante, wie beispielsweise ACN
mit etwa 38 [223], welches eine gegeniiber Wasser mehr als doppelt so grole Bindungs-
energie erzeugt. Coulomb-Kriifte haben eine relativ groBe Reichweite von bis zu 100 A
und sind neben den Van-der-Waals-Kréften primér fiir die Spezifitit der Bindung verant-
wortlich.

Van-der-Waals-Krifte sind induzierte Dipolwechselwirkungen zwischen unpolaren Grup-
pen. Obwohl es sich dabei um nur schwache elektrostatische Wechselwirkungen handelt,
sind sie aufgrund ihrer Reichweite von 100 bis 1000 A von Bedeutung [224]. Da ihre
Anziehungskraft umgekehrt proportional zur siebten Potenz des Abstandes ist, steigt die

Kraft rasch an, wenn sich die beteiligten Molekiile anndhern.

1
F ry Gleichung 8
F: Van-der-Waals-Krifte [m kg s™']
d: Abstand der Molekiile [m]

Daneben konnen auch Wasserstoftbriickenbindungen zwischen hydrophilen Gruppen
(Hydroxyl-, Amino- oder Carboxylgruppen) an der Bindung zwischen Antigen und Anti-
korper beteiligt sein. Thre Reichweite ist mit bis zu 5 A sehr kurz und ihr Auftreten bei
Antigen-Antikorper-Wechselwirkungen dadurch begrenzt, dass im wéssrigen Medium
bevorzugt Wasserstoffbriicken zwischen den Proteinen und den umgebenden Wasser-
molekiilen gebildet und damit die Protein-Protein-Wechselwirkungen inhibiert werden.
Dennoch tragen sie nach dem Zustandekommen einer Bindung zwischen Antigen und

Antikorper oft erheblich zu deren Gesamtbindungsstérke bei.
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Hydrophobe Interaktionen gelten als sekundédre Bindungen, die dafiir sorgen, dass bereits
iiber primire Bindungen, wie Wasserstoffbriicken und Van-der-Waals-Krifte, verkniipfte
Proteinmolekiile, durch die Verdrangung von Wasser betrichtlich verstarkt werden [225].
Sie machen einen GroBteil der Gesamtstirke von Antigen-Antikorper-Bindungen von
schiatzungsweise bis zu > 50% aus und treten zwischen hydrophoben Gruppen, wie den
Seitenketten von Valin, Leucin und Phenylalanin, auf. Der resultierende Entropiegewinn
wird durch die thermodynamisch vorteilhafte Wasserverdrangung aus der Bindungsstelle
erzielt.

Eine weitere wichtige Interaktion erfolgt zwischen konjugierten m-Elektron-Systemen von
aromatischen Analyten und Kationen im Bindungsbereich des Antikorpers. Diese Wech-
selwirkungen, die besonders bei Mehrringsystemen wie PAHs eine groBe Bedeutung
haben, konnen im Fall der Sulfonylharnstoffe insbesondere bei deren Benzylderivaten
auftreten [226].

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass alle Bindungsarten erst bei starker Annéhe-
rung der beiden Molekiile wirksam und durch die Wasserverdrangung zwischen den
Proteinen verstirkt werden. Entscheidend ist dabei die moglichst groBe rdumliche
Komplementaritit der Elektronenwolken an der Bindungsstelle des Antikorpers und an der
Antigen-Bindungsdeterminante, die eine enge Anndherung ermoglicht. Je groBer die
Flache ist, auf der Antigen und Antikorper zusammenpassen, desto grofler ist die Anzie-
hungskraft, vor allem wenn sich zusétzlich entgegengesetzte Ladungen und hydrophobe
Gruppen genau gegeniiberstehen. Man spricht auch vom Schliissel-Schloss-Prinzip,
welches bereits 1894 von FISCHER flir Enzyme beschrieben wurde [227].

Da das Zusammenwirken der beschriebenen Bindungsmechanismen auflerdem zeitab-
hingig ist, d.h. die Intensitit der Bindung durch die langsame Ausbildung von sekundiren
Bindungskraften nach mehreren Stunden und Tagen noch zunehmen kann, ist es fiir die
IAC von Vorteil, wenn die Kontaktzeiten moglichst kurz gehalten werden, um das Antigen
mit moglichst sanften Methoden vom Antikorper 16sen zu konnen. Fiir den ELISA bedeu-
tet dies wiederum, dass bestimmte Mindestzeiten notwendig sind, um ein stabiles
Bindungsgleichgewicht zu erzielen. Die physikalischen und chemischen Moglichkeiten,
mit denen Antigen-Antikorper-Bindungen kontrolliert werden kénnen, sind vielfaltig und
thr Zusammenwirken noch nicht abschlieend geklirt. Tabelle 7 gibt einen schematischen
Uberblick iiber die Wechselwirkungen. Die entsprechenden Auswirkungen auf das Anrei-
cherungs- und Elutionsverhalten in der IAC werden in Kapitel II 3.3.5 beschrieben.
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Tabelle 7: Wichtige Antigen-Antikorper-Bindungsarten und Moglichkeiten zu
deren Beeinflussung durch das umgebende Medium [224].

Wechselwirkung Coulomb Van-der-Waals H-Briicken Hydrophobe

Reichweite mittel: 100 A 100-1000 A  kurz: 1.5-5A kurz

Signifikanz fiir +++ ++ + -

Bindungsspezifitét

Signifikanz fiir ++ + ++

Bindungsstirke

Extremer pH-Wert NS

Tonenstirke T \2 T

Oberflichenspannung T oder 4

Dehydratisierungs- T T T

reagenzien T

Chaotrope Salze T \2 L

Temperatur T \2 T oder | T

Reaktionszeit T T T ™

* n-Elektron-Kation-Wechselwirkungen stellen eine weitere wichtige Antigen-Antikorper-Interaktion dar.

3.3.3 Tragermaterialien in der IAC

Fiir das Anwendungsspektrum von Immunadsorbern sind neben der Eignung der Anti-
korper auch die Eigenschaften des Tragermaterials von Bedeutung. Neben einer effizienten
Immobilisierungmoglichkeit fiir den Antikorper, sollte das Immunosorbens mechanische,
physikalische und chemische Stabilitét bieten, gutes FlieBverhalten aufweisen und keine
unspezifische Bindung zu den Analyten zeigen. Besonders fiir On-line-Anwendungen ist
zudem eine hohe Druckstabilitdt erforderlich [228].

Als Triagermaterial in der IAC werden traditionell vor allem Polysaccharide, wie Agarose
oder Cellulose, eingesetzt [229]. Daneben finden auch synthetische Polymere, wie Poly-
acrylamide, Polymethacrylate und Polyethersulfone sowie deren Derivate (z.B. Hydroxy-
ethylmethacrylat (HEMA)), breite Anwendung. Es wird mittlerweile eine Vielzahl von
kommerziellen Produkten speziell fiir die IAC angeboten (vgl. Tabelle 8) [230]. Darunter
finden sich Tragerbeads, die noch einer Aktivierungsreaktion unterzogen werden miissen,
und solche, die bereits aktiviert bezogen werden kdnnen. Die Supports sind vor allem fiir
die Off-line-Anreicherung geeignet, da sie bei hohen Flussraten bzw. hohem Druck nur
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begrenzt stabil sind. Fiir On-line-Anwendungen wurden daher Supports auf der Basis von
derivatisierten Silikaten (Kieselgelen), Glastragern (Controlled Pore Glas (CPG)) [231],
Polystyrol- oder Azlacton-Materialien entwickelt, die eine hohere Stabilitit aufweisen. Die
Anwendung von Antikorpern fiir die Anreicherung in der HPLC wird als High-Perfor-
mance Immunoaffinity Chromatography (HPIAC) bezeichnet [219]. Ein relativ neues
Material zur Immobilisierung von Antikorpern ist Sol-Gel-Glas [232, 233], welches auch
im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt wurde und auf das in Kapitel II 5 ausfiihrlich einge-

gangen wird.

Tabelle 8: Wichtigste Trigermaterialien fiir die IAC.

Material Struktur Eigenschaften

Agarose B-D-Galactose und 3,6-Anhydro-o-L-Galac- ~ hochporos,

(Sepharose) tose, alternierend 1,3- und 1,4-verkniipft; hydrophil, begrenzte
Modifizierung durch Quervernetzung der Stabilitdt; nicht
Polysaccharidketten mit Epichlorhydrin oder ~ druckbestéindig
Divinylsulfon méglich

Polyacrylamid Acrylamide/N,N’-Methylen-Diacrylamid- hydrophil, stabil
Copolymere

Hydroxyethyl- Hydroxyethylmethacrylat/Ethylendimethyl- druckstabil,

methacrylate methacrylat-Copolymere verschiedene Poren-

(HEMA) groBen generierbar

Copolymere mit
Azlacton-Ketten

HEMA oder Silicagele mit Azlacton-Tentakeln
an der Oberfldche

hydrophile Ober-
fliache; sterische

Hinderung moglich

Copolymere mit
Epoxy-Ketten

HEMA oder Silicagele mit Epoxid-Tentakeln
an der Oberfldche

hydrophile Ober-
flache; sterische
Hinderung moglich

Modifizierte Einfiihrung hydrophiler Oberflichen durch druckstabil,

Silicagele Umsetzung mit 3-Glycidyloxypropyl-tri- hydrophil modifiziert
methoxysilan

Controlled Pore Oberflachenmodifizierte Silica-Materialien, einheitliche,

Glass (CPQG) gewonnen aus Borsilikatgldsern nach monodisperse
Phasenseparation bei hohen Temperaturen und Porenverteilung;
Auswaschen der Borsdurephase mit Sduren und druckstabil

anschliefender Oberflachenbehandlung
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3.3.4 Immobilisierung der Antikorper

Fiir die Immobilisierung von Antikdrpern wurden zahlreiche Methoden beschrieben. Weit
verbreitet ist die kovalente Bindung von Antikorpern iiber deren freie Aminogruppen an
das Tragermaterial [234, 235]. Die Supports werden dafiir zundchst einer Aktivierungs-
reaktion unterzogen. Diese kann mittels Bromcyan, Sulfonylchlorid, N, N’-Carbonyldi-
imidazol, N-Hydroxysuccinimid oder Glutardialdehyd erfolgen:

Tabelle 9: Beispiele fiir Kopplungsreagenzien. (A) Bromcyan, (B) Tresylchlorid,
(C) Tosylchlorid, (D) Carbonyldiimidazol, (E) N-Hydroxysuccinimid,
(F) Glutardialdehyd. Aktivierte Trigermaterialien und Kopplungs-
produkte der jeweiligen Reaktion mit Aminogruppen am Antikdrper (R).

Kopplungsreagenz Aktivierter Triger Kopplungsprodukt

OH
Reaktion mit Hydroxylgruppen am Trigermaterial 0

(4) NH
CNBr O—O——CN OO%NHR

(B)  ¢1—s0,—CHsCF,
0S0,—CH,—CF4 NHR

©)
CI—SOZQCHg, OOSOZQCH3 ONHR

GCOOH
Reaktion mit Carboxylgruppen am Tragermaterial

D) '\E/\N— o N\j GOCO_N\/j\I O—ooo— NHR
~ _— =

(E) 0 0
3 ) CO—NHR
HO— NQ O— COO— NQ
0 0

NH,
Reaktion mit Aminogruppen am Trigermaterial 0

(F)  cHO-CH,-CH,-CH.,-CHO
2-ChH2-Lhj ON:CH-(CH2)3-CH0 O—NH-(CH2)5-NHR
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Die neu eingefiihrten funktionellen Gruppen ermoglichen eine Reaktion mit dem Anti-
korper und besitzen auch eine Spacerfunktion, die verhindert, dass sich die Antikorper bei
der Kopplung gegenseitig sterisch behindern. Die Reaktion liber Aminogruppen am Anti-
korper stellt eine sehr einfache Methode dar, hat aber den Nachteil, dass aufgrund der
ungerichteten Kopplungsreaktion, bei der die Orientierung der Antikorper dem Zufall
unterworfen ist, auch inaktive (z.B. Kopplung iiber die variable Doméne) und partiell
aktive immobilisierte Antikorper auftreten. Daher wird die Ausgangsaktivitdt durch die

Immobilisierung vermindert.

Antikorper oder AntikOrperfragmente konnen auch durch eine gerichtete kovalente
Bindung tiber weitgehend definierte Kopplungsstellen am Antikdrper immobilisiert
werden. Damit kann gesteuert werden, dass die eigentlichen Antigen-Bindungsstellen fiir
die Antigenerkennung weiter zur Verfiigung stehen und kaum Aktivitdt verloren geht. Die
Aktivierung erfolgt hierbei liber Divinylsulfon, Epoxide, Acetylbromid bzw. -iodid,
Maleinsdureamid oder TNB-Thiol. Auch eine Kopplung mittels Sulfonylchlorid kann
gerichtet erfolgen, wenn eine Bindung an die Thiolgruppen des Antikorpers forciert wird.
Eine weitere Methode der gerichteten Immobilisierung ist eine Kopplung der Antikorper
iiber ihre Kohlenhydratreste. Dafiir werden diese Reste mittels Natriumperiodat oder unter
milderen Bedingungen enzymatisch zu Aldehyden oxidiert, die dann mit aktiven Hydrazid-
oder Aminogruppen am Triagermaterial reagieren konnen. Diese aldehydaktivierten
Kohlenhydratreste konnen zudem durch Reaktion mit Biotin-Hydrazid nichtkovalent an
Streptavidin-Trager immobilisiert werden.

HO-CH,
o Enzymatische Ho-g¢"
RO \in- o Oxidation - z ><
HO OH o
Polsaccharidkette Ox1dat10nspr0dukt mit
am Antikorper (R) reaktiven Aldehydgruppen 0
/ Ny
o HaN— NH— c— CH2

HO-CH,

N/ Ny Biotin-Hydrazid
RO . >< ? ?
S

N_ NH— C CH2)4

Hydrazon

Abbildung 13: Gerichtete Immobilisierung von Antikérpern iiber Biotin-Hydrazid.
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Ein weiteres Beispiel fiir eine nichtkovalente Immobilisierung stellt die Adsorption von
Antikorpern an einen sekundédren Liganden wie die Proteine A oder G dar [236]. Diese
beiden Proteine werden aus der Zellwand von Bakterien gewonnen und besitzen die Féahig-
keit, die F.-Region vieler Antikdrpertypen zu binden. Unter physiologischen Bedingungen
ist diese Bindung relativ stabil, kann aber mit Elutionslésungen von niedrigem pH-Wert
leicht geldst werden.

3.3.5 Anreicherung und Elution in der IAC

Die vorausgehend beschriebenen Bindungseigenschaften von Antigen-Antikorper-
Komplexen (vgl. II 3.3.2) belegen, dass die optimalen Bedingungen fiir diese Assoziation
bei neutralem pH-Wert und geringer bis moderater lonenstirke gegeben sind. Fiir die
chromatographische Nutzung von Antikorpern ist die reversible Bindung der Antigene von
zentraler Bedeutung. Dafiir miissen Elutionsbedingungen geschaffen werden, die zur
Dissoziation der Antigen-Antikorper-Bindung fithren, jedoch den Antikoérper nicht irrever-
sibel schéddigen, so dass eine Wiederbeladung der IAC-Saule mdglich ist. Die geeigneten
Elutionsbedingungen sind letztlich stark von den Eigenschaften der einzelnen Antikorper
abhingig und miissen empirisch ermittelt werden. Neben der Art der Wechselwirkung
spielt dabei vor allem die Affinitdtskonstante eine Rolle. Da sie bei polyklonalen Antikor-
pern i.d.R. hoher liegt als bei monoklonalen, bendtigen erstere oftmals drastischere Elu-
tionsbedingungen. Um einen hohen Anreicherungsfaktor zu erzielen, sollte das Elutions-
volumen zudem moglich gering gehalten werden. Weiterhin hdngt die Wahl des geeigneten
Desorptionsmittels auch von den Eigenschaften des Antigens, besonders von dessen
Ladung und Polaritdt, ab. Da die verschiedenen EinflussgroBBen vielfdltig und in der
Summe nicht vorhersehbar sind, muss die Optimierung in der Praxis letztlich durch
empirische Versuche erfolgen.

Als erfolgreiche Eluenten haben sich dabei Reagenzien erwiesen, die chaotrope Ionen,
hohe lonenstérken, denaturierende Agenzien oder organische Losungsmittel enthalten bzw.
einen extremen pH-Wert aufweisen [237, 238]. Auflerdem wurden auch physikalische
Elutionstechniken, wie Temperatur- [239] oder Druckerhhung [240] sowie elektropho-
retische Verfahren [237] erfolgreich eingesetzt.

Eine Anderung des pH-Wertes mittels Pufferldsungen beeinflusst vor allem die elektro-
statischen Wechselwirkungen. Dort, wo die Reduktion des pH-Wertes auf 2 bis 3 nicht fiir
eine Desorption ausreicht, spielen offenbar hydrophobe Wechselwirkungen eine wichtige
Rolle. Eingesetzt werden fiir niedrige pH-Werte iiberwiegend Glycin/HCI-Puffer, Essig-
und Propionsdure. Seltener finden Glycin/NaOH-Puffer oder Ethanolamin im pH-Bereich

von 10 bis 11 Anwendung.
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Die Anionen chaotroper Salze besitzen die Féhigkeit, Wasserstoffbriickenbindungen zu
16sen und indirekt hydrophobe Wechselwirkungen zu schwéchen. Ein vielfach eingesetztes
destabilisierendes Reagenz ist Thiocyanat in hohen Konzentrationen (3 M). Allerdings
kommt es dabei hdufig zur Denaturierung des Antikorpers [241]. Die Starke verschiedener
chaotroper Anionen nimmt in der Reihenfolge SCN™ > J” > ClO4 > CI' > CH;COO™ > SO,*
> PO,> ab [238].

Eine sehr milde Elutionstechnik stellt die Verdnderung der lonenstirke dar. Sie ist in der
Praxis jedoch meist zu ineffizient. Lediglich MgCl, und CaCl, zeigten ausreichende
Effekte, was wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist, dass hier eine Kombination von
drei verschiedenen Einfliissen (erhohte Ionenstdrke, milder chaotroper Effekt, schwache
Reduzierung des pH-Wertes) zusammentreffen. Eine Mischung aus MgCl, und Ethylen-
glykol wurde ebenfalls erfolgreich eingesetzt [242].

Denaturierende Agenzien, wie Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid, kénnen bei Antikor-
pern hoher Affinitét eine Desorption des Antigens bewirken, fiihren jedoch héufig auch zu

dessen irreversibler Denaturierung.

Mischungen aus organischen Losungsmitteln und Wasser sind oft dort das Mittel der
Wahl, wo andere Elutionslosungen nicht zum Ziel gefiihrt haben. Thr Einfluss ist u.a. auf
die Polarititsdnderung zuriickzufiihren, welche jedoch stark vom jeweiligen Antikorper-
Antigen-System abhingig ist. Ethylenglykol und DMSO finden haufig Anwendung, da sie
Proteine nur in sehr hohen Konzentrationen denaturieren [243]. Methanol oder ACN
werden oft dort eingesetzt, wo sie auch bei der anschlieBenden HPLC-Analytik als mobile

Phase dienen.

Letztlich fiihren jedoch oft nur Mischreagenzien, die gleichzeitig verschiedene Desorp-
tionseffekte erzeugen, zum Ziel [244], besonders dann, wenn milde Bedingungen
erwiinscht sind. Berichtet wurde weiterhin auch von sog. Displacerelutionen [245-247], bei
denen analytdhnliche Molekiile mit hoher Affinitit zum Antikdrper die Bindungsstellen
besetzen und dadurch die weniger affinen Analyten aus der Antikoérperbindung verdriangt
werden. Dies setzt jedoch Antikorper mit entsprechendem Affinititsverhalten voraus und
macht eine Regeneration des Trigers oft unmdoglich.

3.3.6 Anwendungen der IAC

Wie immunologische Analysemethoden allgemein, so werden auch TAC-Applikationen
schwerpunktméfig im medizinischen Bereich eingesetzt [248-250]. Dennoch hat die Zahl
der Anwendungen in der Lebensmittel- und Umweltanalytik in den letzten Jahren signifi-
kant zugenommen [251, 252]. Wichtige Einsatzgebiete sind die Spurenanalytik von
verschiedensten Pharmazeutika [253, 254], Anabolika und Dopingmitteln [255-258],



64

Hormonen [259] und endokrin wirksamen Substanzen [259] sowie von Tierarzneimittel-
riickstdnden [260]. Die klassischen Zielanalyten fiir die IAC von Lebensmittelproben sind
vor allem Mykotoxine [261-263]. Zunehmend werden aber auch Supports fiir die Pestizid-
anreicherung entwickelt [264-266]. Fiir die Analytik von Pestiziden in Umweltproben
wurden bisher vor allem IAC-Sdulen entwickelt, die polyklonale Antikorper enthalten,
welche Atrazine und Phenylharnstoffe erfassen und kovalent an Sepharose- oder Silikat-
Trager immobilisiert sind [267-275], wobei letztere auch fiir On-line-Anreicherungen
geeignet sind. Fiir SUs wurden ebenfalls IACs mit kovalent an Agarose- bzw. Sepharose-
Adsorbentien gekoppelten polyklonalen Antikérpern beschrieben. Diese wurden zur
Anreicherung von Triasulfuron [276] und Chlorimuron-ethyl [277] aus Bodenproben
verwendet. Ahnliche Applikationen sind auch fiir andere Umweltkontaminanten, wie
PAHs [278-282], Dioxine und Furane [283] sowie Algentoxine [284] publiziert worden.
IAC-Supports auf Sol-Gel-Glas-Basis setzte man ebenfalls erfolgreich zur Anreicherung
von verschiedenen polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffverbindungen [285-
289] und Triazin-Herbiziden [290] in Umweltproben sowie im Biomonitoring ein (vgl.
auch Kapitel II 5).

Die Vorteile von immunochromatographischen Methoden liegen darin, dass sie gegeniiber
herkdmmlichen SPE-Materialien eine hohere Selektivitét fiir einzelne Verbindungen oder
Analytgruppen aufweisen und daher Matrixbestandteile oft effektiver beseitigt werden
konnen. Die Schwierigkeit der Methode liegt jedoch in der aufwindigen Produktion von
geeigneten Antikorpern sowie deren hoheren Empfindlichkeit gegeniiber Umweltein-
fliissen und Reagenzien. Da sich die IAC jedoch auch fiir die On-line-Kopplung an auto-
matisierte chromatographische Systeme als geeignet erwiesen hat, ist sie besonders in
Verbindung mit spezifischen Detektions- und Bestimmungsmethoden, wie der LC-UV
oder LC-MS(/MS), ein interessantes Analysetool, welches den Zeitaufwand fiir die Pro-
benvorbereitung stark reduziert [291-297]. In Kombination mit der Tandem-MS-Detektion
kann dabei aulerdem eine hohe Analysensicherheit erzielt werden [256, 258, 298].
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4 MS und MS/MS

Die Massenspektrometrie ist ein molekiilanalytisches Verfahren, bei dem Ionen aufgrund
ihres Masse/Ladung-Verhiltnisses getrennt werden. Bereits 1922 erhielt ASTON den
Nobelpreis fiir den massenspektrometrischen Nachweis von 212 natiirlich vorkommenden
Isotopen. Dennoch wurden bis in die 1950er Jahre lediglich selbstentwickelte Massen-
spektrometer benutzt. Die grofite Bedeutung der Massenspektrometrie lag zunéchst in der
Strukturaufkldrung organischer Verbindungen, sie hat sich aber mittlerweile in vielen
Bereichen der qualitativen und quantitativen Analytik, insbesondere in der Spurenanalytik,
etabliert [173].

Die On-line-Kopplung der HPLC mit der Tandem-Massenspektrometrie kombiniert die
Vorteile beider analytischer Messverfahren. Die fliissigchromatographisch ganz oder
teilweise aufgetrennten Substanzen werden dabei direkt massenspektrometrisch verifiziert
und quantifiziert. Dadurch wird eine hohe Selektivitét erzielt und damit auch eine grof3e
Nachweissicherheit gewihrleistet. Oftmals kann gleichzeitig auch die Nachweisgrenze
erheblich verbessert werden. Die HPLC ist iiber das Interface mit dem Massenspektro-
meter gekoppelt. Sanfte Ionisierungstechniken, wie die chemische Ionisation, liefern nicht
oder nur geringfligig fragmentierte Molekiilionen bzw. Molekiil-Adduktionen, wie
[M+H]", [M+Na]" oder [M-H]". Fiir an die LC gekoppelten Systeme sind Sprayionisa-
tionsquellen wie Elektrospray (ESI), Thermospray (TSI) und die chemische Ionisation
unter Atmosphérendruck (APCI) am weitesten verbreitet [299] und iiblicherweise parallel
am selben Spektrometer auswihlbar. Aufgrund der leichten Protonierbarkeit von SUs im
Sauren hat sich hier die Elektrosprayionistion im positiven ESI-Modus als besonders prak-
tikabel erwiesen [8]. Die Ionisation erfolgt durch Einspriihen der Losung iiber eine
geheizte Kapillare, an deren Spitze eine Hochspannung von 2 bis 5 kV angelegt ist. Es
bilden sich geladene Tropfen, die durch einen beheizten Stickstoffstrom verdampft werden,
so dass die Ladungen auf ein immer kleineres Volumen konzentriert werden und es zur
Ionenemission kommt. Die anschlieBende Massenauftrennung im MS-Analysator kann
nach flinf verschiedenen Prinzipien erfolgen. Quadrupolmassenfilter trennen die Ionen im
Hochfrequenzbereich eines Quadrupol-Stabsystems, elektrische Ionenfallen fangen die
Ionen in einem elektrischen Feld zwischen Elektrodenzellen in zylindrischer oder hyper-
bolischer Form und Ionencyclotron-Resonanz-Zellen, auch magnetische Ionenfallen
genannt, fixieren Ionen in einem homogenen Magnetfeld. Bei den beiden Letzteren konnen
die Tonen so gesteuert werden, dass diese Kreisbahnen beschreiben, deren Umlauffrequenz
von der Teilchenmasse abhédngig ist. In Sektorfeldgerdten werden die Ionen hinsichtlich
threr Ablenkung im kombinierten magnetischen und elektrischen Feld getrennt, in Flug-
zeit-Detektoren hingegen aufgrund ihrer Flugzeit bei konstanter Anfangsenergie.
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Abbildung 14: Prinzip der Tandem-MS [173].

Tandem-MS-Geriéte bestehen aus zwei iiber ein Interface oder eine StoBkammer seriell
gekoppelte Massenspektrometer. Im ersten Massenspektrometer (MS-1) werden Molekiil-
ionen erzeugt. Das Interface ermdglicht die gezielte Fragmentierung von ausgewidhlten
Molekiilionenmassen durch StoBaktivierung mit einem Inertgas (meist Argon oder Xenon),
die dann im zweiten Massenspektrometer (MS-2) aufgrund ihrer Masse getrennt werden
konnen. Der Fragmentierungsprozess ist unter der Bezeichnung CAD (Collision-Activa-
ted-Dissociation) oder CID (Collision-Induced-Dissociation) bekannt. Die serielle Kombi-
nation beider MS erméglicht die Anwendung unterschiedlicher Betriebsarten zur Losung
konkreter Fragestellungen. Beim sog. Tochterionen-Scan werden zunédchst mittels MS-1
die Zielkomponenten (Elternionen) abgetrennt und {iber die StoBkammer, in der die
entsprechenden Tochterionen gebildet werden, in MS-2 geleitet. Tochterionenspektren
stellen demnach die Massenspektren der ausgewédhlten Elternionen dar. Experimente im
Tochterionen-Modus konnen zur selektiven Untersuchung komplexer Probengemische auf
bestimmte Komponenten herangezogen werden. Eine andere Betriebsart ist der sog.
Elternionen-Scan, bei dem in MS-2 ein selektives Tochterion erfasst wird. Mit MS-1
werden dabei alle hoheren Massen untersucht, aus denen das Tochterion entstanden sein
konnte. Diese Experimente ermdglichen Riickschliisse auf die Entstehung von Ionen und
auf Fragmentierungsmuster. In der dritten Betriebsart, dem Neutralverlust-Scan, werden
MS-1 und -2 so aufeinander abgestimmt, dass sie stets eine konstante Massendifferenz
detektieren. So konnen Abspaltungen von Neutralteilchen, wie Wasser aus Alkoholen
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[M-18+H]", CO, aus Carboxylgruppen, CO aus Aldehyden und von HX aus Halogeniden,
erfasst werden. Die letzte Betriebsart, die hier Erwdhnung finden soll, ist der sog. SRM-
Modus (Selected Reaction Monitoring), bei dem ein Screening von charakteristischen
Ionenpaaren aus MS-1 und -2 mdglich ist, wenn das Fragmentierungsverhalten bekannt ist.
Daraus ergibt sich eine besonders hohe Selektivitit und Empfindlichkeit.

Die Tendenz in der Entwicklung von LC-MS/MS-Methoden geht dahin, dass versucht
wird, die Anzahl der Probenvorbereitungsschritte zu minimieren, was zu ,,Dilute and
shoot“-Methoden gefiihrt hat, bei denen die Proben zur Beseitigung von Matrixeffekten
lediglich verdiinnt werden. Allerdings ist dies nur dort mdglich, wo ausreichend hohe
Analytkonzentrationen vorliegen und die Ionisation durch Matrixbestandteile nicht gestort
wird [300]. Durch Fortschritte in der Gerdtetechnik und dem Bestreben die Analysezeiten
moglichst kurz zu halten, verliert die fliissigchromatographische Vortrennung von Target-
substanzen z.T. an Bedeutung, da die erwiinschte Selektivitit oftmals auch durch die nach-
folgende MS/MS-Detektion erreicht werden kann. Gerade in der medizinischen Diagnostik
sind Analysezeiten von wenigen Minuten keine Seltenheit. Dennoch sind leistungsféhige
Trenntechniken bei komplexeren Matrices notwendig. So werden in der klinischen Analy-
tik beispielweise Restricted Access-HPLC-Festphasen eingesetzt, die speziell Proteine
effizient abtrennen [91]. In der Umwelt- und Lebensmittelanalytik sind auch in Verbin-
dung mit der MS oder MS/MS Probenvorreinigungs- und -anreicherungsschritte oft
unumgdinglich, da sehr unterschiedliche und komplexe Matrices vorliegen und geringe

Nachweisgrenzen erreicht werden miissen.

Fiir die Quantifizierung von Spurenkomponenten sind idealerweise Standardsubstanzen
erforderlich, die mit stabilen Isotopen markiert wurden. Alternativ wird das Standard-
Additionsverfahren oder eine Kalibrierung mit externen Standards angewandt. Allerdings
ist es dabei nicht grundsitzlich gegeben, dass die relativen Intensititen einzelner Ionen in
einem Massenspektrum die relativen Konzentrationen der entsprechenden Analyten in der
Probenlosung widerspiegeln, da das massenspektrometrische Signal entscheidend von der
Gegenwart weiterer Elektrolyte, von Matrixkomponenten und coeluierenden Inhaltstoffen
beeinflusst wird [301].
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5 Sol-Gel-Glas — Technologie

Seit Jahrhunderten werden Glidser und Keramiken durch die Reaktion von anorganischen
Salzen und Oxiden bei iiber 1000°C hergestellt. Silikate, wie Quarzsand (SiO;), sowie
Aluminiumoxid (Al,Os, Tonerde) und Aluminiumsilikate bilden dabei die wichtigsten
Rohstoffe. Eine Kombination dieser Sintertechnik mit organischen Chemikalien oder gar
Biomolekiilen ist aufgrund deren begrenzter Thermostabilitit nicht moglich. Die Sol-Gel-
Technologie hingegen bietet die Moglichkeit der Herstellung von Glas- und Keramik-
Materialien bei Raumtemperatur, was auch den Einschluss von Biomolekiilen erlaubt. Sie
basiert auf einer anorganischen Polymerisationsreaktion von Metall-Alkoxiden in Losung.
Als Ausgangsprodukte werden vorwiegend Ubergangsmetall-Alkoxide sowie Si-, Al- oder
B-Alkoxide eingesetzt [302]. Die erste Sol-Gel-Synthese wurde 1846 von EBELMEN
beschrieben, der Tetraethoxysilan herstellte, indem er SiCly mit Ethanol umsetzte und
beobachtete, dass dieses bei ldngerem Stehen an der Luft gelierte [303]. Allerdings wurde
die breite Einsatzmoglichkeit von Sol-Gel-Materialien erst ein Jahrhundert spéter erkannt.

Mitte der 1950er Jahre zeigte DICKEY erstmals anhand verschiedener Enzyme die Bio-
kompatibilitdt von Sol-Gel-Material auf Silikatbasis. Einen Durchbruch auf diesem Gebiet
gab es jedoch erst 1990 durch Entwicklungen von AVNIR ET AL. [304], die demonstrierten,
dass Biomolekiile bei weitgehendem Erhalt ihrer biologischen Aktivitit einpolymerisiert
werden konnen. Die inkorporierte alkalische Phosphatase (ALP) lieferte damals Aktivitats-
ausbeuten von 30%. Darauthin folgte in den letzten Jahren ein sprunghafter Anstieg von
Entwicklungen im Bereich Biosensorik, -analytik und -katalyse [305]. Sol-Gel-Materialen
finden auBlerdem eine breite technische Anwendung in funktionellen Werkstoffen [306],
bei chemischen Sensoren [307-310] und Katalysatoren [311, 312] sowie in der Optik [313]
und Elektrochemie [314, 315]. Die synthetischen Glidser werden zudem zur Modifizierung
von Oberflichen durch Beschichtung [316-318] oder zur Herstellung von Fasern [319,
320] und Pudern [321] verwendet.

5.1 Sol-Gel-Prozess

Die Bezeichnung ,,Sol-Gel* bezieht sich auf den Herstellungsprozess [322]. Dort entstehen
bei simultan ablaufender Hydrolyse und Kondensation von Alkoxysilanen zuerst ein
kolloiddisperses System, das Sol, welches sich im weiteren Verlauf zu einem
dreidimensionalen Netzwerk, dem Gel, verkniipft (vgl. Abbildung 15). Wihrend der
Gelierung nimmt die Viskositdt sprunghaft zu und es entsteht ein gallertartiger pordser
Korper. Dieser erhélt durch Alterung aufgrund von Lufttrocknung und durch fortgesetzte
Polykondensation eine hohere Festigkeit, wobei die neuen Bindungen zu einer Schrump-
fung des Gelkorpers (Synerese) fithren. Beim Trocknen des Gels werden Wasser und
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Alkohol aus den Poren entfernt und man erhélt ein Xerogel [323]. Dabei fiihren die beim
Verdunsten auftretenden Kapillarkrifte zu Briichen im Material (Cracking). Um dieses
einzuschrianken, werden oft ,,Drying Control Chemical Additives* (DCCA) wie Glycerin,
Formamid oder Oxalséure beigemischt. Eine weitere Mdoglichkeit stellt das Gefrier-
trocknen dar. Hier werden Kapillarkréfte vermieden, die durch das direkte Entfernen der
Fliissigkeit aus dem Gel entstehen und zum Porenkollaps fiihren. Allerdings schidigen
dabei Wasserkristalle die Porenstruktur. Dieses Problem umgeht die superkritische Trock-
nung, die bei hohen Temperaturen und unter Druck ablduft. Hier muss zuerst das Wasser
durch Alkohol oder Kohlendioxid ersetzt werden, da sich das Gel unter diesen Bedingun-
gen im Wasser 16sen wiirde. Die unter superkritischen Bedingungen getrockneten Materi-
alien sind hochpordse Aerogele. Durch eine anschlieBende thermische Behandlung kann
eine Dichtezunahme und Stabilisierung erreicht werden. Man spricht dann von Glas-
bildung.

Hydrolyse
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HscO™ | ~OCH;  -CH,OH HsCO”™ | ~OCH;
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Abbildung 15: Sauer katalysierte Hydrolyse- und Polykondensationsreaktion von
Tetramethoxysilan (TMOS).
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Die Struktur des Sol-Gels kann durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden. Sowohl
Sduren als auch Basen und ebenfalls basische Fluoridionen katalysieren die Hydrolyse-
bzw. Kondensationsschritte [324, 325]. Alkoxylgruppen sind stirkere Elektronendonatoren
als Hydroxylgruppen und stabilisieren den bei der sauren Katalyse auftretenden positiv
geladenen Ubergangszustand. Folglich liuft der erste Schritt der Hydrolyse am schnellsten
ab und liefert auch das Produkt, welches die hochste Kondensationsgeschwindigkeit
aufweist. So entsteht ein offenes Netzwerk. Anschlieend folgen weitere Hydrolyse- und
Kondensationsschritte. Das entstehende Gel enthélt fast ausschlieBlich Mikroporen. Im
Gegensatz dazu fiihrt der negativ geladene Ubergangszustand bei basischer Katalyse zu
stark vernetzten groBen Sol-Partikeln, die sich spéter miteinander verkniipfen und
groBtenteils mesoporige Gele ergeben. Dieser Einfluss des Katalysators auf die Porengrof3e
wurde auch in der Praxis nachgewiesen [326]. Dichte Xerogele besitzen Poren mit einem
Durchmesser von 0.5-4 nm, die durch die dreidimensionalen Porenkanéle das Eindringen
von Molekiilen der molaren Masse von 2 bis 200 kDa erlaubt. Bei weniger dichten
Xerogelen variiert der Porendurchmesser zwischen 2 und 20 nm und bei deren urspriing-
lichen Hydrogelen zwischen 4 und 100 nm, so dass noch gréflere Molekiile passieren
konnen [327].

Als MaB fiir die durchschnittliche Kondensationsgeschwindigkeit dient die Gelierungszeit
(teer). Sie ist umgekehrt proportional zur Kondensationsgeschwindigkeit und gibt die Dauer
bis zur Entstehung des Gels an. Sie kann zwischen wenigen Zehntelsekunden und mehre-
ren Tagen variieren und ist neben der Temperatur und dem eingesetzten Katalysator auch
vom R-Wert abhingig. Der R-Wert gibt das molare Verhéltnis von Wasser zu Alkoxy-
silanverbindungen an. Das stochiometrische Verhéltnis zur vollstindigen Hydrolyse ist
4:1. Da bei der Kondensation Wasser freigesetzt wird, ist aber auch ein geringerer R-Wert
moglich. In der Regel nimmt die Gelierungszeit bei sehr hohen oder sehr niedrigen R-
Werten ab, da entweder die Konzentration des Silans, aufgrund starker Verdiinnung, oder
die von Wasser zu gering ist. Auch die Alkoxylgruppen des Silans haben durch sterische
Effekte erheblichen Einfluss auf die Gelierungszeit, die bei langen oder verzweigten
Alkylketten stark zunimmt [328].

Die hydrophobe Natur der Alkoxylgruppen verlangt Solventien als Ldsungsvermittler
zwischen wissriger Phase und Silanen. Da bei der Hydrolyse Alkohol entsteht, kann in
einigen Féllen eine mechanische Durchmischung aber schon ausreichen.

5.2 Immobilisierung von Antikorpern

In synthetische Sol-Gel-Glidser konnen unterschiedlichste Biomolekiile, wie RNA, DNA,
Proteine, Enzyme, Antigene, Antikorper und auch ganze Zellen und Mikroorganismen

immobilisiert werden [327]. Bei der Gelierung werden diese in den Poren des Netzwerks
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eingeschlossen und erweitern die Eigenschaften des Materials. Um spédter das Auswaschen
der eingeschlossenen Molekiile aus dem Xerogel (Leaching) zu vermeiden, ist die
Kontrolle der Struktur und besonders der Porengrofle von Bedeutung. Die relativ milden
Reaktionsbedingungen gewihrleisten den Erhalt der Aktivitit von Biomolekiilen. Eine
Vielzahl an Publikationen befasst sich mit der Immobilisierung von Enzymen unter Beibe-
haltung ihrer Funktion [329-333].

Analyt

Matrix-
molekiile

Abbildung 16: Immobilisierung von Antikérpern in Sol-Gel-Glas.

Die erste Immobilisierung eines Antikorpers in Sol-Gel-Glas beschrieben WANG ET AL.
1993 [334]. Bei diesen Experimenten war ein eingeschlossener anti-Fluorescein-Anti-
korper in der Lage Fluorescein zu binden und dessen Fluoreszenz zu unterdriicken. Ein
interessanter Nebeneffekt der Sol-Gel-Immobilisierung war dabei, dass seine Affinitit zu
Fluorescein im eingebetteten Zustand abnahm, was hinsichtlich einer dadurch méglichen
milderen Elution positiv zu bewerten ist. Fiir die Immunextraktion sind hochaffine Anti-
korper weniger wiinschenswert, da diese die Analyten so stark binden, dass diese nur durch
drastische Bedingungen geldst werden konnen, was eine Schidigung des AntikSrpers zur
Folge haben kann. Es folgte eine Reihe weiterer Publikationen zu in SGG immobilisierten
monoklonalen und polyklonalen Antikorpern [232, 335-341]. Obwohl es sich um eine
Technik handelt, bei der die Antikdrper ungerichtet fixiert werden, sind die Aktivitéts-
verluste begrenzt. Im Xerogel sind Antikorper iiber einen ldngeren Zeitraum haltbar und
widerstandsfahiger gegeniiber Sduren, Basen, organischen Losungsmitteln und anderen
Matrixeinfliissen. Daher bietet die SGG-Immobilisierung eine gute Moglichkeit fiir die

Herstellung von Immunadsorbern fiir analytische Zwecke.
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5.3 Monolithen, Sphérische Partikel und Coatings

Stabile Sol-Gel-Monolithen bediirfen einer Stabilisierung und Aushdrtung bei hohen
Temperaturen. Thr Vorteil gegeniiber herkdmmlichen Gldsern besteht in ihrer Pordsitdt und
Durchléssigkeit fiir Fliissigkeiten, sowie einer enormen Stabilitit. Dies nutzt man
beispielsweise zur Herstellung von monolithischen Chromatographiesdulen oder Kapillar-
sdulen [342, 343] in HPLC, GC und CE [344-346]. Die Materialien zeichnen sich durch
eine ausgezeichnete Separationsleistung aus und finden zunehmend Anwendung fiir analy-
tische Trennungen. Biokompatible Xerogel-Monolithen haben den Nachteil, dass sie in
Abhéngigkeit des umgebenden Mediums Quellungen und Schrumpfungen unterliegen und
somit nicht ausreichend in Chromatographiesédulen fixiert werden konnen. D.h., es besteht
bei Schrumpfung des Materials die Gefahr, dass der Eluent am Monolithen vorbeiflief3t
und damit keine Wechselwirkung von Analyt und Biomolekiil stattfinden kann. Fiir die
Herstellung von Immunadsorbern auf Sol-Gel-Basis werden die Monolithen daher
vermahlen und die Chromatographiesdulen mit dem Mahlprodukt befiillt [289]. Bei On-
line-Anwendungen konnen sich daraus Probleme durch die PartikelgréBenverteilung bzw.
der Druckinstabilitit des Xerogels ergeben [297].

Die Herstellung sphidrischer Sol-Gel-Partikel im pm-Mafistab wurde bereits 1968 von
STOBER ET AL. [347] beschrieben und ist im Hinblick auf chromatographische Anwendun-
gen von besonderem Interesse. Zu den Haupttechniken, um derartig kleine und runde
Partikel herstellen zu konnen, gehdren Sprithverfahren, Emulsions-Phasen-Trennsysteme,
mechanischer Abrieb und das Beschichten eines Kernteilchens. In Sol-Gel-Prozessen
vielfach angewandte Methoden sind Hydrolysetechniken [348] im basischen und sauren
Milieu oder die thermische Trennung von Komplexen [349], aus der ein gehértetes sphér-
isches Sol-Gel-Gitter hervorgeht. Diese Techniken sind jedoch nicht biokompatibel, da
relativ hohe Sdure- oder Basekonzentrationen bzw. Temperaturen notwendig sind. Metho-
den der Partikelbildung mittels Wasser-Ol-Emulsionen [350] konnen ebenfalls das jewei-
lige Biomolekiil in seiner Aktivitit beeintrdchtigen. Eine erfolgversprechende Methode
stellt die Entwicklung eines biokompatiblen Zweiphasensystems dar, bei welcher der
Aktivitatsverlust bei Enzymen oder Antikorpern gering ist und gleichzeitig runde SGG-
Partikel von einem Durchmesser von ca. 10 bis 100 um hergestellt werden kdnnen. Die
PartikelgroBenverteilung ist dabei vom eingesetzten Tensid abhéngig und kann beispiels-
weise unter Verwendung von Span® 80 auf den Bereich von 9 bis 14 um Durchmesser

eingegrenzt werden [351].

Fiir Anwendungen bei der On-line-Immunextraktion mittels HPLC stellt die Strategie der
Beschichtung von druckstabilen, pordosen Partikeln mit in Sol-Gel einpolymerisierten
Antikorpern eine Alternative dar. REETZ ET AL. [352] beschreiben eine derartige Technik
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fiir die Immobilisierung des Enzyms Lipase. Sie nutzten pordse Siran®-Triger, deren Poren
mit dem wiederum pordsen, bioaktiven Xerogel belegt wurden. Sol-Gel-Coatings finden
tiber die in dieser Arbeit eingesetzte Methode der Beschichtung von Silikatpartikeln hinaus
eine breite Anwendung. Es werden beispielsweise Sensoroberflichen fiir optische und
chemische Sensoren sowie Biosensoren gecoated. Dariiber hinaus werden auch
Microarrayoberflachen oder Fasern mit Sol-Gel-Coatings belegt [353, 354]. Die gebréiuch-
lichsten Techniken sind dabei das Dip-Coating-Verfahren, bei dem das zu beschichtende
Werkstiick in die Sol-Gel-Losung eintaucht und nach dem Herausziehen einen trocknenden
Film hinterldsst, und das Spin-Coating-Verfahren, bei dem durch schnelle Rotation auf
einer Scheibe ein fein verteilter Film auf dem Werkstiick entsteht [355].
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6 Molekular geprigte Polymere (MIPs)

MIPs, die auch als synthetische Antikdrper bezeichnet werden, sind zunehmend in der
Diskussion als selektive Phasen fiir die Solid-Phase-Extraktion (MISPE = Molecularly
Imprinted Solid-Phase Extraction). Sie sind robuster als Biomolekiile und ihre Herstellung
ist generell weniger aufwindig. Ziel ist die selektive Erkennung von Molekiilen durch ein
vorgeprigtes synthetisches Polymer. Es wird dadurch erzeugt, indem sich die funktionali-
sierten Monomere aufgrund selektiver Wechselwirkungen um das Analytmolekiil anordnen
und in dieser Position durch anschlieBende Copolymerisation mit einem Crosslinker fixiert
werden. Diesen Vorgang nennt man Prigung oder Imprinting. Nach Extraktion des
Templats bleibt ein ,,Abdruck® zuriick, welcher bei Probenaufgabe den Analyten selektiv
erkennt. Die gepragten Hohlraumstrukturen sind hinsichtlich der Selektivitit mit biologi-
schen Systemen durchaus vergleichbar. Die Affinitdtskonstanten sind aber niedriger als bei
Antikorpern [356-359].

a ‘c Polymerlsatlon Extraktion
1 + Crosshnker

M@ Funkionel .
Template {: l\/lllcr)lnolr?lzfe © ”_-_Z/ Crosslinker

Abbildung 17: Molecular Imprinting.

MIPs bestehen i.d.R. aus Methacrylat- oder Silica-Materialien. Fiir die Herstellung von
Methacrylat-Polymeren dient z.B. Methacrylsdure als funktionelles Monomer und
Ethylenglycoldimethacrylat (EGDMA) als Vernetzer. Alternativ werden auch Acrylamide,
Acrylamidosulfonsduren, Aminomethylacrylamide, Vinylpyridine, Vinylimidazole oder
Vinylbenzoesduren als funktionelle Monomere zur Gewinnung pordser Methacrylate
eingesetzt. Zugesetzt werden auflerdem ein als Porogen fungierendes Losungsmittel und
ein Reaktionsinitiator (z.B. N, N'-Azo-bis(isobutyronitril) (AIBN)) [360]. Das erhaltene
Polymer wird fiir MISPE-Anwendungen durch Vermahlen und Sieben auf die gewlinschte
PartikelgroBen-Verteilung eingestellt, die i.d.R. zwischen 25 und 50 um liegt. Obwohl
Methacrylate bei weitem iiberwiegen, spielen auch Silica-Materialien aufgrund der groflen
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Zahl an verfiigbaren funktionellen Silan-Monomeren eine Rolle [361, 362]. In diesem
Zusammenhang werden auch Sol-Gel-Materialien mittels Imprinting flir analytische
Zwecke funktionalisiert [363, 364].

Anwendungsmoglichkeiten von MIPs liegen im Bereich kiinstlicher Antikdrper [365, 366],
in der Katalyse, Sensorik [367, 368] sowie Chromatographie [369-372]. Als Festphasen
zur Anreicherung von Pflanzenschutzmitteln wurden bisher nur wenige MIPs hergestellt.
Speziell fiir Triazine wurden jedoch mehrere MIP-Anwendungen publiziert [373-379]. In
der eigenen Arbeitsgruppe wurde ein MIP mit Metsulfuron-methyl als Templat synthe-
tisiert [380], und einem direkten Vergleich mit polyklonalen anti-SU-Antikorpern unter-
zogen [94]. Das MIP-Material erwies sich als extrem robust. Auch nach 200 Beladungs-
und Elutionszyklen wurde keine wesentliche Verdnderung der Performance beobachtet.
Hinsichtlich der SU-Erkennung war es jedoch auf 5 Substanzen begrenzt.
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III1 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

1 Entwicklung und Charakterisierung eines
breitbandigen anti-SU-Antikorpers

1.1 Haptenauswahl und Immunisierungsstrategie

Ziel der Arbeit war es, Antikorper mit moglichst breiter Analyterkennung zu entwickeln.
Dafiir wurden drei Haptene ausgewihlt, welche aufgrund ihrer Molekiilstruktur ein
Gesamtmolekiil, sowie einen ,rechten” bzw. ,linken“ Molekiilteil reprdsentieren. Die
Verfiigbarkeit in Frage kommender Haptenmolekiile war begrenzt, da die Sulfonyl-
harnstoffe selbst keine endstindigen Carbonsdure- oder Aminogruppen aufweisen, die fiir
die Kopplung an Proteine zur Immunogendarstellung notwendig sind. Auch struktur-
homologe Verbindungen sind kommerziell kaum erhéltlich. Es wurden die in Abbildung
18 aufgefiihrten Verbindungen als Haptene - Hapten 1: 2-Methylester-phenyl-sulfonamid,
Hapten 2: 2-[[[[(4,6-Dimethoxy-2-pyrimidinyl)amino]carbonyl]amino]-sulf-onyl]-2-(carb-
oxymethylbenzol)-4-[[methyl]amino]bernsteinsdure, Hapten 3: 6-(4-Methoxy-6-methyl-
1,3,5,-triazinyl-2-amino)hexansdure - ausgewé#hlt und zu den entsprechenden Immuno-

genen umgesetzt.

1.2 Herstellung und Charakterisierung von Immunogenen, Coating-
Antigenen und Tracern

1.2.1 Immunogene

Antikorper werden in der Regel nur gegen Molekiile gebildet, die eine Molekiilmasse von
mindestens 5 kDa besitzen. Deshalb miissen die Haptene an Carrierproteine gebunden
werden, um das Immunsystem stimulieren zu konnen. Da es fiir die Immunreaktion aus
sterischen Griinden allgemein vorteilhaft ist, wenn zwischen Hapten und Proteincarrier ein
Spacer eingefiithrt wird, wurde fiir Hapten 1 und 2 durch Umsetzung mit Bernsteinséure-
anhydrid jeweils ein Cs-Spacer-Derivat synthetisiert (vgl. Abbildung 19). Die Produkte
wurden mittels NMR identifiziert und auf ihre Reinheit gepriift. Hapten 3 wurde von Dr.
Franek (VRI, Brno, CZ) bereits als Cg-Spacer-Derivat zur Verfiigung gestellt. Ein Spacer
soll sterisch einfach gebaut sein, damit die rdumlichen Strukturen und die elektronischen
Eigenschaften des Haptens moglichst wenig beeinflusst werden. Der Vorteil der Ketten-
verlangerung liegt in der besseren Zuginglichkeit des Haptens am Carrier. Fiir die

Auswahl des Proteincarriers ist dessen Immunogenitdt das Hauptkriterium, aber auch seine
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Loslichkeit spielt eine Rolle. Es wurde KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) eingesetzt,

welches beide Eigenschaften vereint [381].

C[SOZ—NHZ
COOCH,

Hapten 1

Q Q

CESOZ—NH—E: —(CH)—
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Abbildung 18: Haptene 1, 2 und 3 und die daraus synthetisierten Immunogene.
Hapten 1: 2-Methylester-phenylsulfonamid. Hapten 2: 2-[[[[(4,6-Dimeth-
oxy-2-pyrimidinyl)amino]carbonyl]amino]sulfonyl]-2-(carboxymethyl-
benzol)-4-[[methyl]amino]bernsteinsdure. Hapten 3: 6-(4-Methoxy-6-
methyl-1,3,5,-triazinyl-2-amino)hexansdure. KLH: Keyhole Limpet He-
mocyanin. M; (Hapten 1): 215.2 g/mol. M, (Hapten 2): 424.4 g/mol.

M; (Hapten 3): 140.1 g/mol.
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o)
802 NH SO,—NH—C —(CH,),—COOH
2 1 DBU C[ 2 (CHa)2
COOCHs 2 HCI COOCH,4

Abbildung 19: Umsetzung von 2-Essigsiuremethylester-phenylsulfonamid (Hap-
ten 1) mit Bernsteinsiureanhydrid zu 1-[(2-Carbonsiuremethyl-
ester)-phenylsulfonyl]-monoamidobernsteinsidure. (DBU: 1,8-Diazo-
bicyclo-(5,4,0)undec-7-en).

Die Kopplung der drei Hapten-Spacer-Molekiile am Carrierprotein erfolgte mittels der
Aktivestermethode (Abbildung 20). Dabei wird die Carbonsdure am Spacer durch
N-Hydroxysuccinimid in Anwesenheit von Carbodiimid aktiviert, so dass sie mit den

rdumlich zugénglichen e-Aminogruppen der Lysin-Reste am Carrierprotein reagieren

kann.
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Abbildung 20: Herstellung der Proteinkonjugate mittels Aktivestermethode [382].
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1.2.2  Homologe Tracer und Coating-Antigene

Fiir die spiteren Antikorpertests im ELISA wurden auBerdem analoge Kopplungen der
Haptene an das Carrierprotein BSA (Bovine Serum Albumin, Rinderalbumin) und an das
Enzym Meerrettichperoxidase (POD) durchgefiihrt (Abbildung 21).

o O
NH—C (CH2)2

SO;—NH— c NH\( OCHs

COOCH,
OCH,

+ KLH Immunogen

o o)
NH—C —(CHg);— C—COOH NH— —(CHp)— @

SO;—NH— c NHY OCH; | SO,—NH— c NH\r OCHs

COOCH,4 COOCH,4
OCHs OCH,

Coating-Antigen

+ POD
o o
NH—C —(CHy)— o

SO,—~NH— C NHY OCH;

COOCH,

OCHs

POD-Tracer

Abbildung 21: Synthese homologer Immunogene, Coating-Antigene und POD-
Tracer am Beispiel des Haptens 2: Benzylamin von Mesosulfuron
(Gesamtmolekiil). KLH: Keyhole Limpet Hemocyanin, M, = 3000 kD.
BSA: Bovine Serum Albumin, M; = 68 kD, POD: Meerrettichperoxidase,
M; = 44 kD.
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Das erhaltene Hapten-BSA-Konjugat diente als Coating-Antigen im indirekten ELISA,
wiéhrend das Hapten-Meerrettichperoxidase-Produkt im direkten ELISA als homologer
Tracer fungierte. Bei Verwendung von polyklonalen Antikorpern muss sich das Trager-
protein des Coating-Antigens im Assay vom Carrierprotein des Immunogens unterschei-
den, da in polyklonalen Seren immer auch Antikorper gegen das Trégerprotein vorliegen.

1.2.3  Heterologe Tracer und Coating-Antigene

Da insbesondere fiir das sehr breit kreuzreagierende Antiserum R03 (Kaninchen 03) in der
Endphase der Immunisierung das Basissignal in beiden Testsystemen signifikant anstieg,
wurden fiir Hapten 2 zudem strukturheterologe Tracer und Coating-Antigene synthetisiert.
Fiir die Herstellung eines heterologen Tracers, der keine Spacerbriicke besitzt, wurde eine
kommerziell erhiltliche aktivierte Peroxidase (EZ-Link™ Plus Activated Peroxidase,
Pierce) eingesetzt, die 1-3 mol aminoreaktiver Gruppen pro mol POD enthilt und direkt
mit der primdren Aminogruppe am Benzylrest von Hapten 2 reagieren kann [383]. Analog
zum homologen Tracer wurde das Reaktionsprodukt mittels Gelchromatographie aufge-
reinigt. Das Elutionsverhalten der beiden Tracer-Typen an der kommerziell erhiltlichen
Sephadex-PD-10-Gelséule ist in Abbildung 22 dargestellt.

0.50

0.45 —&— POD-Hapten 2 mit Spacer
0.40 - —&— POD-Hapten 2 ohne Spacer
035-

0.30 -
0.25-
0.20 -
0.15-
0.10-
0.05 -
0.00 -

Absorption (450 nm)

Nummer der Fraktion

Abbildung 22: Gelchromatographie von homologem und heterologem Hapten 2-
POD-Tracer an Sephadex-PD-10-Siulen. Bedingungen: Aquilibrier-
ung und Elution: PBS-Puffer, Elutionsvolumen pro Fraktion: ca. 250 puL.
Eingesetzte POD-Menge: homolog 5 mg, heterolog 1 mg.
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Zwei verschiedene heterologe Coating-Antigene wurden mittels einer durch EDC kataly-
sierten Sulfo-NHS-Ester-Kopplung [384] und einer Diazokopplung hergestellt [385]. Fiir
erstere Reaktion wurden am Carrierprotein (KLH) Carboxylgruppen durch EDC und
Sulfo-NHS zu einem Sulfo-NHS-Ester aktiviert, welcher darauthin mit der Aminogruppe
von Hapten 2 reagiert (Abbildung 23). Bei der Diazotierungsreaktion hingegen wird
zundchst die primdre Aminogruppe am Hapten mit Nitritldsung im Sauren zum Diazo-
niumkation umgesetzt, welches dann z.B. mit Tyrosingruppen am Protein zu diazotierten
Toluolen reagiert. Der Nachteil dieser Nitrosierungsreaktion ist, dass das Diazoniumkation
relativ instabil ist und die Nitrosierungsreaktion weitgehend ungerichtet ablduft, was auch
zu Nitrosierungen am Protein fiihrt und die Reproduzierbarkeit erschwert (Abbildung 24).

HaN, CoO" HaN. coo
+ EDC
NHyt ——————» Hs"
0 3
Q SO5
coo" ¥ N-OH c i
) 7 O,
NH" 03S NH;" 0 N
o
. 0
Protein (BSA) Sulfo-NHS

aktivierter Sulfo-NHS-Ester

Hapten

Protein-Konjugat

Abbildung 23: Sulfo-NHS-Ester-Kopplung zur Herstellung von Coating-Antigenen
ohne Alkyl-Spacerbriicke (C4, Cg). Reaktion der Aminogruppe des
Haptens mit Carboxylgruppen am Protein (BSA).
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Abbildung 24: Diazotierungsreaktion zur Herstellung von Coating-Antigenen.
Reaktion der Aminogruppe am Hapten mit Tyrosingruppen am
Protein (BSA).

Zur Gewinnung alternativer Coating-Antigene wurden beide Reaktionen zudem unter
Verwendung des antidiabetisch wirkenden Sulfonylharnstoffderivates 4-Amino-N-[(butyl-
amino)carbonyl]-benzolsulfonamid (vgl. Abbildung 25) anstelle des Haptens durchgefiihrt.
Diese Verbindung ist eine der wenigen SUs, die eine reaktionsfahige primére aromatische
Aminogruppe besitzt und damit ein resonanzstabilisiertes Diazoniumion bilden kann,
welches einen entsprechenden Azofarbstoff als Produkt liefert.

S0,—NH—C—NH-Bu-n

HoN

Abbildung 25: Struktur von 4-Amino-N-[(butylamino)carbonyl]-benzolsulfonamid.
SU mit reaktionsfahiger endstdndiger Aminogruppe. M, =271.3 g/mol.

1.2.4  Charakterisierung der Kopplungsprodukte

Aufgrund des groflen Kosten- und Zeitaufwandes bei der Durchfithrung von Immunisie-
rungen ist es besonders bedeutsam, dass die Immunkonjugate zunichst charakterisiert

werden. Insbesondere die Kopplungsdichte, welche die Anzahl der gebundenen Hapten-
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molekiile pro Mol Carrierprotein wiedergibt, ist fiir eine erfolgreiche Immunisierung
wichtig. Bei den eingesetzten Immunkonjugaten wurde die Kopplungsdichte mit drei
verschiedenen Verfahren ermittelt. Bei der Methode nach HABEEB reagiert Trinitrobenzol-
sulfonsdure (TNBS) mit freien Aminogruppen zu einem gefarbten Trinitrophenyl-Amino-
Komplex, welcher photometrisch bestimmt werden kann. Eine elegante Moglichkeit stellt
die MALDI-TOF-MS-Spektroskopie dar, die eine Bestimmung der absoluten Molmassen
sowie die Massenverteilung von Biopolymeren ermoglicht. Aus der mittleren Molmasse
des Hapten-Protein-Konjugates und der nicht konjugierten Verbindung kann die mittlere
molare Kopplungsdichte berechnet werden. Jedoch eignet sich die Methode nicht fiir sehr
grofle Molekiile, wie KLH (M, = 3000 kD) und dessen Konjugate, daher wurden nur die
BSA- und POD-Konjugate im Auftragslabor (Fa. Anagnostec, Luckenwalde) analysiert.
Weiterhin wurden die Kopplungsdichten der drei BSA-Konjugate bei der Fa. Agilent
mittels Protein-Chip-Technologie (Agilent Bioanalyzer) im Rahmen einer Gerdte-Vorfiih-
rung ermittelt. Die Ergebnisse fiir die homologen Kopplungsprodukte sind in Tabelle 10
zusammengefasst.

Tabelle 10: Kopplungsraten der synthetisierten homologen Hapten-Protein-
Konjugate. (A) Reaktion der freien Aminogruppen des Protein-
carriers mit TNBS nach HABEEB. (B) MALDI-TOF-MS-Spektrosko-
pie. (C) Protein Chip (Agilent Bioanalyzer).

Gekoppelte Haptene BSA- KLH- POD-
/Mol Carrier Konjugat' Konjugat® Konjugat®
Hapten 1: 31 (A) 320 (A)

Phenylsulfonamid- 19 (B) 4 (B)
Rest 21 (C)

Hapten 2: 29 (A) 280 (A)

Benzylamin von 25 (B) 4 (B)
Mesosulfuron 28 (C)

Hapten 3: 33 (A) 400 (A)

Triazin-Rest 40 (B) 2 (B)

Zahl der e-Aminogruppen (Lysin) pro Mol Carrierprotein:

" BSA: 59 (30-35 stehen typischerweise fiir die Derivatisierung zur Verfiigung)
* KLH: ~ 2000

3 POD: 2 stehen typischerweise fiir die Derivatisierung zur Verfiigung

Die verschiedenen Bestimmungsmethoden fiihrten zu realistischen Hapten-Kopplungsraten
am Carrier. Da fiir die spitere Immunisierung lediglich ausschlaggebend ist, dass ausrei-
chend viele Haptenmolekiile gekoppelt sind, ist der genaue Zahlenwert weniger relevant.

Die erhaltenen Abweichungen der einzelnen Methoden bewegen sich zudem in einem
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akzeptablen Bereich. Hinsichtlich der prozentualen Angabe der Hapten-Dichten, bei der
die Anzahl der gekoppelten Haptene auf die Gesamtzahl der Aminogruppen am Carrier
bezogen wird, ist zu beachten, dass fiir die Anzahl der Aminogruppen, insbesondere fiir
KLH, in der Literatur stark abweichende Werte genannt werden. Bezieht man die Anzahl
der gekoppelten Haptene pro Mol Carrier auf den Literaturwert von 2000 e-Aminogruppen
des Lysins, erhilt man fiir die KLH-Konjugate, die zunichst zur Immunisierung heran-
gezogen wurden, prozentuale Kopplungsraten von 16% bei Hapten 1-KLH, 14% bei
Hapten 2-KLH, und 20% bei Hapten 3-KLH. Die in spédteren Immunisierungen ebenfalls
eingesetzten BSA-Konjugate zeigten Kopplungsraten von durchschnittlich 40% bei
Hapten 1-BSA, 46% bei Hapten 2-BSA und 62% bei Hapten 3-BSA. Zur Berechnung
wurde eine Anzahl von 59 e-Aminogruppen des Lysin pro Mol BSA herangezogen.

Die Bindungsdichte der heterologen Kopplungsprodukte (vgl. III 1.2.3) wurde ebenfalls
mittels MALDI-TOF-MS bestimmt. Die drei heterologen Coating-Antigene zeigten relativ
geringe Kopplungsdichten von jeweils ca. 1-2% an BSA. Der heterologe Tracer Hapten 2-
POD lieferte mit drei gekoppelten Haptenmolekiilen pro Mol POD einen vergleichbaren
Wert zu den homologen Kopplungsprodukten.

1.3 Immunisierungsverlauf und Charakterisierung

1.3.1 Monoklonale Antikorperproduktion

Mit der Zielsetzung der Produktion monoklonaler Antikdrper in Zusammenarbeit mit der
Fa. Eurogentec in Belgien wurden jeweils fiinf Maduse mit den KLH-Konjugaten 1, 2 und 3
immunisiert. Es handelte sich um weibliche Tiere des Inzuchtstammes BALB/c. Dafiir
wurden 30 pg Proteinkonjugat mit Freundschem Adjuvans intraperitoneal injiziert. Nach
der Primdrimmunisierung erfolgten Boosterinjektionen gleicher Konzentration nach 21 und
42 Tagen. Vor der Immunisierung (Nullserum), am Tag 35 und am Tag 56 nach der
Immunisierung wurden jeweils Blutproben entnommen und mittels direktem ELISA die
Antikorpertiter getestet. Etwa sechs bis acht Wochen nach dem 2. Boost wurde ein finaler
Boost injiziert, allerdings ohne Freundsches Adjuvans. Ca. vier Tage danach erfolgte die

Entnahme der Milz und eine Fusion der Milzzellen mit Myelomazellen.

Aus Kostengriinden wurden alle Seren und Zelliiberstinde im Rahmen dieser Arbeit selbst
getestet. Die Fa. Eurogentec fihrte lediglich die Immunisierungen und die Fusionen durch.
Die Blutseren bzw. Hybridomaiiberstinde wurden jeweils auf Trockeneis gelagert und
tiber Nacht per Expressversand verschickt, damit sie mdglichst zeitnah getestet werden

konnten.
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Bei allen Tieren konnte am 56. Tag der Immunisierung ein ausreichender Antikorpertiter
im Blut festgestellt werden. Der Immunisierungsverlauf von einem Tier ist im Folgenden
exemplarisch dargestellt. Die Verldufe waren bei allen Tieren sehr dhnlich.

{2 B Serum - Tag0
7 L O Serum - Tag 35
10- | A  Serum - Tag 56
) ]
=
o 0.8+
u
SL J
E 0.6 1
B
S 044
2 -
<
0.2 1

Metsulfuron-methyl [ng/L]

Abbildung 26: Immunisierungsverlauf Maus MO0S. Immunisierung mit Immuno-
gen 2 (Derivat vom Benzylamin des Mesosulfurons). Testbeding-
ungen: Direkter kompetitiver ELISA: Coating: 0.5 pg/mL Ziege-anti-
Maus-IgG, Serum 1:4000, Tracer (POD-Hapten 2, homolog) 1:1000,
Entwicklungszeit: 10 min. Spannweite: Median.

Soweit es die zur Verfiigung stehende Menge an Méuseserum erlaubte, wurden in diesem
Stadium bereits Kreuzreaktivititstests mit verschiedenen SUs durchgefiihrt, da bei der
Auswahl der Tiere fiir die Fusion, die Zielsetzung einer breiten Kreuzreaktivitit als
Kriterium Berticksichtigung finden sollte (Abbildung 27). Fiir die Fusion wurde schlielich
ein Tier ausgewdhlt, dass sowohl einen guten Antikorpertiter im Blut zeigte, als auch eine
breite Kreuzreaktivitéit gegeniiber SUs.
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Abbildung 27. Kreuzreaktivititen Serum Maus M01. Immunisierung mit Immuno-
gen 1 (2-Essigsiuremethylester-phenylsulfonamid-Derivat). Testbe-
dingungen vgl. Abbildung 26.

Das Testsystem fiir den direkten ELISA wurde anhand eines vorhandenen polyklonalen
anti-MSM-Antikorpers, der in Kaninchen generiert worden war, optimiert und dann auf
das Mausserum {iibertragen, indem mittels Checkerboard-Titrationen die optimalen Test-
konzentrationen ermittelt wurden. Gegeniiber dem Test mit polyklonalem Serum, musste
lediglich der Coating-Antikorper Ziege-anti-Kaninchen-IgG durch Ziege-anti-Maus-I1gG
ersetzt werden. Die fiir die Mduseseren optimierten Testbedingungen wurden fiir die Zell-
tiberstinde ibernommen. Es wurden pro Fusion sechs bzw. zwolf Mikrotiterplatten mit je
96 Zelliiberstinden iiber Nacht getestet. Fiir den Test wurden je 30 pL Zelliiberstand
eingesetzt. Pro Testplatte diente eine verdiinnte Serumprobe (Tag 56) als Positivkontrolle
und eine verdiinnte Nullserumprobe (Tag 0) als Negativkontrolle. Die Testung musste sehr
ziigig erfolgen, da die antikdrperproduzierenden Klone moglichst schnell in frisches Zell-

medium iiberfiihrt werden miissen, um ein Absterben der Zellen zu vermeiden.

Abbildung 28 zeigt Mikrotiterplatten, gefiillt mit den Zellkulturiiberstinden in rosa
gefarbtem HAT-Selektionsmedium vor der Testung und die entsprechenden Testplatten
des direkten ELISA.
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Abbildung 28: (A) Zellkulturiiberstinde vor der Testung auf vorhandene Antikor-
per. (B) Testplatten des direkten ELISAs. Negatives Testergebnis bei
tirkis gefarbten Mikrotiterplatten (Substrat: TMB) mit Positivkontrolle
(stark gefarbte Kavitit). Drei deutlich positive Klone auf gelb gefirbten
Mikrotiterplatten (nach Abstoppen der Enzymreaktion mit Schwefel-
sdure). Getestet wurden hier 2 Fusionen: Immunogen 1 (6 Platten), Im-

munogen 2 (12 Platten).

Fiinf bei der Fa. Eurogentec durchgefiihrte Fusionen (EGT 97/98/100) fiihrten schlieBlich
zu den vier im direkten ELISA positiv getesteten Zelliiberstinden EGT 97: ME23B10,

EGT 100: MM10G12, MM11F1, MM1F9.
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Mit der Wahl des direkten ELISAs als Testformat wurde ein Test gewdhlt, der an die
Affinitdt der Antikérper hohere Anforderungen stellt als ein indirekter Test. Damit sollten
bereits am Anfang Klone, die lediglich schwach affine Antikorper bilden, ausgeschlossen
werden, da eine gute Affinitit des Antikorpers eine Grundvoraussetzung flir die spétere
Anwendung in der Immunoaffinititssdule darstellt.

Von den vier positiv getesteten Uberstinden erwiesen sich dennoch die zwei aus den
Immunisierungen 1 und 3 stammenden Klone EGT 97: ME23B10, EGT 100: MM10G12
in weiteren Tests als nicht geniigend affin (schwache Tracerbindung). Die beiden
hochaffinen Subklone aus Immunisierung 3 wurden hinsichtlich ihrer Kreuzreaktivitét
getestet und erwiesen sich als nicht tauglich fiir die Anwendung auf ein breites Spektrum
der SUs. Bei beiden monoklonalen Antikdrpern konnte von 24 getesteten Sulfonyl-
harnstoffen lediglich eine schwache Kreuzreaktivitit mit Tribenuron-methyl festgestellt
werden. Die beiden AntikOrper zeigten aber eine gute Kreuzreaktion mit dem Hapten 3
(2-Amino-1,3,5-triazinderivat) und den beiden Triazinen Atrazin und Simazin. Die
generierten monoklonalen Antikorper sind fiir eine Erfassung von SUs daher nicht
geeignet. Denkbar wire jedoch eine Anwendung fiir die Bestimmung von Triazin-
Herbiziden. Der Testmittelpunkt X, lag im nicht optimierten Test bei ca. 1-2 pg/L Atrazin
bzw. Simazin.

Diese Ergebnisse hinsichtlich der Kreuzreaktivitit waren aufgrund vorausgegangener
Arbeiten von KOLAR ET AL. [171] nicht zu erwarten. Sie konnten mit dem aus Hapten 3
hergestellten Immunogenen einen monoklonalen Antikdrper mit signifikanter Kreuzreakti-
vitdt gegeniiber den 8 SUs Met-, Primi-, Thifensulfuron-, Tribenuron-methyl, sowie Cino-,
Tria-, Chlor- und Prosulfuron gewinnen. Leider war das Hybridom instabil und stand daher
fiir weitere Anwendungen nicht mehr zur Verfiigung.

In Kooperation mit Dr. Franek, VRI Brno, CZ, wurden aber weitere Versuche zur Produk-
tion von monoklonalen Antikérpern unternommen. Aufgrund der Ergebnisse, der zu
diesem Zeitpunkt schon fortgeschrittenen, parallelen Immunisierungen von sechs Kanin-
chen mit den drei beschriebenen Immunogenen, wurde die Immunisierungsstrategie teil-
weise abgedndert. Da die polyklonalen Seren der Kaninchen nach Immunisierung mit
Immunogen 3 ebenfalls lediglich mit Tribenuron-methyl, Atrazin und Simazin kreuz-
reagierten, wurde auf weitere Immunisierungen von Mausen mit Immunogen 3 verzichtet.
Neben der wiederholten Immunisierung von je zwei Mausen (BALB/c) mit KLH-Hapten 1
und KLH-Hapten 2, wurden zwei Tiere mit einer Mischung aus KLH-Hapten 1/2 immuni-
siert. Zudem wurde je eine Maus mit dem jeweiligen BSA-Konjugat (BSA-Hapten 1
bzw.2) und einer Mischung aus beiden BSA-Konjugaten immunisiert. Nach zwei
Boosterinjektionen wurden die Titer der Méuseseren getestet und die Tiere mit dem jeweils
besten Antikorpertiter zur Fusion herangezogen. Es wurden insgesamt sechs Fusionen
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durchgefiihrt, davon mussten zwei Versuche vorzeitig abgebrochen werden, weil die
fusionierten Zellen schlechtes Wachstum zeigten. Bei zwei weiteren Fusionen konnte, trotz
gutem Zellwachstum, keine Antikorperproduktion der Hybridomazellen nachgewiesen
werden. Die anderen beiden Fusionen ergaben vier produzierende Klone, die jedoch
aufgrund ihrer zu schwachen Affinitit nicht die gewiinschten Eigenschaften aufwiesen. Ein
monoklonaler Antikorper konnte somit trotz aussichtsreicher Antikdrpertiter im Serum der
Tiere nicht generiert werden (vgl. auch III 1.3.2). Eine Ubersicht iiber alle durchgefiihrten

Versuche zur monoklonalen Antikdrpergewinnung gibt Tabelle 11.

Tabelle 11: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Fusionen und deren Ergebnisse.
Immunisierung Tiere Fusionen Positive  Antikorper
Klone

KLH-Hapten 1° 5 2 1 geringe Affinitat gegeniiber Tracer
KLH-Hapten 1° 2 1 - -
BSA-Hapten 1° 1 1 2 geringe Affinitdt gegeniiber Tracer
KLH-Hapten 2° 5 2 0 -
KLH-Hapten 2° 2 1 -
BSA-Hapten 2° 1 1 0 -
Mischung: 2 2 2 geringe Affinitit gegentiber Tracer
KLH-Hapten 1 + 2°
Mischung: 1 - - -
BSA-Hapten 1 +2°
KLH-Hapten 3° 5 1 3 2 mAk davon mit starker Affinitét

zum Tracer,

geringe Kreuzreaktivitit zu
Tribenuron-me (1 von 24
getesteten SUs),
Kreuzreaktion mit Atrazin,
Simazin und Hapten 3

* Durchfithrung: Fa. Eurogentec, Belgien
b Durchfithrung: Dr. Franek, VRI Brno, CZ

1.3.2  Polyklonale Antikorperproduktion

Parallel zu den Versuchen zur monoklonalen Antikdrperproduktion wurden sechs Kanin-
chen einer Mischrasse mit den KLH-Hapten-Konjugaten immunisiert. Es wurde 0.5 mg
Immunogen 1, 2 bzw. 3, geldst in einer Mischemulsion aus 0.5 mL steriler isotonischer
Kochsalzlosung und 0.5 mL komplettem Freundschem Adjuvans intradermal an jeweils
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zehn verschiedenen Stellen im Nacken- und Riickenbereich verabreicht. Nach der Primér-
immuniserung wurden in einem Zeitraum von maximal 50 Wochen bis zu acht Booster-
injektionen unter Verwendung von inkomplettem Freundschem Adjuvans durchgefiihrt.
Fiir die finale Blutung wurden den Kaninchen an drei aufeinander folgenden Tagen iiber
die Ohrvene insgesamt ca. 100 mL Blut entnommen und die einzelnen Portionen gepoolt.
Dann wurde das Blutserum abgetrennt und in 1-mL-Portionen in fliissigem Stickstoff
eingelagert.

Wihrend des Immunisierungsverlaufes wurden die Kaninchenseren mittels direktem
ELISA sowohl auf die Entwicklung des Antikorpertiters, als auch bereits auf deren Kreuz-
reaktivitdt getestet. Die Verldufe der Immunisierungen sind in den Abbildungen 29 bis 32
dargestellt. Auf die Kreuzreaktivitidten wird in Kapitel III 1.5 ausfiihrlich eingegangen.
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Abbildung 29: Immunisierungsverlauf von Kaninchen R01 und R02 (Hapten 1).
Boosterinjektionen in Woche 8, 18, 27, 35, 44 und 50 nach der
Erstimmunisierung (Woche 0).
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Abbildung 30: Immunisierungsverlauf von Kaninchen R03 und R04 (Hapten 2).
Immunisierung der Tiere in Woche 0, 8, 18, 27, 35, 44 und 50.
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Abbildung 31: Immunisierungsverlauf von Kaninchen R05 und R06 (Hapten 3).
Immunisierung der Tiere in Woche 0, 9, 17, 21, 26 und 32.
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Zu einem spiteren Zeitpunkt wurde zudem ein weiteres Kaninchen (R07) mit einer

Mischung der drei vorhandenen Immunogene 1, 2 und 3 immunisiert (vgl. Abbildung 32).

Es sollte gepriift werden, ob dadurch ein noch breiteres Kreuzreaktivititsmuster des

polyklonalen Serums erzielt werden kann. Die Antikorperproduktion gegen die drei

einzelnen Immunogene wurde anhand der jeweiligen Titerentwicklung unter Verwendung

der zugehdrigen drei POD-Tracer im direkten ELISA regelméBig tiberpriift.

Absorption (450 nm)

Abbildung 32:
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Immunisierungsverlauf der Mischimmunisierung mit den Immuno-
genen 1, 2 und 3 bei Kaninchen R07. Vergleich der Titerentwicklung
anhand der Absorptionsintensitit bzw. Bindung des jeweiligen POD-
Tracers 1, 2 und 3 unter gleichen Messbedingungen auf einer
ELISA-Platte. Messbedingungen: Serumverdiinnung 1:1000, Tracerver-
diinnung: POD-Hapten 1/2 (mit Spacer) 1:10000, POD-Hapten 2 (ohne
Spacer) 1:2000. Die verschiedene Tracer-Konzentrationen wurden
gewdhlt, um die durch die verschiedenen Synthesewege bedingten
Konzentrationsunterschiede auszugleichen. Entwicklungszeit: 30 min.
Die Anfangskonzentration von 0.07 Absorptionseinheiten entspricht der
Absorption des Nullwertes.

Dabei zeigte sich im Verlauf dieser Immunisierung jedoch, dass die Konzentration der

gegen Immunogen 3 (Triazinderivat) gerichteten Antikdrper deutlich dominierte und damit

die Gesamtaktivitdt bestimmte. Da die Kreuzreaktivitidten der Seren der vorausgehenden

Immunisierungen mit Immunogen 3 (R05/06) gegeniiber SUs sehr gering waren, und damit
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bei einer Dominanz desselben kein breites Kreuzreaktivititsmuster zu erwarten war, wurde
ab der 36. Immunisierungswoche die Immunisierungsstrategie gedndert. Fortan wurde
lediglich mit Hapten 2 immunisiert, da dieses Hapten in den bisherigen Versuchen das
breiteste Kreuzreaktivitdtsmuster lieferte (vgl. pAk-R03). Dies erfolgte ab der 6. Booster-

injektion.

In Abbildung 32 ist ersichtlicht, dass der Antikorpertiter gegen Immunogen 2 jedoch nur
langsam ansteigt und insgesamt auch relativ niedrig bleibt. Es kann im ELISA lediglich
mit einer Serumverdiinnung von 1:1000 gearbeitet werden, wihrend die Seren RO1 bis 06
um das 10-fache verdiinnt werden konnen. Es bleibt zu priifen, ob bei einer Fortsetzung der
Immunisierung, der Titer noch gesteigert werden kann. Das Kreuzreaktivititsmuster von
pAk-RO7 der 11. Blutung, welche im Zeitrahmen dieser Arbeit auch die finale Blutung
war, wird in Kapitel III 1.5 dargestellt. Es wurde unter Verwendung des spacerfreien POD-
Hapten 2-Tracers ermittelt und mit den Seren pAk-RO1 bis R06 verglichen.

1.4 ELISA-Entwicklung

Die Entwicklung eines klassenspezifischen ELISAs fiir SUs (,,Sulfuron Screen®) setzte
zunidchst einen ausreichend sensitiven und breitbandig mit SUs kreuzreagierenden Anti-
korper voraus. Ein monoklonaler Antikorper mit diesen Eigenschaften konnte trotz
umfangreicher Bemiihungen (vgl. Tabelle 11) nicht generiert werden. Von den sieben
generierten polyklonalen Antikérperseren erwies sich pAk-R03 als besonders geeignet fiir
die Anwendung in einem solches Testsystem. Auf der Basis dieses polyklonalen Antikor-
pers wurde daher zunéchst ein ELISA entwickelt und seine Anwendbarkeit fiir Realproben
gepriift.

In der Riickstandsanalytik finden vorwiegend kompetitive Immunoassays Anwendung, die
je nach der Art des immobilisierten Immunreaktanden, als direktes oder indirektes Format
eingesetzt werden. Das indirekte Testformat bietet den Vorteil, dass kein spezifischer
Tracer hergestellt werden muss, da das anti-Kaninchen-IgG-POD-Konjugat kommerziell
erhiltlich ist. Beim direkten ELISA sind dagegen weniger Arbeitsschritte erforderlich und
damit ist die Analysezeit kiirzer. Allerdings ist das Testergebnis oft stirker zeitabhéingig,
da der Analyt direkt mit dem immobilisierten Antikorper reagiert und damit zeitversetzt
aufgegebene Analyten das Ergebnis beeinflussen konnen. Welches Testformat fiir eine
entsprechende Zielsetzung bessere Ergebnisse liefert, muss letztlich getestet werden und
hingt u.a. auch davon ab, ob fiir das Testformat ein geeignetes Coating-Antigen bzw. ein
geeigneter Tracer synthetisiert werden kann.
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1.4.1 Optimierung des direkten Testformates
1.4.1.1 Tracer

Das direkte ELISA-Format wurde zundchst fiir die Priifung von Zelliiberstinden
verwendet, da damit der Erhalt positiver Testergebnisse durch schwach affine Antikorper
minimiert werden kann. Der direkte Test ist somit ein ,,hirterer® Test als der indirekte, der
auch schwécher affine Klone erfasst [209]. Dafiir wurde ein homologer Tracer eingesetzt.
Im Verlauf der Immunisierung wurde beim Screening der polyklonalen Seren in diesem
Testsystem jedoch ein stark ansteigendes Basissignal festgestellt. Durch die Synthese eines

heterologen Tracers konnte diese Problem geldst werden.

1.6 da
1 O Heterologer Tracer:
1.4+ POD-Hapten 2 ohne Spacer
1 B  Homologer Tracer:
1.2 POD-Hapten 2 mit Spacer
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Abbildung 33: ,,Spacer Recognition* bei Kaninchenserum R03 im direkten ELISA.
Kurvenverlauf bei Verwendung eines POD-Tracers mit und ohne
Spacer. Direkter ELISA: Coating: 0.5 pg/mL Ziege-anti-Kaninchen-IgG,
Serumverdiinnung: 1:10000, Tracerverdiinnungen POD-Hapten 2: a) He-
terolog, ohne Spacer 1:2000 (Herstellungsansatz: 1 mg aktive POD); b)
Homolog, mit Spacer 1:10000 (Herstellungsansatz: 5 mg POD), Ent-
wicklungszeit: 15 min. Spannweite: Median.

Durch die Analogie von Tracer und Immunogen beziiglich der Bindungsstelle (Briicke),
konnen unerwiinschte Wechselwirkungen zwischen Tracer und Antikorper auftreten, da
bei der Immunisierung auch Antikorper gebildet werden konnen, die die Bindungsregion
erkennen (,,Spacer Recognition*) und dann zu einem erh6hten Basisliniensignal im ELISA
fiihren. Da diese Effekte erst in der Endphase der polyklonalen Antikdrperproduktion
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auftraten, musste fiir den direkten Test ein neuer POD-Tracer synthetisiert werden, der
keinen Spacer enthielt (Abbildung 33). Aufgrund des Fehlens einer reaktiven Carboxyl-
gruppe am Hapten-Molekiil, wurde eine kommerziell erhiltliche, aktivierte Peroxidase
(Pierce) eingesetzt, die pro Mol POD 1-3 Mol aminoreaktive Gruppen enthélt, und somit
direkt mit den Aminogruppen am Hapten reagieren kann.

1.4.1.2 Konzentrationsverhéltnisse

Die Optimierung eines direkten ELISA-Systems erfolgt zunidchst grundsitzlich durch die
Variation von Antikdrper- und Tracerkonzentration. Der Testmittelpunkt, als ein wesent-
liches Qualititskriterium fiir einen Assay, ldsst sich durch eine Reduzierung der Anti-
korper- und Tracerkonzentration bis zu einem bestimmten Punkt absenken. Dadurch erhoht
sich die Sensitivitidt sowie die damit verbundene Nachweisgrenze des Testes. Da gleich-
zeitig jedoch fiir die Absorptionsmessung eine ausreichend hohe Farbentwicklung notwen-
dig ist, ist eine Verdiinnung von Tracer und Antikdrper nicht unbegrenzt moglich. Mittels
Vergleichsmessungen bei variierenden Tracer- und Antikorperkonzentrationen wurde der
Assay auf eine Signalintensitit von 1.0 Absorptionsseinheiten und eine Farbentwicklungs-
zeit von 15 Minuten optimiert. Sowohl fiir das Serum pAk-R03, als auch die hergestellte
Tracerlosung erwiesen sich Verdiinnungen von 1:10000 als optimal.

1.4.1.3 Blockreagenzien

Blockreagenzien besetzen freie Oberfachen auf der Mikrotiterplatte und dienen somit zur
Unterdriickung der unspezifischen Bindung des Tracers an die MTP-Oberfliche. Wie
vorausgehend erwdhnt, wurde beim Einsatz eines homologen Tracers ein hohes Basis-
signal von bis zu ca. 40% der Signalintensitdt beobachtet. Dieses Grundsignal konnte mit
keinem der getesteten Blockreagenzien selektiv reduziert werden, da die maximale
Absorption etwa im gleichen Verhiltnis zum Basissignal reduziert wurde (Abbildung 34).
Mittels eines heterologen Tracers konnte jedoch eine vollstdndige Inhibition auf ca. 5%
erreicht werden. Fiir das Testsystem unter Verwendung eines heterologen Tracers wurde
zudem gezeigt, dass Blockreagenzien nahezu keinen Einfluss auf den Kurvenverlauf
hatten. Dies ermoglichte den Verzicht auf einen Blockingschritt im Testsystem.
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Abbildung 34: Einfluss verschiedener Blockreagenzien auf das Basissignal. Block-
reagenzien: BSA, 2%ig (w/w), Casein 3%ig (w/w), Eialbumin 3%ig
(w/w), Rotiblock® 1/10-Verdiinnung (n=3, 1s). Direkter ELISA:
Coating: 0.5 pg/mL Ziege-anti-Kaninchen-IgG, Serum: 1:10000, Analyt:
Metsulfuron-methyl, Tracer (POD-Hapten 2: heterolog, ohne Spacer)
1:2000, Entwicklungszeit: 15 min.

1.4.1.4 Optimierte Testbedingungen

Die optimierten Testbedingungen, die fiir die folgenden Untersuchungen eingesetzt
wurden, sind zur Ubersicht in Tabelle 12 zusammengefasst. Eine Kalibrierkurve fiir den
Modellanalyten Mesosulfuron-methyl, welche unter optimierten Testbedingungen erstellt
wurde, zeigt Abbildung 35. Es handelt sich dabei um den Analyten, fiir den der Antikdrper
pAk-RO3 die hochste Sensitivitét zeigte. Es konnte ein besonders niedriger Testmittelpunkt
(Xop) von 0.05 pg/L erzielt werden und die Nachweisgrenze (LOD) lag bei 0.008 pg/L.
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Abbildung 35: Optimierte Kalibrierkurve fiir Mesosulfuron-methyl im direkten
ELISA (n =12, 1s). LOD = 0.008 pg/L. Xy = 0.05 pg/L. Testbedingun-
gen: vgl. Tabelle 12.
Tabelle 12: Optimierte Testbedingungen fiir den direkten kompetitiven klassen-
spezifischen SU-ELISA (,,Sulfuron Screen*).
Arbeitsschritt Optimierung
Coating Ziege-anti-Kaninchen-Ak, 0.5 pg/mL, 250 pL, RT, ca. 15 h
Blocken nicht notwendig
Antikorper pAk-R03, 1:10000, 200 uL, 1 h
Standard bzw. Probe 200 uL, 30 Min Vorinkubation
Tracer POD-Hapten 2 (ohne Spacer), 1:2000, 50 pL, 15 Min
Substrat TMB/H;0,, Entwicklungszeit: 15 Min

Abstoppen

Schwefelsédure (5%), 100 pL
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1.4.1.5 Matrixeinfliisse

pH-Wert:

Da insbesondere Wasserproben einen sehr unterschiedlichen pH-Wert aufweisen konnen,
wurde der Einfluss des pH-Wertes auf den direkten ELISA gepriift. Dafiir wurden
Standardreihen in Phosphatpuffern der pH-Werte 5.0 bis 9.0 hergestellt und im Vergleich
zu Kalibrierreihen in bidest. Wasser (pH = 5.5) vermessen. Es konnte kein signifikanter
Einfluss des Proben-pH-Wertes auf das Testergebnis festgestellt werden.

Huminsduren:

Zunehmende Huminsdurekonzentrationen in der Probe fiihrten im direkten ELISA zu einer
Abnahme der maximalen Absorption, bei weitgehend gleichbleibendem Basissignal. Die
deutlich reduzierte Gesamtabsorption fiihrte zu einer Erhhung des Testmittelpunktes und
vor allem auch zu einer Reduzierung des Messsignals (Absorption).

2.0 1.6

18 | —&— Testmittelpunkt (X )
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Abbildung 36: Einfluss von Huminsduren auf den SU-ELISA (n =3, 1 s). Testmittel-
punkt und maximale Absorption der sigmoiden ELISA-Kalibrierung in
Abhingigkeit von der Huminsdurekonzentration der Probe. Testbeding-
ungen: vgl. Tabelle 12. Analyt: Metsulfuron-methyl.

Huminséduren sind Abbauprodukte von natiirlichem organischen Material, deren heterologe

Struktur noch nicht vollstindig geklirt ist. Sie bilden Heteropolykondensate mit Mol-
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massen von 2 bis 50 kDa, welche sich aus einem polycyclischen, meist aromatischen Kern
und locker gebundenen Polysaccchariden, Proteinen, Phenolen und chelatbildenden
Metallionen zusammensetzen, die wiederum iiber Carboxyl- und Carbonylgruppen an den
Kern gebunden sind. Aufgrund ihrer Hydroxy- und Polyhydroxycarbonséuren sind Humin-
sduren stark sauer und liegen iiberwiegend als Salze vor [386]. In Gewéssern kdnnen sie in
sehr unterschiedlichen Konzentrationen vorkommen. Im Allgemeinen liegen sie in Ober-
flichengewdssern in Konzentrationen bis zu maximal 10 mg/L vor. Ausnahmen mit
wesentlich hoheren Konzentrationen sind humusreiche Moorwiésser. Da Huminsduren
kolloidal im Wasser gelost sind, werden sie durch Filtration nicht entfernt und kénnen so
das Testergebnis des ELISAs beeinflussen. Als Ursache der Huminsdureeffekte wird ihre
tiberwiegend negative Oberflichenladung und die daraus resultierende Affinitit gegeniiber
Proteinen mit positiver Partialladung angenommen [387]. Aufgrund von Interaktionen
zwischen dem Antikorper bzw. dem POD-Tracer und Huminsiduremolekiilen, werden diese
in ihrer Bindung zum Analyten gehemmt, was wiederum ein geringeres Messsignal zur
Folge hat (vgl. Abbildung 36).
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Abbildung 37: BSA-Einfluss auf den Huminsdureeffekt (n =3, 1s). Huminsdure-
konzentration 10 mg/L. Testbedingungen: vgl. Tabelle 12. Analyt: Met-
sulfuron-methyl. Vor der Standardzugabe wurden je 50 pL BSA-Losung
vorgelegt.
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Da das Protein BSA aufgrund seiner Oberflichenladung die Tendenz zeigt, mit Humin-
sduren zu interagieren [388], wurden Versuche zur Reduzierung der Huminsdureeffekte
durch BSA-Zusatz wihrend der Kompetitionsreaktion durchgefiihrt. Dabei zeigte sich,
dass das Aufgeben von 50 pL 0.1%iger BSA-Losung (w/w) auf die MTP vor der Standard-
bzw. Probe-Zugabe die Storeffekte der Huminsduren (Huminsdurekonzentration 10 mg/L)
reduziert. Die Kontrollwerte wurden aus Standardreihen ohne Huminsdure- und BSA-
Zusatz ermittelt, die parallel auf jeder MTP vermessen wurden

Losungsmitteleffekte:

Losungsmitteleffekte im ELISA sind hinsichtlich eines vorausgehenden Fliissigextrak-
tionsschrittes zur SU-Extraktion aus Lebensmittelproben sowie der Auswahl des
Losungsmittels fiir die SU-Standards von Bedeutung. Losungsmittelkontaminationen in
Realwasserproben sind dagegen eher unwahrscheinlich.
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Abbildung 38: Kurvenverlauf des direkten SU-ELISAs bei unterschiedlichen ACN-
Konzentrationen in der Probe (n = 3). Testbedingungen: vgl. Tabelle
12. Analyt: Metsulfuron-methyl. Die Standards wurden im Lésungsmittel
geldst. Spannweite: Median.

Es wurde festgestellt, dass bereits geringe ACN-Konzentrationen von 5 bis 10% einen
Einfluss auf das Testergebnis zeigen. Durch geringe Methanolanteile (bis 15%) wurde der
Testmittelpunkt dhnlich stark beeinflusst, wie durch geringe ACN-Anteile (Abbildung 39).
Der Kurvenverlauf wurde jedoch insgesamt weniger stark beeinflusst, da die maximale
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Absorption im Konzentrationsbereich < 15% nahezu gleich blieb (Abbildung 40). Daher
wurde lediglich fiir die Herstellung der SU-Stamml6sung (0.1 mg/mL) Methanol verwen-
det, die weiteren Verdiinnungsschritte wurden mit bidest. Wasser durchgefiihrt.

Da die Losungsmitteleffekte im ELISA auch fiir die spiteren Elutionseigenschaften des
pAk-RO3 bei der Immunextraktion eine Tendenz aufzeigen, wurden hierzu zahlreiche
Untersuchungen durchgefiihrt. Ahnlich wie beim Huminsiureeffekt, zeigt der Kurven-
verlauf mit zunehmenden Losungsmittelgehalten eine deutliche Reduzierung des maxima-
len Absorptionssignals, wahrend das Basissignal kaum beeinflusst wird. Auch bei Ethanol
und Dimethylsulfoxid wurden Effekte mit dieser Tendenz beobachtet. Da insbesondere
Methanol und Acetonitril auch als mogliche Losungsmittel bei der Immunextraktion von
Bedeutung sind, standen diese in den folgenden Darstellungen im Mittelpunkt.
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Abbildung 39: Einfluss von Acetonitril und Methanol auf die Sensitivitit des
direkten SU-ELISAs (n=3, 1s). Testbedingungen: vgl. Tabelle 12.
Analyt: Metsulfuron-methyl. Die Standards wurden im entsprechenden
Losungsmittel geldst.
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Abbildung 40: Abhingigkeit der maximalen Absorption im direkten SU-ELISA von
der Konzentration an Acetonitril bzw. Methanol (n =3, 1 s). Testbe-
dingungen: vgl. Tabelle 12. Analyt: Metsulfuron-methyl. Die Standards
wurden im Losungsmittel gelost.

1.4.1.6 Zeiteffekte

Beim direkten ELISA konkurrieren Hapten 2-POD-Tracer und Analyt um die Antikorper-
bindungsstellen. Da die Affinitdt des Antikorpers gegeniiber dem Tracer und dem jeweili-
gen Analyten nicht genau gleich ist, wurde gepriift, ob das Testergebnis durch eine zeitlich
versetzte Aufgabe der beiden Bindungspartner beeinflusst wird. Ein Zeitvorsprung des
Tracers gegeniiber dem Modellanalyten MSM um 10 Minuten fiihrte dazu, dass der Analyt
bei der anschlieBenden 15-miniitigen Kompetition die gebundenen Tracermolekiile deut-
lich schlechter verdringen konnte, obwohl die molaren Kreuzreaktivititen von Hapten 2
und MSM mit 100% und 91% als sehr dhnlich getestet wurden. Offenbar ist die Affinitét
des Tracers auch durch das Spacermolekiil bedingt, bzw. ist die Bindung des Tracers
dadurch stérker, dass er tiefer in die Bindungstasche reicht. Um derartige Zeiteffekte zu
umgehen, erwies sich eine 30-miniitige Vorinkubation mit dem Analyten, gefolgt von einer
15-miniitigen Kompetition, als vorteilhaft. Allerdings wurden hier fiir die Analyten
Chlorimuron-ethyl und Mesosulfuron-methyl, die im Vergleich zum Hapten eine extrem
hohe molare Kreuzreaktivitit aufweisen (271% und 1246%, vgl. Tabellen 15, 17) gegen-
teilige Effekte beobachtet. So war die Farbentwicklung bei diesen beiden Analyten deut-
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lich reduziert, da der Tracer diese nicht mehr entsprechend aus ihren Antikdrperbindungen
verdrangen konnte. Abhilfe wurde dadurch geschaffen, dass Tracer und Analyt vor dem
Antikdrperkontakt, also vor der Aufgabe auf die MTP, gemischt wurden.

1.4.1.7 Reproduzierbarkeit

Die Analysengenauigkeit hingt einerseits vom systematischen Fehler, der sog. Richtigkeit,
und andererseits vom zufdlligen Fehler, der sog. Prizision, ab. Ein direkter Vergleich der
Extinktionen verschiedener MTP liefert kein zuverldssiges Kriterium zur Prézisionsbe-
stimmung, da diese von Platte zu Platte durch dulere Einfliisse, wie Temperatur, Substrat-
konzentration oder Entwicklungszeit starken Schwankungen unterworfen sind. Deshalb
muss jede MTP durch interne Standards, die den gleichen Bedingungen unterliegen wie die
Proben, neu kalibriert werden.

Bei der Reproduzierbarkeit von ELISAs unterscheidet man zwischen der Intra- und der
Inter-Assay-Reproduzierbarkeit. Erstere betrachtet die Werte einer MTP, bei letzterer
vergleicht man die Werte verschiedener MTPs. Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit
werden iiblicherweise die Variationskoeffizienten der Testmittelpunkte oder der Nach-
weisgrenzen herangezogen. Der Variationskoeffizient des Testmittelpunktes ist naturge-
mif niedrig, da die Kalibrierkurve im Testmittelpunkt ihre maximale Steigung und damit
auch ihre hochste Genauigkeit besitzt. Umgekehrt weist die sigmoide Kurve an ihren
asymptotischen Enden die groBite Ungenauigkeit auf. Die Nachweisgrenze wird durch die
dreifache (3 s) Standardabweichung vom Mittelwert der Absorption der Nullwerte (hoch-
ster Absorptionswert) angegeben.

Tabelle 13: Inter-Assay-Variationskoeffizienten (VK) (n=18, 1s). Direkter
ELISA mit pAk-R0O3 und den drei Modellanalyten Chlorimuron-ethyl,
Metsulfuron-methyl, Primisulfuron-methyl sowie Hapten 2 am Testmit-
telpunkt und an der Nachweisgrenze (LOD). Testbedingungen vgl.
Tabelle 12. (s = Standardabweichung).

Modellanalyten Xo s [ng/L] VK [%] LOD = [ng/L] VK [%]
Hapten 2 0.49£0.10 20 0.07 £0.03 43
Chlorimuron-ethyl 0.21+£0.04 19 0.04 £ 0.02 50
Metsulfuron-methyl 0.44+0.11 25 0.07 £0.04 57
Primisulfuron-methyl 0.80 £ 0.14 18 0.07 £0.03 43

Die ermittelten Intra-Assay-Variationskoeffizienten (n=3) im Testmittelpunkt lagen
durchweg unter 5% und an der Nachweisgrenze unter 25%. Als Inter-Assay-Variationen
wurden Werte von max. 25% am Testmittelpunkt und zwischen 43% und 57% an der



III Ergebnisse und Diskussion 105

Nachweisgrenze ermittelt (vgl. Tabelle 13). Die Ursachen fiir Intra-Assay-Variationen
liegen bei Pipettier-, Verfahrens- und Messfehlern. Bei Inter-Assay-Variationen werden
zudem Fehler durch Konzentrationsvariationen von Reagenzien, Temperaturunterschiede
als auch Verdnderungen von Standardlosungen iiber einen lingeren Zeitraum mit einbezo-

gen. Insgesamt lieferte das Testsystem damit eine akzeptable Reproduzierbarkeit.

1.4.2  Optimierung des indirekten Testformates
1.4.2.1 Coating-Antigene

Als Testformat wurde das von SIMON [389] beschriebene Verfahren adaptiert. In diesem
indirekten ELISA-Format wurde unter Verwendung eines homologen Coating-Antigens
ebenfalls ein erhohtes Basissignal fiir die polyklonalen Seren aus der Endphase der Immu-
nisierung erhalten. Daher wurden alternative Coating-Antigene hergestellt, die keine
Spacerbriicke besitzen, um den ,,Spacer-Recognition“-Effekt zu minimieren. Es wurden
Hapten 2 und das Antidiabetikum 4-Amino-N-[(butylamino)carbonyl]-benzolsulfonamid
tiber eine Diazo- bzw. Sulfo-NHS-Aktivierungsreaktion an der Aminogruppe an BSA-
Carboxylgrupppen gekoppelt. Die beiden gewonnenen 4-Amino-N-[(butylamino)carbo-
nyl]-benzolsulfonamid-BSA-Konjugate waren als Caoting-Antigene nicht geeignet, da sie
von keinem der sieben generierten polyklonalen Antikérper erkannt wurden. Das Sulfo-
NHS-generierte Coating-Antigen Hapten 2-BSA lieferte im indirekten Testformat ohne
Blockingschritt dennoch starke Basissignale mit Sockelwerten von ca. 25% fiir pAk-R04
und 65% fiir pAk-R0O3. bezogen auf die maximale Absorption. Das Diazoderivat von
Hapten 2 als Coating-Antigen lieferte deutlich bessere Basissignale von nur ca. 10% fiir
pAk-R04 und etwa 35% fiir pAk-R0O3 bei Signalintensitdten im Bereich von 0.6 bis 0.8 a.u.
und wurde daher fiir den Einsatz im indirekten Test ausgewéhlt (vgl. Abbildung 41).

1.4.2.2 Konzentrationsverhéltnisse

Zur Bestimmung der optimalen Konzentrationen im indirekten Testsystem wurden die
Serumkonzentration und die Coating-Antigen-Konzentration auf einer Checkerboard-MTP
gegeneinander aufgetragen. Als geeignete Coating-Antigen-Konzentration fiir das Diazo-
und das Sulfo-NHS-Produkt wurden 5 bzw. 2 pg/mL ermittelt. Sowohl fiir pAk-RO3 als
auch pAk-R04 erwiesen sich Antiserumverdiinnungen von 1:10000 als optimal. Der
kommerzielle POD-gelabelte Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper, der als Tracer fungierte,
wurde ebenfalls in der Verdiinnung 1:10000 eingesetzt. Eine Beispielkurve des indirekten
ELISAs zeigt Abbildung 41.
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Abbildung 41: Kalibrierkurve des indirekten ELISAs (n =6, 1 s). Testbedingungen:
vgl. Tabelle 14. Analyt: Hapten 2. Testformat flir Bestimmung der
Kreuzreaktivitidten im indirekten Assay (vgl. III 1.5).

Tabelle 14: Optimierte Testbedingungen fiir den indirekten kompetitiven
klassenspezifischen SU-ELISA.

Arbeitsschritt Optimierung

Coating Hapten 2-BSA-Konjugat (Diazoderivat, heterolog),

5 ug/mL, 200 uL, 4°C, ca. 15h

Blocken 2% BSA, 300 uL, 1 h bei 37°C

Standard bzw. Probe 100 pL, 30 min Inkubation (zusammen mit Antikorper)

Antikorper pAk-RO03, 1:10000, 50 L, 30 min Inkubation (vgl. Standard)

Tracer ZAK-POD, 1:10000, 50 pL, 30 Min

Substrat TMB/H;0,, Entwicklungszeit 20 bis 30 min

Abstoppen

Schwefelsdure (5%), 100 puL




III Ergebnisse und Diskussion 107

1.4.2.3 Blockreagenzien

Um unspezifische Bindungen von Proteinen an die MTP-Oberfldche zu unterdriicken, wird
im Testverlauf nach dem Coatingschritt ein Blockschritt eingefiigt, bei dem Proteine auf
die MTP-Oberfldche aufgebracht werden, welche die freien Bindungsstellen besetzen.
Besonders beim pAk-R03 war eine Reduzierung des hohen Basissignals von etwa 65%
bzw. 35% dringend notwendig. Der Einfluss der vier verschiedenen Blockreagenzien
wurde fiir den indirekten ELISA unter Verwendung von pAk-R03 und pAk-R04 getestet
und gegeniibergestellt (vgl. Abbildung 42).
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Abbildung 42: Einfluss verschiedener Blockreagenzien auf das Basissignal.
Polyklonale Antikorper pAk-R03 und pAk-R04 im Vergleich (n =3,
1s). Blockreagenzien: BSA, 2%ig (w/w), Casein 3%ig (w/w), FEi-
albumin 3%ig (w/w), Rotiblock® 1/10-Verdiinnung. Indirekter ELISA:
Coating: 5 pg/mL Coating-Antigen (Hapten 2-Diazoderivat, heterolog),
Serum: 1:10000, Analyt: Metsulfuron-methyl, Tracer (ZAK-POD)
1:10000, Entwicklungszeit: 20 min.

Wihrend die eingesetzten Proteine Casein und Ovalbumin aus einem kettenformigen
Peptidgrundgeriist mit diversen Resten bestehen, ist BSA globulér strukturiert [390, 391].
Das kommerziell erhiltliche Blockreagenz ,,Rotiblock® besteht aus einem Polyelektroly-
ten, einem nichtionischen Tensid und PBS. Neben der rdumlichen Struktur, die die

Belegungsdichte beeinflusst, spielt fiir die Wirksamkeit eines Blockreagenzes auch die
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Oberflachenladung eine wichtige Rolle. Durch entgegengesetzte Ladungen konnen
beispielsweise unerwiinschte Wechselwirkungen mit dem Antikorper herabgesetzt werden.
Die Wahl des geeigneten Blockreagenzes ist aber nicht nur von der Reduktion des Sockel-
wertes, sondern auch von dessen Einfluss auf die Sensitivitit des Immunoassays abhéngig.
So konnte bei den mit dem Sulfo-NHS-Derivat gecoateten Platten mittels der vier aufge-
fiihrten Blockreagenzien insbesondere deshalb keine Signalverbesserung erzielt werden, da
die maximale Absorption durch alle Blockreagenzien ebenfalls deutlich reduziert wurde.
Die vergleichsweise niedrigeren Ausgangssockelwerte beim Coating mit dem Diazo-
Derivat (vgl. III 1.4.2.1) konnten durch einen zusétzlichen Block-Schritt mit BSA-L&sung
(2%ig, w/w) auf ca. 7% (pAk-R04) und 25% (pAk-R03) reduziert werden.

1.4.2.4 Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit des indirekten ELISAs wurde fiir pAK-R03 und den Modell-
analyten Hapten 2 ermittelt. Am Testmittelpunkt lag der Intra-Assay-Variationskoeffizient
bei < 5% (n=3) und der Inter-Assay-Variationskoeffizient bei 24% (n =9). Der erhaltene
durchschnittliche Testmittelpunkt war dabei 0.78 £0.18 pg/L, die Nachweisgrenze
0.20 £ 0.12 pg/L. Der Intra-Assay-Variationskoeffizient (n = 3) an der Nachweisgrenze lag
durchwegs unter 40% und die Inter-Assay-Variation (n=9) bei 60%. Damit ist die
Reproduzierbarkeit hier zwar etwas schlechter als beim direkten Format, jedoch innerhalb
eines fiir Inmunoassays iiblichen Bereiches [389].

1.5 Kreuzreaktivititen

1.5.1  Sulfonylharnstoffherbizide

Alle sieben hergestellten polyklonalen Kaninchenseren wurden im direkten ELISA auf ihre
Kreuzreaktivititen gegeniiber 30 SUs getestet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 43 im
Uberblick als Matrix dargestellt. Als BezugsgroBe zur Bestimmung der Kreuzreaktivititen
wurde der Testmittelpunkt einer Kalibrierung mit dem entsprechenden Hapten herangezo-
gen. Fiir die pAk-R01/02 diente folglich Hapten 1, fiir pAk-R03/04 Hapten 2 und fiir pAk-
RO5/06 Hapten 3 als Vergleichssubstanz, deren Kreuzreaktivitdt als 100%-Wert definiert
wurde. Fiir das Serum pAk-R07, das aus der Mischimmunisierung stammte, die ab der 36.
Woche allein mit Immunogen 2 fortgefiihrt wurde, wurde Hapten 2 als Vergleichssubstanz
eingesetzt.

Die durch Immunisierung mit dem Triazinderivat gewonnenen Antikérper pAk-R05 und
pAk-RO6 kreuzreagierten lediglich schwach mit Tribenuron-methyl bzw. {iberhaupt nicht,
wie dies auch bei den erhaltenen Klonen bei der monoklonalen Antikdrperproduktion mit
diesem Immunogen der Fall war (vgl. III 1.3.1). Die pAk-RO1 und pAk-R02, die durch
Immunisierung mit dem Benzylsulfonamiderivat hergestellt wurden, zeigten mit jeweils
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vier SUs eine Kreuzreaktion. Bei den mit Hapten 2 immunisierten Tieren RO3 und R04
zeigte pAk-RO3 eine deutlich breitere Kreuzreaktivitit. Das Serum des mischimmunisier-
ten Kaninchens R0O7 lieferte ebenfalls eine relativ breite Erkennung von insgesamt neun
SUs, mit z.T. hoher Sensitivitit (gegeniiber Jodosulfuron-, Primisulfuron- und Sulfomet-
uron-methyl) und einem im Vergleich zu Serum RO3 unterschiedlichen Selektivitits-
muster.

Mesosulfuron-me:
Chlorimuron-et:
Imazosulfuron
Chlorsulfuron
Cyclosulfamurons
Pyrazosulfuron-et1
Sulfosulfuron:
Triasulfuron:
Metsulfuron-me
Hapten 1, 2 oder 3
Halosulfuron-me;
Ethametsulf.-me
Todosulfuron-me;
Primisulfuron-me;
Flazasulfuron: 100
Prosulfuron:
Thifensulfuron-me:
Cinosulfuron
Azimsulfurons

Sulfometuron-me
Flupyrsulf.-me-Na
Tribenuron-me

Triflusulfuron-me; I
Amidosulfuron
Etoxysulfurons
Flucarbazon
Nicosulfuron
Oxasulfuron
Rimsulfurons
Bensulfuronf

CR [%]

ROI R02 RO3 R04 RO5 RO06 RO7
Polyklonale Antikorper (pAKk)

Abbildung 43: Matrixdarstellung der Kreuzreaktivititsmuster der sieben herge-
stellten polyklonalen Antikorper pAk-R01 bis pAk-R07 gegeniiber
30 SUs. CR = Kreuzreaktivitét [%]. Berechnung: Gleichung 5, Kapitel 11
3.2.5. Referenzsubstanzen: Haptene 1, 2 und 3 (CR = 100%).
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Die breite Kreuzreaktivitit von pAk-R03 gegeniiber 19 SUs bei gleichzeitiger hoher Sen-
sitivitét ist auBergewohnlich. Zwar gilt es allgemein als einfacher, breitbandige Antikdrper
herzustellen, als solche, die nur eine Verbindung spezifisch erkennen, jedoch ist auch eine
derart breite Kreuzreaktivitdt eher selten. In der Regel spricht man schon bei Kreuzreakti-
vitdten gegeniiber 4 bis10 Verbindungen von breiter Erkennung. Zudem zeigen derart breit
reagierende AntikOrper selten eine derart hohe Sensitivitét, wie im vorliegenden Fall. Die
SUs betreffend, beschreiben bisher lediglich zwei Verdffentlichungen die Herstellung von
anti-SU-Antikorpern, die vier bis acht der Herbizide gleichzeitig mit einer Kreuzreaktivitét
iiber 10% erkennen [166, 171]. Auch die Ergebnisse der Immunisierung der Kaninchen
RO4 und RO7 machen deutlich, dass es in Abhéngigkeit vom eingesetzten Hapten gut
moglich ist, pAk gegen mehrere SUs herzustellen. Die breite Erkennung von pAk-R03 ist
offensichtlich auf eine individuelle Besonderheit in der Immunreaktion des Organismus
des betreffenden Kaninchens zurilickzufiihren, die nicht ohne weiteres reproduzierbar
scheint. Fiir eine statistisch gesicherte Aussage dazu wiren jedoch Rethenimmunisierungen
notwendig.

Aus akademischen Interesse wurden das breit kreuzreagierende Serum pAk-R03 und das
unter gleichen Versuchsbedingungen hergestellte Serum pAk-R04 zusétzlich im indirekten
Testformat auf Kreuzreaktivititen getestet und mit dem direkten Format verglichen. Die
Ergebnisse fiir pAk-R03/04 sind in Tabelle 15 und 16 zusammengefasst. Die im direkten
Test mit pAk-R03 kreuzreagierenden 19 SUs lassen sich untergliedern in neun Herbizide,
die im direkten ELISA eine hohere Affinitdit zu pAk-R03 aufweisen als Hapten 2
(CR =100%), und in zehn Herbizide, deren Kreuzreaktivitit zwischen 10 und 100% liegt.
AuBerdem wurde im direkten Format noch eine sehr geringe Kreuzreaktivitit gegeniiber
weiteren drei SUs mit Werten von 1 bis 3% festgestellt. Auffillig ist auch die gegeniiber
dem Hapten 2 um mehr als das Zehnfache hohere Kreuzreaktivitit von Mesosulfuron-
methyl (CR =1050%). Das liegt darin begriindet, dass Hapten 2 ein Derivat des
Mesosulfuron-methyls ist und somit die Strukturiibereinstimmung der beiden Verbin-
dungen am groften ist. Im indirekten Testformat wurden sogar insgesamt 24 SUs mit
Kreuzreaktivititen groBer als 10% getestet. Davon zeigten 13 Verbindungen eine
Kreuzreaktivitét {iber 100% und elf Substanzen zwischen 10 und 100%. Dabei ergaben
sich zwischen den beiden Assay-Formaten auch relativ groBe Abweichungen in der
Sensitivitdt gegeniiber einzelnen SUs. Der pAk-R04 zeigt in beiden Assays lediglich fiir
Mesosulfuron-methyl eine hohere Kreuzreaktivitit im Vergleich zum Hapten 2. Fiir fiinf
weitere SUs liegt die Kreuzreaktivitit zwischen 10 und 100%, bei vier davon mit gleicher
Tendenz in beiden Tests. Unterschiede bestehen fiir Triflusulfuron-methyl, das im direkten
Test eine Kreuzreaktivitdt von 18% zeigt und im indirekten lediglich von 3%. Umgekehrt
zeigt Sulfometuron-methyl im indirekten Test eine Kreuzreaktivitit von 23%, im direkten
Test hingegen von 7%.
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Tabelle 15: Kreuzreaktivititen (CR) von pAk-R03 gegeniiber Sulfonylharnstoff-
herbiziden im direkten und indirekten ELISA. Testbedingungen: vgl.
Tabellen 12 und 14. Berechnung: Gleichung 5, Kapitel II 3.2.5. Refe-
renzsubstanz: Haptene 2 (CR = 100%).

Sulfonylharnstoffherbizid direkter ELISA indirekter ELISA
Xo [ng/L] CR [%] Xo [ng/L] CR [%]

Mesosulfuron-methyl 0.05 1050 0.1 537
Chlorimuron-ethyl 0.2 277 0.3 285
Imazosulfuron 0.1 229 0.2 259
Chlorsulfuron 0.7 197 53 15
Cyclosulfamuron 0.3 153 1.1 57
Pyrazosulfuron-ethyl 0.2 144 0.8 158
Sulfosulfuron 0.4 128 0.5 103
Triasulfuron 0.5 110 0.2 328
Metsulfuron-methyl 0.5 101 0.8 107
Hapten 2 0.5 100 0.8 100
Halosulfuron-methyl 1.8 75 0.3 148
Ethametsulfuron-methyl 0.8 68 0.4 116
Iodosulfuron-methyl 0.5 66 0.6 110
Primisulfuron-methyl 0.8 60 0.4 221
Flazasulfuron 1.0 57 1.6 80
Prosulfuron 1.5 48 0.3 197
Thifensulfuron-methyl 1.4 33 6.5 12
Cinosulfuron 24 20 3.5 21
Azimsulfuron 3.0 16 1.3 40
Sulfometuron-methyl 8.2 16 0.5 162
Flupyrsulfuron-methyl-Na 13.1 3 23.5 2
Tribenuron-methyl 30.4 2 18.4 5
Triflusulfuron-methyl 73.4 1 1.1 60
Amidosulfuron >100 <0.5 > 160 <0.5
Etoxysulfuron > 100 <0.5 53 15
Flucarbazon > 100 <0.5 51.9 1
Nicosulfuron > 100 <0.5 0.8 77
Oxasulfuron > 100 <0.5 4.7 27
Rimsulfuron > 100 <0.5 1.2 65
Bensulfuron-methyl n.r. n.r. 9.7 8
Propoxycarbazon n.r. n.r. > 160 <0.5

n.r.: nicht reaktiv, keine Kreuzreaktion
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Tabelle 16: Kreuzreaktivititen (CR) von pAk-R04 gegeniiber Sulfonylharnstoff-
herbiziden im direkten und indirekten ELISA. Testbedingungen: vgl.
Tabellen 12 und 14. Berechnung: Gleichung 5, Kapitel II 3.2.5. Refe-
renzsubstanz: Haptene 2 (CR = 100%).

Sulfonylharnstofﬂlerbizid* direkter ELISA indirekter ELISA
Xo [ng/L] CR [%] Xo [ng/L] CR [%]

Mesosulfuron-methyl 0.1 711 0.2 375
Hapten 2 0.6 100 0.6 100
Halosulfuron-methyl 2.3 77 0.8 73
Metsulfuron-methyl 3.2 23 3.4 19
Iodosulfuron-methyl 4.7 19 1.6 27
Triflusulfuron-methyl 33 18 21.8 3
Ethametsulfuron-methyl 2.9 14 1.0 57
Primisulfuron-methyl 7.0 8 23.8 2
Sulfometuron-methyl 11.8 7 2.8 23
Chlorimuron-ethyl > 100 <0.5 9.5
Thifensulfuron-methyl > 100 <0.5 16.2 3
Pyrazosulfuron-ethyl n.r. n.r. 99.4 0.5
Flupyrsulfuron-methyl-Na n.r. n.r. 60.9 0.9
Tribenuron-methyl n.r. n.r. 97.0 0.7

* Insgesamt wurden 30 Sulfonylharnstoftherbizide hinsichtlich der Kreuzreaktivitét getestet (s. Tabelle 15).
In beiden Testformaten negativ getestete Substanzen sind in der vorliegenden Tabelle nicht aufgefiihrt.

Direkter und indirekter kompetitiver Inmunoassay sind mechanistisch dhnlich und sollten
daher vergleichbare Testergebnisse liefern. Coating-Antigene sind im Gegensatz zu
Tracern jedoch oft multivalent, d.h. die Protein-Hapten-Konjugate tragen an ihrer Ober-
fliche meist mehrere Haptene, da die Ausgangsproteine mehrere kopplungsfahige Gruppen
besitzen und eine Monovalenz synthetisch schwer zu erzeugen ist. Die multivalenten
Proteinkonjugate erlauben damit eine bivalente Bindung der Antikorper, die stirker ist, als
die monovalente Bindung zum Analyten, was zu einer Diskriminierung der Letzteren
filhren kann. Bei POD als Tracerenzym ist eine bivalente Bindung hingegen aus sterischen
Griinden nahezu ausgeschlossen, da sie nur zwei freie kopplungsfahige Aminogruppen
besitzt. So lassen sich die Unterschiede zwischen den im indirekten und direkten Test
ermittelten Kreuzreaktivitdtsmuster u.U. erkldren. Inwiefern strukturelle Unterschiede
durch verschiedene Kopplungsreaktionen bei der Synthese von Tracer und Coating-
Antigen ebenfalls eine Rolle spielen, kann nicht abschlieBend beurteilt werden.

Die Herleitung eines Zusammenhangs zwischen Strukturhomologien einzelner SUs und
dem Kreuzreaktivitdtsmuster des Antikorpers ist aufgrund seiner sehr breiten Erkennung
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schwierig (vgl. Tabelle 4). Generell spielen sterische Ubereinstimmungen, die Ladungs-
verhéltnisse von einzelnen Atomen, die Hydrophobizitit von einzelnen Molekiilbereichen
und deren Wasserstoffdonor- und -akzeptoreigenschaften flir eine Wechselwirkung
zwischen Antikorper und Analyt eine Rolle. Der rechte SU-Molekiilteil ist scheinbar unab-
hingig von der Intensitdt der Kreuzreaktion, da sowohl Verbindungen mit Pyrimidin- als
auch Triazinderivatresten sehr verschieden stark kreuzreagieren. Es ist lediglich auftillig,
dass die beiden SUs Flucarbazon und Propoxycarbazon, deren rechter Molekiilteil aus
einem heterocyclischen 5-Ringsystem besteht, nicht kreuzreagieren. Auch den linken
Molekiilteil betreffend, werden von dem pAk-RO3 sehr diverse Strukturen erkannt.
Betrachtet man die rdumliche Struktur des Haptens 2, so ist die Erkennung von der an den
Carrier gebundenen Seite her unwahrscheinlich, falls der Erkennungsbereich nicht tief in
die Bindungstasche des Antikorpers hineinragt und das Molekiil komplett umschlossen
wird. Folglich ist die in vielen SUs in ortho-Position vorkommende Methylcarbon-
sduregruppe fiir die Antikdrperbindung von untergeordneter Bedeutung. Demgegeniiber
liegen aber auch briickenerkennende Antikorper vor, wie vorausgehend gezeigt werden

konnte.

Modifikationen an der Sulfonylharnstoffbriicke selbst, behindern die Antikorperbindung,
wie die Beispiele Flupyrsulfuron-methyl-Natrium und Tribenuron-methyl zeigen. Positiv
fiir die Erkennung ist auch eine direkte Verkniipfung der Sulfonylharnstoffbriicke mit
einem Benzyl- oder 5-Ringsystem, ohne dass wie bei Bensulfuron-methyl und Ethoxy-
sulfuron eine CH,-Gruppe oder O-Atom dazwischen steht. Die bei Cyclosulfamuron
zwischen Sulfonylharnstoffbriicke und Benzylrest positionierte NH-Gruppe beeintrichtigt
die Antikorpererkennung jedoch nicht. Die Notwendigkeit eines cyclischen Systems neben
der Sulfonylharnstoftbriicke wird dadurch belegt, dass Amidosulfuron, der einzige getes-
tete SU mit aliphatischem Substituenten, praktisch keine Kreuzreaktion zeigt.

Neben der Raumstruktur der Verbindungen, sind die Partialladungsverhiltnisse von Be-
deutung. Stark elektronegative Atome, wie Fluor (EN = 4.0), Sauerstoff (EN = 3.5), Chlor
und Stickstoff (EN = 3.0), besitzen die Fahigkeit, innerhalb eines Molekiils Elektronen von
Nachbaratomen anzuziehen. Die drei nach Mesosulfuron-methyl am stirksten kreuzreagie-
renden Verbindungen Chlorimuron-ethyl, Imazosulfuron und Chlorsulfuron besitzen je-
weils ein elektronenziehendes Chloratom, ebenso wie Triasulfuron und Halosulfuron-
methyl, die in der Rangfolge der hochsten Kreuzreaktivitdten an 8. und 10. Position stehen.
Die Sulfonylharnstoffbriicke selbst kann durch die Deprotonierbarkeit am zur SO,-Gruppe
benachbarten N-Atom als negativ geladene Gruppe vorliegen, so dass Wechselwirkungen
mit positiv geladenen Gruppen in der Antikorperbindungstasche bevorzugt sind. Hydro-
phobe Molekiiloberflachen sind laut Modellstudien [392, 393] vor allem am Triazin- bzw.
Pyrimidinrest, aber auch in Abhédngigkeit von dessen Substituenten am Benzylring zu
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erwarten. Aullerdem miissen m-Elektron-Kation-Wechselwirkungen zwischen Benzylresten
der Analyten und der Antikorperbindungstasche in Betracht gezogen werden [226].

Da polyklonale Seren zudem eine Mischung aus verschiedenen Antikdrpern darstellen,
muss man davon ausgehen, dass das erhaltene Kreuzreaktivititsmuster nicht allein auf
einen einzelnen Antikdrper zuriickzufiihren ist, sondern ein Mischmuster aus zwei oder
mehr Antikorpern wiedergibt. Dabei liegen aber auch in polyklonalen Seren selten mehrere
Antikorper von hoher Sensitivitdt vor und man erhdlt durch die starke Verdiinnung des
Serums 1.d.R. ein sog. ,,pseudomonoklonales* Serum [394], da die enthaltenen, weniger
sensitiven Antikorper durch Verdiinnung ausgeschaltet werden. Beim vorliegenden Serum
liegt die Vermutung sehr nahe, dass dennoch mehrere sensitive Antikdrper nebeneinander
vorliegen, da eine enorm breite Erkennung verschiedener Strukturen gegeben ist. Man
konnte dies untersuchen, indem man das polyklonale Serums affinitdtschromatographisch
auftrennt und somit monoklonale Antikorperfraktionen erhilt, die separat auf ihre
Kreuzreaktivitdt getestet werden konnen. Dieser Weg wurde von GIRAUDI ET AL.
beschrieben, die ein Testosteron-Antiserum fraktionierten und damit die Selektivitét
erhohten [395]. Fiir die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit bringt die Aufschliisselung der

Antiserumzusammensetzung jedoch keinen praktischen Nutzen.

1.5.2  Strukturell verwandte Verbindungen

Aufgrund der breiten Erkennung von SUs durch pAk-R03 wurden die polyklonalen Seren
hinsichtlich ihrer Kreuzreaktivititen gegeniiber weiteren, den SUs strukturell dhnlichen
Verbindungen, wie 2 Triazinen (Atrazin, Simazin), 4 Phenylharnstoftherbiziden (Triflu-
muron, Diflubenzuron, Flufenoxuron, Monolinuron) und 4 Sulfonylharnstoffantidiabetika
(Glipizid, Gliclazid, Glibenclamid, N1-(Butylcarbamoyl)-sulfonylamid) untersucht. Dafiir
wurde das direkte ELISA-Format herangezogen (vgl. Abbildung 44).

Dabei ergaben sich fiir Atrazin und Simazin Kreuzreaktivititen von 0.2% und 3.0% fiir
pAk-ROS, respektive 1.0% und 2.0% fiir pAk-R06. Hier bestdtigt sich wiederum das bei
der monoklonalen Antikérperproduktion erzielte Ergebnis, wo ebenfalls die mit Hapten 3
gewonnenen Klone eine hohere Affinitdt zu den Triazinen Atrazin und Simazin zeigten, als
zu SUs. Auch wenn die vorliegenden Daten von drei monoklonalen und zwei polyklonalen
Antikdrpern eine statistische Aussage nicht zulassen, so kann doch angenommen werden,
dass bei Hapten 3 (Triazinderivat) die Wahrscheinlichkeit Antikdrper zu gewinnen, die
Triazine und nicht SUs erkennen, erhoht ist, auch wenn KOLAR ET AL. mit dem gleichen
Hapten Antikdrper mit SU-Erkennung generieren konnten [171].

Weiterhin zeigten pAk-R03 und pAk-R04 eine geringe Kreuzreaktivitit von 0.4% bzw.
0.6% gegeniiber dem Phenylharnstoftherbizid Flufenoxuron. Alle anderen untersuchten
Substanzen erwiesen sich als nicht reaktiv. Damit ist die Wahrscheinlichkeit groB3, dass
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besonders bei pAk-R03, trotz seiner sehr breiten SU-Erkennung, {iber diese Substanzklasse

hinaus nur geringe bis keine Affinititen zu verwandten Verbindungen zu erwarten sind.

Auch wenn eine abschlieBende Aussage hier nur nach noch umfangreicheren Tests

strukturverwandter Substanzen getroffen werden kann, spricht fiir diese These, dass als

Analyten bereits moglichst SU-dhnliche Verbindungen ausgewahlt wurden.

HaC—H,C—N N~ NH-CH-CH; HaC—H,C—N N NH-CHz~CHs
T S T
N\/N N\/N

Cl Cl
Atrazin Simazin
Cl F 0
é—NH—&—NH\O 'CNH%;NH\O
O-CF, F cl
Triflumuron Diflubenzuron
F
—NH CF3 0
NH—C—N-CHs
O-CH,4
Cl
Flufenoxuron Monolinuron
0
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N

Abbildung 44:

N CNH CH;—CHz
L)/

Glipizid

OSOZ—NH—&—NHO
Q
/O/SOZ—NH—C—NH—N: Z

Gliclazid

Strukturen der auf Kreuzreaktionen untersuchten Verbindungen,
soweit nicht bereits gezeigt. Glibenclamid (Struktur vgl. Tabelle 5),
4-Amino-N-[(butylamino)carbonyl]-benzolsulfonamid (Struktur vgl. Ab-
bildung 25).
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1.6 Affinitiatskonstanten

Die Affinititskonstante (Aviditdt) des eingesetzten Antiserums pAk-R03 kann durch eine
Néherungsrechnung unter optimierten Testbedingungen aus dem Testmittelpunkt ermittelt
werden (vgl. Kapitel II 3.2.4). Da die Testmittelpunkte der Modellanalyten Meso- und
Metsulfuron-methyl im eingesetzten ELISA (Antiserumverdiinnung 1:10000) auch bei
weiterer Verdiinnung des Antiserums nicht reduziert werden konnten, ist bewiesen, dass
das Testsystem so optimiert wurde, dass die Affinitidtskonstante des polyklonalen Antikor-
pers direkt aus dem Testmittelpunkt der jeweiligen Testsubstanz ermittelt werden kann.
Die in Tabelle 17 aufgefiihrten massenbezogenen Affinititskonstanten wurden anhand
Gleichung 4 (vgl. II 3.2.4) unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors 0.8 (200 uL
Standard + 50 pL Tracer) errechnet und mittels der Molekulargewichte der einzelnen SUs
in die molaren Affinitidtskonstanten umgerechnet. Fiir Mesosulfuron-methyl sind die Néhe-
rungskurven der Abhéngigkeit der Testmittelpunkte von der Antikorperverdiinnung bei
zwei verschiedenen Tracerverdiinnungen in Abbildung 45 exemplarisch dargestellt. Beide
Kurven ndhern sich mit zunehmender Antikérperverdiinnung dem Grenzwert, welcher der
Testmittelpunkt des optimierten Testes ist.

1.2
L0 Tracer: POD-Hapten 2
_ ' B Verdiinnung 1:2000
= O Verdiinnung 1:5000
&b
= 0.8 1
x@
E 064
=
S
S
£ 04-
§ Grenzwert: 0.05 ug/L
<5}
2 0.2—/
0.0 4—— e
10° 10" 10° 10”

Antikorperverdiinnung

Abbildung 45: Bestimmung des Testmittelpunktes (Grenzwert) zur Berechnung der
Affinititskonstanten fiir das Antiserum pAk-R03 und den Analyten
Mesosulfuron-methyl (n = 6, 1 s). Testbedingungen: vgl. Tabelle 12.
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Tabelle 17: Affinititskonstanten K sowie massenbezogene und molare Kreuz-
reaktivititen (CR,,, CRy,) des polyklonalen Antikorpers pAk-R03.
Ermittelt im direkten ELISA. Testbedingungen: vgl. Tabelle 12. Molare
Massen (SUs) vgl. Tabelle 4. M, (Hapten 2) = 424.4 g/mol.
Sulfonylharnstoff CRy, [%] CRyo1 [%0] K [L/g] K [L/mol]
Mesosulfuron-me 1050 1246 2.5% 10’ 1.3x 10"
Chlorimuron-et 277 271 6.3 x 10° 2.6x 10’
Imazosulfuron 229 223 1.3 x 10’ 5.2 % 10°
Chlorsulfuron 197 166 1.8x 10° 6.4 % 10°
Cyclosulfamuron 153 152 42x10° 1.8 10°
Pyrazosulfuron-et 144 141 6.3 x 10° 2.6 x10°
Sulfosulfuron 128 142 3.1x10° 1.5x10°
Triasulfuron 110 104 2.5%10° 1.0 x 10°
Metsulfuron-me 101 91 2.5%10° 9.5x 10*
Hapten 2 100 100 2.5x10° 1.1x 10’
Halosulfuron-me 75 77 6.9 x 10° 3.0 10°
Ethametsulfuron-me 68 66 1.6 x 10° 6.4 x 10
Iodosulfuron-me 66 79 2.5%x10° 1.3x10°
Primisulfuron-me 60 66 1.6 x 10° 7.3 x 10°
Flazasulfuron 57 55 1.3 x10° 5.1x10°
Prosulfuron 48 47 8.3x 10° 3.5% 10°
Thifensulfuron-me 33 30 8.9 10° 3.5%x10°
Cinosulfuron 20 19 52%10° 22x10°
Azimsulfuron 16 16 42%10° 1.8x 10*
Sulfometuron-me 16 14 1.5x10° 5.6x 107
Flupyrsulfuron-me-Na 3 3 9.5 x 10* 4.6 x 107
Tribenuron-me 2 2 4.1 x 10* 1.6 x 10’
Triflusulfuron-me 1 1 1.7 x 10* 8.2x10°
Amidosulfuron <0.5 <0.4 <13x10* <4.6x10°
Etoxysulfuron <0.5 <0.5 <13x10* <5.0x10°
Flucarbazon <0.5 <0.5 <13x10* <52x%10°
Nicosulfuron <0.5 <0.5 <13x10* <5.1x10°
Oxasulfuron <0.5 <05 <1.3x10* <5.1x10°
Rimsulfuron <0.5 <0.5 <13x10* <54x10°
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2 Untersuchung von Realproben mittels
klassenspezifischem direktem ELISA

2.1 Gespikte Oberflichenwisser

2.1.1 Probenbeschaffenheit

Es wurden jeweils drei verschiedene Fluss- und Seewasserproben und eine Leitungs-
wasserprobe fiir die Validierung des direkten Screening-ELISAs herangezogen. Die
Proben wurden im Uferbereich von Ammersee, Starnberger See und Worthsee sowie am
Rande des Flussbettes von Windach, Loisach und Isar an ldndlich gelegenen Stellen im
Westen (Ndhe Landsberg a. Lech) und Siiden (Ndhe Wolfratshausen) von Miinchen
entnommen und bis zur Analyse unter Kiihlung in braunen Glasflaschen (1L) aufbewahrt.
Das Leitungswasser stammte aus der Hauswasserversorgung des Instituts fiir Wasser-
chemie. Die frischen Proben wurden einer kurzen sensorischen Analyse beziiglich Aus-
sehen und Geruch unterzogen; sowie der pH-Wert und der geldste organische Kohlenstoft-
gehalt (DOC) bestimmt. Das Leitungswasser wurde ohne Vorbehandlung eingesetzt, die
Oberflachenwisser wurden {iber einen Glasfaserfilter gegeben, um sie von Partikeln grofer
0.45 pm zu befreien.

Tabelle 18: Sensorik, pH-Wert, DOC-Gehalt der eingesetzten Wasserproben.
Wasserprobe  Aussehen Geruch pH-Wert DOC [mg/L]
Leitungswasser  farblos, klar geruchlos 7.6 <0.10
Isar farblos, klar geruchlos 8.2 1.19
Loisach farblos bis leicht triib geruchlos 7.9 2.01
Windach farblos bis leicht triib geruchlos 8.0 2.52
Ammersee farblos bis leicht triib geruchlos 8.1 2.76
Starnberger See farblos bis leicht triib geruchlos 8.3 2.85
Wérthsee farblos geruchlos 7.9 1.56

Nach der Priifung auf evtl. Anwesenheit von SUs, wurden diese sieben Realproben jeweils
mit einem der drei Analyten Chlorimuron-ethyl, Metsulfuron-methyl oder Primisulfuron-
methyl in einer Konzentration von 100, 200 bzw. 500 ng/L gespikt und dann direkt fiir den
ELISA bzw. die SPE-Anreicherung zur Referenzanalytik mittels HPLC eingesetzt. Die
drei Zielanalyten wurden ausgewihlt, da sie Verbindungen mit einer hohen, mittleren und

geringen Kreuzreaktivitit reprisentieren. Die Quantifizierung von mehreren SUs neben-
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einander ist nicht moglich, da die Affinitit des pAk-R03 gegeniiber einzelnen Verbindugen
variiert und der relative Gehalt einzelner Komponenten in Realproben unbekannt ist.

2.1.2  Kalibrierung

Die Kalibrierkurven des direkten ELISA fiir Chlorimuron-ethyl, Primisulfuron-methyl und
Metsulfuron-methyl wurden durch Vermessen der Standards in bidestilliertem Wasser im
Konzentrationsbereich von 0 bis 100 ug/L ermittelt und sind in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Kalibrierkurven der drei ausgewihlten Sulfonylharnstoffe Chlor-
imuron-ethyl, Primisulfuron-methyl und Metsulfuron-methyl in
bidestilliertem Wasser (n =3, 1s). Auf unabhingigen MTPs erstellt.
Darstellung: Median, Spannweite. Bedingungen: vgl. Tabelle 12.

Zur Generierung von Kalibrier- und Messwerten fiir den Analyten Chlorimuron-ethyl,
wurde die Standardprozedur leicht variiert. Aufgrund seiner hohen Affinitit zum Antikor-
per war es notwendig, Tracer und Analyt vor der Aufgabe auf die MTP zu mischen, um
Zeiteffekte auszuschliefen.

2.1.3 Matrixeffekte

Zur Priifung von Matrixeffekten wurden mittels gespikter Realproben erzeugte Kalibrier-
kurven mit der Kalibrierung in bidestilliertem Wasser verglichen. Wie in Abbildung 51
dargestellt, wurde in den eingesetzten Oberflaichenwissern ein geringer Effekt festgestellt,
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dessen Ursache hauptsichlich in der Auftragungsreihenfolge der einzelnen Kalibrierungen
auf die MTP begriindet liegt, wie eine matrixfreie Vergleichsmessung zeigte.
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Abbildung 47: Matrixeffekte im direkten ELISA bei Oberflichenwissern mit einem
geringen DOC-Anteil. Darstellung: Median, Spannweite. Bedingungen:
vgl. Tabelle 12.

Bei den Realproben aus dem oberbayerischen Raum, die einen geringen DOC-Gehalt
aufwiesen, war somit keine weitere Verdiinnung der Proben notwendig, was eine hohe
Sensitivitit des Testes nach sich zog (vgl. auch III 2.4). Bei den unter III 2.2 beschriebenen
Realproben (Oberflaichenwisser und Kldranlagenablauf) aus dem Raum Unterfranken war
jedoch eine Verdiinnung 1:15 bis 1:30 notwendig, was die Sensitivitit um den ent-
sprechenden Faktor herabsetzte. Die Matrixeinfliisse sind hauptsdchlich auf den Humin-
sdureeffekt zuriickzufiihren, wie durch Kontrollexperimente mit verschiedenen Humin-

sdurekonzentrationen gezeigt werden konnte (vgl. III 1.4.1.5).

2.14 Korrelation zwischen ELISA und HPLC

Zur Kontrolle der ELISA-Ergebnisse wurden die gespikten Wasserproben parallel mittels
HPLC nach RP-Anreicherung (Oasis® HLB) vermessen und die Korrelation der jeweiligen
Resultate ermittelt. Dabei ergaben sich die Korrelationskoeffizienten r* = 0.983 fiir Chlor-
imuron-ethyl, r* = 0.948 fiir Metsulfuron-methyl und r* = 0.982 fiir Primisulfuron-methyl

(jeweils n = 21), welche eine sehr gute Ubereinstimmung der Ergebnisse beider Methoden
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widerspiegeln. Die Ergebnisse fiir Metsulfuron-methyl, welche die grofite Variation

zeigten, sind im Folgenden exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 48: Vergleich der SU-Bestimmung von ELISA und HPLC in Leitungs-
und Oberflichenwasser fiir dem Modellanalyten Metsulfuron-
methyl (n = 21). Korrelationskoeffizient r* = 0.948.

2.2 Realprobenscreening von Oberflichenwissern und
Klaranlagenabliufen iiber einen Zeitraum von 6 Wochen

2.2.1 Wasserproben

Im Rahmen einer sechswdchigen Messkampagne in Zusammenarbeit mit dem Bayerischen
Landesamt fiir Wasserwirtschaft wurden Mischproben aus 2 Oberflichenwéssern und
4 Klédranlagenabldaufen aus dem Raum Unterfranken halbwdchentlich bzw. wochentlich
mittels direktem SU-ELISA auf die Pridsenz von SUs gescreent. Die Probeentnahme wurde
im Zeitraum vom 20. April bis 28. Mai 2004 durchgefiihrt, einem Zeitraum, in dem der
Herbizideinsatz in der Landwirtschaft in dieser Region iiblicherweise stattfindet, so dass
ein moglicher Ubertrag von Pestiziden in Gewisser hier am wahrscheinlichsten ist. Die
Proben wurden im Raum Unterfranken aus den Fliissen Main und Schwarzach, sowie aus
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den Ablédufen, bzw. in einem Fall auch aus dem Zulauf, von 5 verschiedenen Kliranlagen
der Region entnommen. Die Gegebenheiten an den einzelnen Kliranlagen-Standorten sind
in Tabelle 19 zusammengefasst. Es wurden jeweils Halbwochen- bzw. Wochenmisch-
proben gezogen und untersucht.

Tabelle 19: Beprobte Kldranlagen und ihre Gegebenheiten.

Klédranlage Grolie Umgebung Mischproben
[Einwohnerzahl]
A 18 000 viel Landwirtschaft Zulauf, Ablauf
B 95 000 stiadtisch / Landwirtschaft Ablauf
C 15000 Landwirtschaft Ablauf
D 6 000 viel Landwirtschaft Ablauf
E 10 000 viel Landwirtschaft Ablauf

Die Daten tiber Niederschldge wiahrend der Messkampagne wurden von der Wetterstation
Wiirzburg zur Verfligung gestellt. Insgesamt war das Wetter wihrend des Probenahme-
zeitraums relativ trocken. So fiel in der 1., 4. und 6. Messwoche kein Regen; in der 2. und
5. Messwoche wurden insgesamt nur 2.6 mm bzw. 0.8 mm Niederschlag gemessen.
Lediglich in der 3. Woche der Probenahmen wurden Niederschlagsmengen von insgesamt
47.3 mm gemessen, wobei mehr als die Hélfte davon am 7. Mai fiel. Aufgrund dieser
Wettersituation war eine Auswaschung von SUs aus Bdden eher unwahrscheinlich. Der
Zeitraum der schwerpunktméfBigen Pestizidanwendung in der Region lag fiir den Getreide-
anbau in den ersten beiden, fiir den Maisanbau in den letzten beiden Messwochen.

2.2.2  Ergebnisse des Realprobenscreenings

Bei keiner der 56 untersuchten Proben konnten mittels direktem ELISA Sulfonylharnstoffe
nachgewiesen werden. Dies mag einerseits daran liegen, dass die Herbizidbehandlung
aufgrund der giinstigen Witterung in der Entnahmeregion zum Teil bereits vor der Mess-
kampagne stattgefunden hat. Andererseits gab es in diesem Zeitraum nur wenige Nieder-
schlige, so dass ein Ausspiilen der Herbizide aus dem Boden eher unwahrscheinlich war.
AuBerdem muss bedacht werden, dass durch das Probenahmeverfahren auch eine Verdiin-
nung stattfand, indem Mischproben mehrerer Tage oder einer Woche zusammengefasst

wurden.

Bei den Untersuchungen wurde zudem festgestellt, dass das Testsystem gegeniiber Matrix-
effekten deutlich empfindlicher ist, als aufgrund der bisherigen Ergebnisse von gespikten
Proben aus dem Raum Oberbayern angenommen werden konnte. Daher wurde der DOC-
Gehalt der Proben der jeweiligen Entnahmestellen bestimmt und festgestellt, dass die
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Werte des gelosten Kohlenstoffanteils in den gegebenen Proben entschieden hoher waren
(vgl. Tabelle 20). Durch Optimierungsversuche konnte ermittelt werden, dass bei den
Oberflachenwissern eine Verdiinnung von 1:15 und bei den Klédranlagenablauf- bzw.
-zulaufproben eine Verdiinnung von 1:30 notwendig ist, um signalinhibierende Matrix-
effekte zu beseitigen. Dadurch erhohte sich die Spanne der Nachweisgrenze des Testes fiir
die 16 detektierbaren SUs von 8 bis 100 ng/L auf 0.12 bis 1.50 pg/L (1:15), respektive
0.24 bis 3.0 ug/L (1:30). Folglich konnte eine Einhaltung des Pestizidgrenzwertes laut
Trinkwasserverordnung von 100 ng/L nicht mehr tiberpriift werden. Da dieser auf Ober-
flichenwiésser ohnehin nicht anzuwenden ist, sind die vorliegenden Messergebnisse
dennoch von praktischer Relevanz.

Tabelle 20: Charakterisierung der Proben: Sensorik, pH-Wert, DOC-Gehalt.
Wasserprobe Aussehen Geruch pH-Wert DOC [mg/L]
Schwarzach farblos bis griinlich geruchlos 8.2 4.40
mit Schwebstoffen
Main farblos bis griinlich geruchlos 8.4 5.00
mit Schwebstoffen
Klédranlage A: Zulauf  bréaunlich, stark triib Fékalgeruch - 45.80
Klaranlage A: Ablauf  griinlich, triib schwach modrig 8.1 8.00
Kléaranlage B: Ablauf  griinlich, triib schwach modrig 8.0 10.72
Kléranlage C: Ablauf  griinlich, triib schwach modrig 8.3 10.80
Kléranlage D: Ablauf griinlich, triib schwach modrig 8.0 7.68
Kléranlage E: Ablauf  griinlich, triib schwach modrig 7.9 8.72

Zur Absicherung der ELISA-Ergebnisse wurden weiterhin 20 der 56 Proben mittels
Immunadsorber (unter Verwendung des pAk-R03) angereichert und iiber HPLC-UV
detektiert. Dabei konnte ebenfalls kein SU-Herbizid nachgewiesen werden. Die Nachweis-
grenzen (3-faches Grundrauschen) lagen hier in Abhingigkeit von der UV-Absorption der
SUs zwischen 16 und 56 ng. Es wurden jeweils 250 mL Wasserprobe angereichert, die
Adsorber mit 2 mL 40% ACN eluiert und davon 1 mL in die HPLC injiziert.

Dieses Ergebnis wurde fiir alle 56 Proben mittels Diskanreicherung und LC-MS abge-
sichert (vgl. III 2.3.2). Hierflir wurden die Proben durch eine Extraktion mittels Polyvinyl-
benzol-Disk im Sauren angereichert und die Extrakte im Negativ-Modus mittels MS
vermessen. Auch hier konnten, bei Nachweisgrenzen von etwa 10 bis 100 ng/L SU in der

Ausgangsprobe, keine SUs nachgewiesen werden.
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2.3 Referenzanalytik

2.3.1 RP-SPE/HPLC-UV
2.3.1.1 Stabilitat von SU-Standards

Aufgrund der leichten Hydrolysierbarkeit von SUs ist die Dauer der Stabilitit von Stan-
dardlésungen fiir die Reproduzierbarkeit der SU-Analytik von Bedeutung. Daher wurde
das Hydrolyseverhalten von 13 ausgewédhlten SUs in einem LoOsungsmittelgemisch aus
hochreinem ACN (HPLC-grade) und bidest. Wasser (50:50, v/v) ermittelt, welches zur

Losung der Standardsubstanzen diente.
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Abbildung 49: Hydrolyse von 13 ausgewihlten SU-Standards bei Lagerung im
Kiihlschrank bei 4°C (n = 3). Anfangskonzentration als 100% definiert.
Standardabweichungen (1s) zwischen 2 und 14% (aus Griinden der
Ubersicht nicht dargestellt).

Hierbei zeigte sich, dass die Mehrzahl der Substanzen iiber einen Zeitraum von einem
Monat bei Lagerung im Kiihlschrank (4°C) weitgehend stabil bleibt, jedoch insbesondere
Amidosulfuron und Sulfometuron-methyl in dieser Zeitspanne bereits zu 32% bzw. 20%
abgebaut werden. Da sich der Hydrolyseprozess darauthin kontinuierlich fortsetzt, sollten
die Standardldsungen mindestens monatlich neu hergestellt werden. Aullerdem wurden
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parallel zu den durchgefiihrten Versuchen stets externe Standardmessungen durchgefiihrt,
um die Konzentrationen zu iiberpriifen und eventuellen Abbau einzelner Substanzen
beriicksichtigen zu konnen.

Weiterhin wurde die Stabilitdt der 13 vorausgehend beschriebenen SUs beim Einengen aus
60% ACN (v/v) bzw. 100% ACN im Stickstoff-Strom untersucht, da das Einengen des
Immunadsorber-Eluats als moglicher Probenvorbereitungsschritt zur Aufkonzentrierung
der Analyten gepriift werden sollte. Dabei stellte sich heraus, dass die Wiederfindungen
beim Einengen der wissrigen ACN-Ldsung bei fast allen Verbindungen bereits mindestens
20 bis 30% Verlust nach sich zogen, wéahrend die Wiederfindungen beim Einengen des
reinen Losungsmittels lediglich bei Amidosulfuron und Sulfometuron-methyl zu héheren
Abbauraten von tliber 20% fiihrten. Da das Einengen einer wasserhaltigen Losung zudem
sehr zeitaufwindig ist, ist stattdessen ein weiterer Aufkonzentrierungsschritt mittels RP-
SPE im Analysenverlauf vorteilhafter.

2.3.1.2 Solid-Phase-Anreicherung von SUs

Die Anreicherung der polaren SU-Verbindungen mittels verschiedener Solid-Phase-
Extraktionsmaterialien wurde gepriift, um einerseits alternative Anreicherungsmethoden
vergleichen zu konnen und andererseits eine Referenzmethode zur Antikérperbindung zu
etablieren. Getestet wurden zwei verschiedenen RP-Materialien auf Silica- bzw. Polymer-
basis (LiChrolut® RP-18, Oasis® HLB) und zwei Mixed-Mode-Phasen (Oasis® MAX,
StrataX™), die eine Mischphase aus RP-Material und Anionenaustauscher auf Polymer-
basis darstellen, sowie ein Material aus graphitisiertem Kohlenstoff (Envi-Carb®). In der
Literatur finden sich Studien zur Anwendbarkeit verschiedener SPE-Sorbentien fiir zahl-
reiche Analyten [396-398], dennoch ist im Einzelfall ein Materialtest unumgénglich. Die
Wiederfindungen, die mit den fiinf Materialien fiir bis zu 26 verschiedene SUs erzielt
werden konnten, sind in Tabelle 21 zusammengefasst.

Fiir die Wiederfindungsversuche wurden zunéchst die Beladungsbedingungen hinsichtlich
des Proben-pH-Wertes optimiert. Dabei erwies sich ein Ansduern der Probe auf pH 3 bis 4
fir das RP18-Material (LiChrolut®) und den graphitisierten Kohlenstoff (Envi-Carb®) als
zwingend notwendig, da hier die meisten Sulfonylharnstoffe nur nach vollstindiger Proto-
nierung vollstindig retentiert werden konnten. Von den beiden Mixed-Mode-Phasen zeigte
das Oasis® MAX-Material deutlich bessere Wiederfindungen nach Ansiuern der Probe,
wéhrend der Unterschied in den Wiederfindungen bei der StrataX™-Phase weniger stark
vom pH-Wert abhidngig war. Hier flihrte das Anséuern der Probe nur zu einer geringfiigi-
gen Verbesserung der Wiederfindungsraten. Fiir die Anionenaustauscher-RP-Mixed-
Mode-Phase Oasis® MAX wird vom Hersteller ein Proben-pH-Wert von mindestens 2 pH-
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Einheiten iiber dem pKs-Wert der zu untersuchenden Substanz empfohlen. Auch bei dem

Copolymer Oasis® HLB zeigten angesiuerte Proben bessere SU-Wiederfindungen.

Tabelle 21: Wiederfindungen von 26 SUs mit 5 verschiedenen kommerziell er-
hiltlichen SPE-Materialien (n =3). Beladung der TAC-Séule mit je-
weils 13 SUs von je 50 bzw. 100 ng in 10 mL bidest. H,O bei
optimierten Bedingungen beziiglich Proben-pH-Wert und Elutions-
bedingungen. Flussrate: 3-5 mL/min.

Wiederfindung [%] + Standardabweichung [%]

Sulfonylharnstoff LiChrolut Oasis HLB Oasis MAX  StrataX  Envi-Carb

Amidosulfuron o - - 93.9+15.2 -

Bensulfuron-me 101.8 £ 10.7 - 879+ 0.5 89.6x 92 717t 34

Chlorimuron-et 89.8+ 86 99.1+ 44 795+ 3.1 632%+123 320+ 54

Chlorsulfuron 913+£169 1066+ 0.5 802+ 09 87.7£17.6 8l2+ 64

Cinosulfuron 1314+ 7.6 127.7+ 0.5 995+ 24 1041+ 7.1 91.6+ 45

Cyclosulfamuron 973+ 6.7 106.1+ 1.8 94.0+ 25 247+ 2.6 70.6% 5.3

Etoxysulfuron 849+ 0.5 1019+ 59 878+ 43 921+ 9.8 109.0+ 5.5

Flucarbazon 555+125 121.6+18.1 84.0%+ 6.1 93.7+ 64 118.6+12.9

Flupyrsulf.-me-Na = 146.5+53.4 138.0+35.0 1549+124 1039+ 55 119.0+ 74

Imazosulfuron 9.2+52.8 - 894+ 47 815+ 39 495+ 47

Iodosulfuron-me 1304 +£12.2 117.5+£199 - 785+ 53 351+ 5.0

Metsulfuron-me 106.5+28.5 122.1+ 6.6 84.6+ 58 1099+ 85 752+ 45

Nicosulfuron 49.8+12.0 103.0+109 88.1+t 19 102.7+18.4 100.1+ 6.0

Oxasulfuron 80.2+ 9.5 958+ 4.5 - 944+ 25 235+ 5.8

Primisulfuron-me 84.1+ 9.1 96.1t 64 649+ 57 77.1x186 405% 7.7

Propoxycarbazon 111.7+12.7 268+379 949+ 15 1089+ 52 702+ 54

Prosulfuron 85.7+21.2 1072+ 42 776+ 25 823+11.8 593+ 5.1

Pyrazosulfuron-et 752+37.0 117.8+ 4.1 874+ 7.5 100.1+ 74 489+223

Rimsulfuron 80.7+22.6 87.5+21.7 113+ 99 4091602 52.1+t144

Sulfometuron-me 80.9+13.7 1052+t 0.5 867+ 0.9 99.1+x13.7 927+ 4.2

Sulfosulfuron 1347+ 4.6 1032+ 45 101.2+ 9.2 91.8+= 7.4 1004+ 43

Triasulfuron 70.0£32.7 998+ 4.0 89.0%+ 1.7 1049+x133 965+ 52

Thifensulfuron-me  81.5+42.0 90.0+ 22 799+ 2.0 948+13.6 835+ 7.1

Triflusulfuron-me 874+10.1 940+ 16 776+ 1.8 80.0+179 5.0x 5.1

Tribenuron-me 126.5+82.7 - - 943+464 192+ 5.7

* Querstrich bedeutet, dass hier keine Bestimmung erfolgt ist.
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Hinsichtlich der Elutionsbedingungen wurden Versuche mit MeOH, ACN, einem
Aceton/Dichlormethan-Gemisch (3:2, v/v) sowie einem Dichlormethan/Methanol-Gemisch
(8:2, v/v) durchgefiihrt, sowie das Elutionsvolumen variiert, um die optimierten Bedingun-
gen zu ermitteln. Fiir die Elution von den RP-Materialien sowie fiir die StrataX™-Phase
konnten wahlweise MeOH oder ACN eingesetzt werden. Fiir die Phase aus graphitisiertem
Kohlenstoff war ein Dichlormethan/Methanol-Gemisch (8:2, v/v) notwendig, da unter
weniger drastischen Bedingungen keine Elution der SUs erfolgte. Fiir die Anionenaus-
tauscher-RP-Mixed-Mode-Phase Oasis® MAX wurde mit 5%iger Ameisensiure (v/v) in
MeOH eluiert.
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Abbildung 50: Matrixeffekte bei der Anreicherung von verschiedenen Probenvolu-
mina Flusswasser. Isarwasser wurde mit 100, 200 und 500 ng/L Chlor-
imuron-ethyl (CIE) gespikt. Probenaliquote von 500, 250 bzw. 100 mL
wurden entsprechend der Ausgangskonzentration mit Oasis® HLB ange-
reichert. HPLC-UV/DAD: A: Wasser + 3 mM TFA, B: ACN + 3 mM
TFA, isokratisch A/B 1:1 (v/v); RP-18-Prontosil, 3 um; Injektionsvolu-
men 500 pL; ¢(SU) = 50 ng/mL; R; (CIE) = 13.8 min.

Mit Ausnahme der Envi-Carb®-Kartuschen konnten alle SPE-Materialien ohne Auswir-
kung auf das Ergebnis mehrfach wiederverwendet werden. Jedoch zeigten {ibereinstim-
mend alle Phasen im Chromatogramm einen bzw. zwei Storpeaks bei einer Retentionszeit
von ca. 27 bzw. 29 Minuten unter den gewdhlten HPLC-Bedingungen. Bei Realwasser-
proben wurden bei der UV-Detektion zudem Matrixeffekte sichtbar, da die Phasen neben
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den polaren Analyten auch polare Matrixbestandteile binden, welche im Chromatogramm
storen bzw. ein erhohtes Basissignal verursachen konnen. Folglich ist die unspezifische
Anreicherung mittels der genannten Methoden oft nur in Kombination mit anderen Aufrei-
nigungschritten, wie beispielsweise der Immunextraktion oder einer selektiven Detektion
wie der Massenspektrometrie anwendbar. Die Eignung der einzelnen Materialien ist letzt-
lich von der zur bestimmenden Verbindung abhingig, wobei die Oasis® HLB-Kartuschen,
insgesamt gesehen, die besten Wiederfindungsresultate lieferten. Allerdings sind sie
hinsichtlich des Matrixausschlusses bei Realproben gegeniiber LiChrolut® RP-18 im Nach-
teil (vgl. Abbildung 68).

Beim Einsatz der Oasis® HLB-Anreicherung-HLPC-UV-Detektion als Referenzanalytik
fiir den direkten ELISA fiir die drei Modellanalyten Chlorimuron-ethyl, Metsulfuron-
methyl und Primisulfuron-methyl, wurde eine durchschnittliche Wiederfindung von 103%
erzielt, allerdings bewegte sie sich in einem Bereich zwischen 80 und 120%.

2.3.1.3 LC-Bedingungen

Fiir die Off-line-HPLC-Messungen von angereicherten Proben wurde eine High-Volume
Probeninjektion unter Verwendung einer 500-pL-Probenschleife durchgefiihrt, um eine
ausreichende Empfindlichkeit zu erreichen. Die mobile Phase wird mit Phosphorséure oder
Trifluoressigsdure (TFA) versetzt, damit die SUs in ihrer protonierten Form vorliegen und
entsprechend besser mit dem RP18-Material der analytischen Séule wechselwirken
konnen. Wegen des relativ groBen Injektionsvolumens ist es notwendig, die Proben auf die
HPLC-FlieBmittelbedingungen (Losungsmittelanteil, Sdurekonzentration) einzustellen, um
weitere Peakverbreiterungen zu vermeiden. Zur Trennung 13 verschiedener SUs in einem
HPLC-Lauf ist ein Gradientenprogramm notwendig. Es wurde mit zwei unterschiedlichen
Gradientensystemen in Abhingigkeit vom Elutionsmittel gearbeitet.

Von den zwei getesteten analytischen Saulen mit RP18-Material, lieferte die HPLC-Saule
(250 x 4.6 mm) Prontosil 120-3-C;5-AQ, 3 um (Bischoff) gegeniiber der HPLC-Saule
LiChroCART® (250 x 4 mm) LiChrospher® 100, RP-18e, 5 um (Merck) die besseren
Ergebnisse. Die erhohte Trennleistung ist in erster Linie durch die kleinere Partikelgrof3e
begriindet, die zu hoheren Bodenzahlen fiihrt. Eine gewisse Silanolaktivitit an der
Phasenoberfliache kann zur Trennung polarer Verbindungen vorteilhaft sein, auch wenn es
sonst meist unerwiinscht ist. Bei der RP-18e-Phase sind die Silanolgruppen jedoch durch
Endcapping deaktiviert, was sich hier moglicherweise zusétzlich negativ auswirkt.

2.3.1.4 Detektion mittels UV-Absorptionsmessung

Fiir die UV-Detektion wurde die Wellenldnge 227 nm gewéhlt, weil hier das Absorptions-
maximum der meisten Sulfonylharnstoffe liegt. Mittels Diodenarray-Detektion konnte die
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Peakzuordnung und -reinheit iiber eine eigens erstellte Spektrendatenbank der SU-
Spektren iiberpriift werden. Ausgewihlte Spektren der drei Beispiel-SUs sind in Abbildung
51 dargestellt.
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Abbildung 51: UV-Absorptionsspektren der Modellanalyten Chlorimuron-ethyl,
Metsulfuron-methyl und Primisulfuron-methyl.

2.3.2  Anreicherungsdisk/LC-MS

Durch die freundliche Unterstiitzung von Frau Dr. Lackhoff (Bayerisches Landesamt fiir
Wasserwirtschaft, Miinchen) und Herrn Dr. Letzel (Lehrstuhl fiir Chemie der Biopolymere,
TU Miinchen), konnten die mittels ELISA vermessenen Proben aus Kapitel III 2.2 zusétz-
lich fiir das Screening auf SUs iiber eine Diskanreicherungssystem angereichert und mittel
LC-MS vermessen werden. Fiir die Anreicherung der SUs im Sauren (pH = 4) wurde mit
einem Horizon-SPE-DEX-System und Baker Bond Speedisk Extraction Disks auf
Divinylbenzolbasis gearbeitet. Eluiert wurde mit Methanol. Der Anreicherungsfaktor
betrug 1000. Die anschlieBenden Messungen wurden mit einem Agilent pLC-MSD/SL
1100-System (Single-Quadrupol-Gerét) durchgefiihrt. Nach der Trennung an einer Zorbax
SB-Phenyl Spezial-Saule (1 x 250 mm; 5 um Partikel, Agilent) wurden die SUs mittels
Elektrospray-lonisation eingebracht und im negativen Modus vermessen. Dabei ergaben
sich fiir die 30 eingesetzten SUs Retentionszeiten zwischen 2.7 min (z.B. Azimsulfuron)

und 39.8 min (Cyclosulfamuron). Die Standards und Proben wurden jeweils im Scan- und
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im SIM-Modus vermessen. Alle Proben wurden auf die Anwesenheit der Molekiilionen
[M-H] aller 30 in dieser Arbeit behandelten SUs gescreent (vgl. Tabelle 4). Da keine
Probe positiv getestet wurde, wurden keine Kalibrierungen erstellt. Die Nachweisgrenze
der Methode in Abhéngigkeit von der Intensitit der erzielten Massen-Counts fiir einzelne
Verbindungen, lag bei etwa 10 bis 100 ng/L SU in der Ausgangsprobe. Damit konnten
durch eine weitere Methodik die negativen Testergebnisse von ELISA und IAC-HPLC-
UV/DAD abgesichert werden.

24 Teststabilitit und Anwendung

Das direkte ELISA-System erwies sich als stabiles System, bei dem die relative Standard-
abweichung der gemessenen Absorptionen von drei Bestimmungen jeder Standardkonzen-
tration i.d.R. unter 5% lag. Der bereits erwihnte Zeiteffekt fiir Analyten hoher Kreuzreakti-
vitdt konnte durch das Mischen von Tracer und Analytlosung vor der Aufgabe auf die
MTP behoben werden. Die ermittelten Testmittelpunkte fiir die Modellanalyten waren 0.21
+ 0.04 pg/L fiir Chlorimuron-ethyl, 0.44 + 0.11 pg/L fiir Metsulfuron-methyl und 0.80 +
0.14 pg/L fiir Primisulfuron-methyl, wobei die Inter-Assay-Variation bei 19%, 25% bzw.
18% (n=18) lag. Der Arbeitsbereich, der als linearer Kurvenabschnitt im Bereich
zwischen 20% und 80% der Inhibition festgelegt wurde, reichte von 0.08 bis 6 pg/L fiir
Chlorimuron-ethyl, 0.08 bis 4 pg/L fiir Metsulfuron-methyl und 0.08 bis 6 pg/L fiir Primi-
sulfuron-methyl. Die Nachweisgrenzen fiir die detektierbaren SUs wurden mittels der
dreifachen Standardabweichung vom Nullwert berechnet und sind in Tabelle 22 zusam-
mengefasst. Es konnten 16 SUs bei einer Konzentration, die den Grenzwert laut TrinkwV
von 100 ng/L erreicht oder sogar darunter liegt, detektiert werden. Die Bestimmungsgrenze
wurde aus der sechsfachen Standardabweichung des Nullwertes berechnet.

Die Reproduzierbarkeit der ELISA-Bestimmung war mit Variationskoeffizienten unter
20% fiir mehr als 90% der Messungen (n=4) akzeptabel. Die hdchste Standardab-
weichung, die fiir einen 100 ng/L SU enthaltende Probe ermittelt wurde, lag bei 27%.
Auch die guten Korrelationswerte zwischen den ELISA- und HPLC-Ergebnissen der drei
Testsubstanzen von r* = 0.948 (n=21) und hdher zeigten, dass der Test in der Praxis gut
anwendbar ist. Allerdings muss einschrinkend erwdhnt werden, dass die aufgefiihrten
Nachweisgrenzen lediglich fiir unverdiinnte Proben gelten und Wasserproben mit hoheren
DOC-Gehalten verdiinnt werden miissen. So war bei den in Kapitel III 2.2 beschriebenen
Realproben eine Verdiinnung von 1:15 bzw. 1:30 notwendig, was dazu fiihrt, dass sich die
Nachweisgrenzen auf Werte zwischen 0.12 und 1.50 pg/L bzw. 0.24 und 3.00 pg/L erho-
hen. Der Trinkwasser-Grenzwert von 100 ng/L kann folglich auch fiir Mesosulfuron-
methyl, den Analyten mit der hochsten Nachweisstirke, nicht mehr eingehalten werden.
Das heifit, dass der Test bei Wasserproben mit hoherem DOC-Gehalt auf Anwendungen
beschrankt bleibt, die nicht die urspriinglich mogliche, hohe Sensitivitdt erfordern. Da fiir
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Oberflichenwasser bzw. Klédranlagenablauf/-zulauf kein Grenzwert festgesetzt ist und
mogliche Belastungen an SUs auch in dem nach Probenverdiinnung detektierbaren Bereich
von Interesse war, konnte der Screeningtest dennoch sinnvoll eingesetzt werden. Zwar
wurden letztlich keine positiven Testergebnisse erhalten, was im Hinblick auf die Umwelt-
belastung durch SUs jedoch sehr positiv zu bewerten ist. Dass eine Anwendung ohne
Sensitivitdtsverluste durch Probenverdiinnung durchaus mdglich ist, zeigen zudem die
Spiking-Versuche mit Oberflaichenwiéssern aus dem oberbayerischen Raum. Auflerdem ist
die Anwendung auf Wasser mit Trinkwasserqualitit, wie z.B. Leitungswasser ohne
Einschrankung mdoglich, weil hier ohnehin keine hohen DOC-Werte vorliegen.

Tabelle 22: Detektierbare SUs mit Nachweisgrenzen von 0.1 pg/L und darunter.
(A) Bei unverdiinntem Einsatz der Probe (Oberfichenwasser, Um-
land Miinchen). Erhohung der Nachweisgrenzen durch: (B) Not-
wendige Verdiinnungen von 1:15 bei Flusswasserproben aus Unter-
franken. (C) Notwendige Verdiinnung von 1:30 bei Kliranlagenab-
lauf- bzw. Kliranlagenzulaufproben.

(A) (A) (B) ©
Sulfonylharnstoff LOD [pg/L] LOQ [pg/L] LOD [pg/L] LOD [pg/L]
Mesosulfuron-methyl 0.008 0.01 0.12 0.24
Chlorimuron-ethyl 0.04 0.06 0.6 1.2
Imazosulfuron 0.04 0.05 0.6 1.2
Cyclosulfamuron 0.04 0.05 0.6 1.2
Pyrazosulfuron-ethyl 0.06 0.07 0.9 1.8
Chlorsulfuron 0.04 0.06 0.6 1.2
Sulfosulfuron 0.06 0.07 0.9 1.8
Metsulfuron-methyl 0.07 0.08 1.05 2.1
Halosulfuron-methyl 0.07 0.09 1.05 2.1
Primisulfuron-methyl 0.07 0.08 1.05 2.1
Etametsulfuron-methyl 0.07 0.09 1.05 2.1
Triasulfuron 0.1 0.11 1.5 3.0
Iodosulfuron-methyl 0.1 0.12 1.5 3.0
Flazasulfuron 0.1 0.12 1.5 3.0
Prosulfuron 0.1 0.11 1.5 3.0
Thifensulfuron-methyl 0.1 0.12 1.5 3.0

LOD = Limit of detection (Nachweisgrenze)
LOQ = Limit of quantification (Bestimmungsgrenze)
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3 Immunoaffinititsanreicherung von
Sulfonylharnstoffen

Die IAC stellt eine Form der Affinitdtschromatographie dar, bei der die reversiblen Wech-
selwirkungen zwischen Antigen (Hapten bzw. Analyt) und Antikérper genutzt werden, um
selektiv Zielanalyten anzureichern. Zunichst von der medizinischen Analytik ausgehend,
findet die IAC mittlerweile auch zunehmend in der Umwelt- und Lebensmittelanalytik
Anwendung. Sie verbindet immunologische und traditionelle analytische Verfahren, indem
die hohe Selektivitit des Antikorpers mit der analytischen Genauigkeit konventioneller
chromatographischer Methoden, wie der HPLC mit geeigneter Detektion, verkniipft wird.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine IAC-Kartusche zu entwickeln, die zur Oft-
und On-line-Anreicherung von SUs fiir die HPLC-UV/DAD und LC-MS/MS verwendet
werden kann.

3.1 Antikorper-Aufreinigung

Vor der Immobilisierung wurden die polyklonalen Antiseren mittels Affinitétschro-
matographie an Protein A-Sepharose-Sdulen aufgereinigt. Protein A wird aus Staphylo-
coccus aureus gewonnen und bindet Antikorper reversibel liber ihre F.-Domédne. Der
Proteingehalt der erhaltenen Elutionsfraktionen wurde mittels Micro-BCA-Assay und einer
Kalibrierung mit BSA als Referenzprotein ermittelt, um die Einsatzmenge an Antikdrper in
den Immunadsorbern festlegen zu kdnnen. Dabei wurden durchschnittliche IgG-Mengen
von 4.03 + 0.60 mg pro mL Serum (n = 12, 1 s) erhalten. Es wurden i.d.R. IAC-Séulen mit
einem IgG-Gehalt von 2 mg hergestellt. Allgemein geht man davon aus, das maximal 10
bis 20% der IgG-Fraktion im polyklonalen Serum spezifische Antikorper sind.

3.2 Herstellung und Charakterisierung von SGG-Adsorbern

Fiir die Herstellung der IAC-Siulen werden die spezifischen Antikorper in einer geeigne-
ten Matrix immobilisiert. Der klassische Weg ist die kovalente Bindung des Antikérpers an
Adsorbermaterialien. Das Einkapseln von Biomolekiilen in Gldsern nach dem Sol-Gel-
Verfahren bietet eine neue Moglichkeit zur schonenden Immobilisierung von Antikérpern.
Erfahrungen dazu existieren weltweit bisher nur in wenigen Arbeitsgruppen.

3.2.1 Herstellung von SGG-Monolithen

Die Herstellung des Sol-Gel-Glases erfolgt iiber die saure Hydrolyse von Tetramethoxy-
silan (TMOS). Es bildet sich durch Kondensation und langsam voranschreitende Polykon-
densation ein Kieselsol, das schlieBlich ein dreidimensionales Netzwerk, das Kieselgel,
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ausbildet. Bei der weiteren Kondensation unter Abgabe von Wasser und Methanol, auch
Alterung genannt, findet der Ubergang des Gels zum Xerogel (Glas) statt (Reaktions-
verlauf s. Abbildung 15). Antikorper konnen mit dieser Methode schonend in dem pordsen
Glaskorper immobilisiert werden. Thre Aktivitit bleibt dabei weitgehend erhalten, da ein
sehr geringer Sduregehalt fiir die Initialreaktion ausreicht.

Abbildung 52: Gefirbter SGG-Monolith. Farbstoff: Methylenblau B.

Da der Trocknungsverlauf bzw. der Alterungsprozess einen entscheidenden Einfluss auf
die Gelstruktur nimmt, wurde dieser zundchst optimiert. Der Porengréfle des pordsen
Materials kommt dabei die Schliisselrolle zu. Die Antikorper sollen einerseits so in die
Poren eingeschlossen sein, dass kein Antikorperverlust durch Leaching auftritt, anderer-
seits diirfen die Antikorper sterisch nicht so ,.eingezwéngt* werden, dass eine Wechsel-
wirkung von Analyt und Antikorper nicht mehr moglich ist. Es wurde ein gewisses Opti-
mum beziiglich hoher AntikOrperaktivitit und vernachldssigbarem Proteinleaching der
Sdulen bei einem Trocknungsverlust von ca. 55 £+ 5% fiir SGG-Monolithen festgestellt. Die
Abhingigkeit des Proteinverlustes vom Trocknungsgrad wurde durch Waschen der
monolithischen Siulen mit je 5 mL Wasser und 40% ACN (v/v) in 1-mL-Fraktionen und
der Bestimmung des IgG-Gehaltes mittels Bradford- und BCA-Protein-Assay nachge-
wiesen. Lediglich in den ersten 3 wissrigen sowie in den ersten 3 16sungsmittelhaltigen
Fraktionen wurde Protein nachgewiesen. Es wurden sowohl Versuche mit immobilisiertem
Rinder-IgG als auch mit dem von SIMON hergestellten anti-MSM-Antikorper [389] durch-
gefiihrt. Beide Adsorbertypen lieferten vergleichbare Ergebnisse. Daher wurden sie in
Abbildung 53 zusammengefasst. Parallel wurden Blankadsorber ohne Protein hergestellt,
da die Protein-Assays ein Background-Signal aufgrund anderer Reagenzien (u.a. auch
durch TMOS) lieferten. Dieser ,,Proteinblindwert* betrug 13.8 + 3.8 pug (n = 10) und wurde
von allen Messergebnissen abgezogen. Fiir die relevanten Trocknungsgrade zwischen 50
und 60%, die auch eine hohe Antikorperaktivitdt ergaben, liegt der Proteinverlust durch
Leaching bei etwa 20 pg, was bei 2 mg immobilisiertem I1gG etwa 1% Leaching entspricht.



134

60

50

40 1

30

20 1

Proteinleaching [pg]

10 1

30 40 50 55 60 65 70 80
Trocknungsgrad SGG [%]

Abbildung 53: IgG-Leaching in Abhéngigkeit des Trocknungsgrades des SGG-
Monolithen (n =6, 1s). Immobilisiertes [gG: Rinder-IgG, anti-MSM-
Ak, 2 mg. Proteinbestimmung: Bradford- und BCA-Assay. Kalibrierung
mit BSA. Reagenzienblindwert von 13.8 £+ 3.8 ng Protein (n= 10, 1 s)
wurde abgezogen.

Dabei erwies sich Glycerin als Zusatz bei der Vorhydrolyse als positiv fiir die Adsorber-
kapazitit. Das zu den sog. DCAs (Drying Control Additives) gehdrende Reagenz verzo-
gerte die Trocknung aufgrund seiner geringen Fliichtigkeit und trug damit zu einer Stabi-
lisierung der Porenstruktur bei. Aufgrund seiner hohen Biokompatibilitdt ist es zudem fiir
die Antikorperimmobilisierung hervorragend geeignet. Durch die verzdgerte Alterung wird
das rasche Zusammenfallen der gebildeten Poren (,,pore collapse®) im Sol-Gel verhindert,
was einen positiven Effekt auf das eingekapselte Protein hat. Daneben wird ein Teil des
Glycerins unter Ausbildung von Poly(glyceroxysiloxan)-Gruppen in das Silikatgerist
eingebaut, was als proteinstabilisierend angesehen wird [331].

Fiir die Herstellung von TAC-Sédulen wird das SGG-Immunadsorbermaterial gemahlen,
gesiebt und in Glassdulen gefiillt. Der fertiggestellte Immunadsorber kann sofort im
Anschluss zur Anreicherung herangezogen werden. In der Regel wurde er jedoch zunéchst
auf Protein- bzw. Antikdrperleaching getestet. Bei oben genannten Trocknungsbedingun-
gen wurde sowohl mittels Bradford- und BCA-Assay als auch mittels ELISA und des
Schnelltests ImmunoPure”™ Rabbit (Pierce) kein Antikorperleaching festgestellt.
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Probleme mit Partikelabrieb aus dem gemahlenen SGG-Monolithmaterial machte es insbe-
sondere im Hinblick auf eine spitere Anwendung im On-line-Betrieb notwendig, dass
alternative Wege zur Stabilisierung des Materials gesucht wurden. Daher wurde ein druck-
stabiles, pordses Silikatmaterial so mit SGG beschichtet, dass moglichst viel des SGG-
Materials in dessen schiitzende Poren eindringen konnte und dadurch der mechanische
Abrieb vermieden wurde.

3.2.2  Herstellung von SGG-gecoateten Partikeln

Die druckstabilen, pordsen Silikatpartikel, welche fiir das Sol-Gel-Coating-Verfahren
eingesetzt wurden, stellte die Fa. Grace zur Verfiigung. Im Rahmen der Zulassungsarbeit
fir Lehramtskandidaten von SEBASTIAN EGGER, wurden drei verschiedene Grundmateria-
lien mit einer PartikelgroBe im Bereich von 70-200 um und drei verschiedenen Poren-
durchmessern (15, 150 und 250 nm) gegeniibergestellt, das SGG-Coating-Verfahren opti-
miert und das erhaltene Immunadsorbermaterial charakterisiert [399]. Es wurde festge-
stellt, dass die Partikel mit einem Porendurchmesser von 250 nm am besten fiir die
gewliinschte Anwendung geeignet sind, daher wurde im folgenden stets mit Partikeln dieser
Porengrof3e gearbeitet.

Abbildung 54: Rasterelektronenmikroskopaufnahmen der eingesetzten Silikatpar-
tikel: Partikeldurchmesser: 70 bis 200 um, Porendurchmesser 250 nm.
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Die optimierten Herstellungsbedingungen fiihrten zu einem Verfahren, bei dem die gerei-
nigte Antikorperlosung direkt mit einer bestimmten Menge an bidest. Wasser, Glycerin-
16sung (50%, v/v) und TMOS vermischt und anschlieBend mit den vorgereinigten Silikat-
partikeln inkubiert wurde. AnschlieBend wurde kriftig geschiittelt, um das Sol-Gel gleich-
méBig zu verteilen und der Ansatz in einem verschlossenen Gefdl} fiir 24 Stunden stehen
gelassen. Die Alterung, ohne Fliissigkeitsaustausch mit der Umgebung, soll dazu dienen,
dass das zunichst noch fliissige Sol-Gel durch die Kapillarkréfte in die Poren gesogen
wird, damit nur ein mdglichst geringer Teil des Sol-Gels an der Oberflidche der Partikel
verbleibt. Im Anschluss daran wurde das Sol-Gel an der Luft bis zu einem Trocknungsgrad
von 30 bis 35% getrocknet, einer Waschprozedur unterzogen und in Off- bzw. On-line-
Kartuschen gefiillt. Antikorperleaching konnte nach dieser Prozedur nicht mehr festgestellt

werden.
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Abbildung 55: Trocknungsverlauf bei SGG-Monolithen und SGG-gecoateten Parti-
keln bis zum optimalen Endtrocknungsgrad. Verzégerung des Trock-
nungsstarts um 24 h beim SGG-Coating ist durch verschlossenes Gefal3
bedingt. Trocknungsverlauf stark von Verdunstungsoberfliche (GefaR3-
grofie) abhingig.
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Abbildung 56: Abhiingigkeit der Kapazitit vom Trocknungsgrad bei SGG-gecoate-
ten Partikeln [399]. Immobilisierter Antikorper: pAk-R04, 1.2 mg. Ka-
pazititsbestimmung: Adsorberiiberladung mit 1 ug Metsulfuron-methyl
(MSM). Messung: HPLC-UV/DAD.

Bei den Optimierungsversuchen wurden Rezepturparameter, wie der Wasseranteil, das
molare Wasser/Alkoxysilan-Verhéltnis (R-Wert) und der Einfluss des Glycerinzusatzes
getestet. Das Ergebnis war, dass sich ein R-Wert von mindestens 14 oder hoher positiv auf
die Adsorberkapazitdt auswirkte, ein Glycerinzusatz jedoch keinen erkennbaren Einfluss
auf die Kapazitit zeigte. Offenbar spielt Glycerin durch die in diesem Verfahren ohnehin
verzogerte Alterung nicht mehr die Rolle wie beim direkten Trocknen an der Luft, wie sie
bei der Herstellung der Monolithen durchgefiihrt wurde. Dennoch wurde auch im Coating-
Verfahren weiterhin Glycerin zugesetzt, um Briiche und Risse des Materials bei der
Trocknung zu vermeiden.

Zudem wurde ein Waschverfahren zur Beseitigung von TMOS-Resten an der Material-
oberfliche der Silikatpartikel entwickelt, das gleichzeitig den Antikorper nicht negativ
beeintrachtigt. Bei Adsorbern aus gemahlenem Monolithmaterial traten enorme Probleme
durch Partikelverschmutzungen auf den HPLC-In-line-Filtern auf, die nicht von direkter
Partikelverschmutzung der Probe stammen konnten, da alle Proben vor der Injektion iiber
Spritzenfilter der Porung 0.45 um bzw 0.2 pum filtriert wurden. Es musste demnach ange-
nommen werden, dass nicht umgesetzte TMOS-Monomere durch die ACN-Elution aus der
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Séule gewaschen werden, dann in der HPLC durch das saure Eluentensystem hydroly-
sieren und schlieBlich polymerisieren. Mittels REM-Aufnahmen von Filteroberflichen
konnte gezeigt werden, das eine Waschprozedur mit 40% ACN, bidest. Wasser und Puffer-
l6sungen im Ultraschallbad das Auftreten dieser, durch TMOS-Reste verursachten
Partikelverunreinigungen beseitigt.

33 Charakterisierung von SGG-Adsorbern

3.3.1 Siulendimensionierung

Die Sdulendimensionierung der Adsorber fiir Off- bzw. On-line-Anreicherungen hat sich
in den Untersuchungen als nicht relevant fiir die Wiederfindung gezeigt. Fiir die Off-line-
Anreicherung wurden 3-mL-, 5-mL- und 8-mL-Glassdulen mit der gleichen Sorbensmenge
befiillt und Wiederfindungsversuche durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass eine
Verldngerung des Sorbensbettes bei den 3-mL- und 5-mL-Glassdulen keinen Einfluss auf
das Wiederfindungsergebnis hat. Allerdings baut sich durch den geringeren Durchmesser
ein groferer Riickdruck auf, der wiederum zu verstiarktem Materialabrieb flihrt und daher
eher negativ zu bewerten ist. Folglich wurden alle weiteren Off-line-Experimente in 8-mL-
Glassdulen durchgefiihrt. Der Vergleich von On-line-Siulen der Dimension 60 x 4 mm mit
Séulen der Dimension 10 x 10 mm ergab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (vgl.
III 5.1). Die entsprechenden Edelstahlsdulen der Dimensionierung 10 x 10 mm und
20 x 10 mm wurden in der Werkstatt des Instituts fiir Wasserchemie speziell fiir diesen
Zweck angefertigt.

3.3.2 Beladungs- und Elutionsbedingungen

Fiir die Beladung des Immunadsorbers ist die Flussrate von entscheidender Bedeutung, da
zur Ausbildung einer ausreichend starken Bindung zwischen Antikdérpern und Analyten
eine bestimmte Kontaktzeit notwendig ist. Dies ist auf die Kinetik der Antikérper-Analyt-
Wechselwirkung zurlickzufiihren, die relativ langsam ist und im Sol-Gel-Glas durch
behinderte Diffusion zusétzlich verzogert wird. Daher sollte die Beladung des Adsorbers
mit der Analytlosung bei moglichst geringen Flussraten von 1 bis 2 mL/min erfolgen.

Es wurde auBerdem festgestellt, dass die Zugabe von NaCl zur Probenlésung in einer
Konzentration von 100 mmol/L positive Auswirkungen auf die Wiederfindungsraten hat.
Daher wurde bei allen Experimenten generell mit Salzzusatz gearbeitet. Die Erhdhung der
Ionenstérke fiihrt offenbar zu einer Erhohung der Affinitdt des Antikdrpers. Dariiber hinaus
wird in der Literatur von einem verbesserten Diffusionsverhalten von kleinen Molekiilen in
den Poren des Sol-Gel-Glases bei hohen Ionenstdrken berichtet [400]. Mit einer weiteren
Steigerung der Ionenstirke iiber 100 mmol/L hinaus, wurde keine wesentliche Verbesse-
rung der Wiederfindungen erreicht.
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Die Zielsetzung fiir die Elution ist, dass einerseits die gebundenen Analyten vollstindig
eluiert werden, anderseits aber auch die Elutionsbedingungen so schonend gewéhlt werden,
dass der Antikorper vital bleibt und die Immunsdule mehrfach verwendet werden kann.
Gleichzeitig sollte das erhaltene Eluat kompatibel mit der anschlieBenden HPLC-Analytik
sein. Auf der Suche nach geeigneten Elutionsmitteln fiir den relevanten Antikorper pAk-
RO3 wurden ELISA-Screeningtests zur Aktivititspriifung durchgefiihrt. Dafiir wurde der
pAk-RO3 direkt auf der MTP immobilisiert und nach einem Waschschritt mit dem
jeweiligen Elutionsmittel bzw. mit PBS-Puffer als Referenz 30 Minuten inkubiert. Nach
einem erneuten Waschschritt und einer 10-miniitigen Tracerinkubation erfolgte die
Farbentwicklung (vgl. Beschriftung Abbildung 57).

120
100

Q

S 804
g

<

= 60

=

=

2 404

|

3

=

< 904

ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUV

Elutionsmittel

Abbildung 57: Einfluss verschiedener Elutionsmittel auf den Antikorper pAk-R03.
Aktivititspriifung im modifizierten direkten ELISA (n=6, 15).
Elutionsmittel: (A) NaSCN 2.5 M. (B) NaSCN 5 M. (C) MgCl, 2.5 M.
(D) MgCl; 5 M. (E) TFA 3 mM. (F) Essigsidure 0.2M. (G) Ameisen-
siure 0.2 M. (H-J) Glycinpuffer 0.1 M, pH 2, 3, 4. (K-P) Phosphat-
puffer 0.1 M, pH 2, 3, 4, 10, 11, 12. (Q-S) MeOH (v/v) 50%, 60%,
70%. (T-V) ACN (v/v) 30%, 40%, 50%. Auswertung: Absorption Ay
(Elutionspuffer) / maximale Absorption A, (PBS-Puffer, 100%).
Testbedingungen: Coating: pAk-R03 1:10000, 24 h; Inkubation: (1)
Elutions-Puffer im Vergleich mit (2) PBS-Puffer, 200 pL, 30 min;
heterologer Tracer: POD-Hapten 2 (ohne Spacer) 1:2000, Entwicklung:
10 min.
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Die Intensitdt der Absorptionsminderung im ELISA gibt allerdings nur einen Hinweis auf
die Empfindlichkeit des entsprechenden Antikorpers gegeniiber einem Elutionsreagenz.
Weitere Experimente zum Elutionsverhalten, bei denen die Inkubation von Analyt- und
Elutionslosung gleichzeitig erfolgt, konnten weiteren Aufschluss zu optimalen Reagenzien
und Konzentrationsverhéltnissen flir die Elution geben. Derartige Elutionsscreenings mit-
tels ELISA wurden bereits zahlreich publiziert [401-403]. Im direkten Format wurde hier
1.d.R. nach der Analyt- und Elutionsmittelinkubation, die MTP gewaschen und dann der
Tracer aufgegeben. Allerdings sind solche Tests nur dann erfolgreich, wenn die Dissoziati-
onskinetik des Antikdrpers sehr langsam erfolgt [209] und nicht bereits beim Waschschritt
gebundener Analyt vom Antikérper gelost wird. Mit dem gegebenen direkten Sulfuron
Screen-ELISA erwiesen sich die Elutionstests als schwierig, da die Affinitdt von pAk-R03
zum heterologen Tracer viel hoher war als die Affinitidt zu den SU-Analyten und es damit
zu einer Gleichgewichtsverschiebung zugunsten des Tracers kam, was dazu fiihrte, dass
alle Signale erhoht waren, so dass selbst PBS-Puffer ein effizientes ,,Elutionsmittel* vor-
tauschte. Dies entsprach allerdings nicht den Gegebenheiten in der IAC-Saule, wie ent-
sprechende Versuche zum Elutionsvermogen beim Immunadsorber zeigten. Generell muss
beriicksichtigt werden, dass die Konzentrations- und Immobilisierungsverhéltnisse im
ELISA und im SGG-Immunadsorber sehr unterschiedlich sind, und daher die Ergebnisse
durchaus betrachtlich differieren kdnnen.

Bei den FElutionsexperimenten am Immunadsorber selbst, erwies sich ein ACN/bidest.
Wasser-Gemisch als das effizienteste Elutionsmittel, welches zudem HPLC-kompatibel
war. Daher wurden weiterfilhrende Experimente zur Optimierung der notwendigen Menge
und Konzentration dieses Losungsmittelgemisches durchgefiihrt. Allgemein gilt, dass die
im SGG immobilisierten Antikoérper weniger empfindlich gegen org. Losungsmittel sind,
als ohne Immobilisierung. Im vorliegenden Fall wurde der pAk-R03 durch 40% ACN nicht
denaturiert. Wahrend sich die meisten SUs in 2 bis 3 mL ACN (30-40%) vom Absorber
eluieren lieBen (vgl. Abbildung 58), erwies sich die Elutionseftizienz fiir einzelne SUs, wie
Imazosulfuron, Cyclosulfamuron und Iodosulfuron-methyl als relativ gering (vgl.
Abbildung 59). Fiir die ersten beiden Verbindungen lésst sich dies mit ihrer hohen Affinitét
zum AntikOrper erkldren. Zum Losen dieser hoher affinen Bindungen sind offensichtlich
hértere Elutionsbedingungen erforderlich, als bei diesem Versuch gewihlt. Zur voll-
stindigen Elution von Mesosulfuron-methyl, der Verbindung mit der héchsten Bindungs-
affinitdt, waren 80% ACN notwendig. Diese hohe Losungsmittelkonzentration fiihrte
jedoch zur Denaturierung des Antikorpers. Wenn man den Immunadsorber mehrfach ver-
wenden mochte, muss man letztlich Bedingungen finden, die zwar effizient die Analyt-
Antikorper-Bindung 16sen, aber die Proteinstruktur der Bindungstasche des Antikorpers
nicht dauerhaft schiadigen. Daher sind fiir die IAC Antikdrper mittlerer bis niedrigerer
Affinitdt wiinschenswerter als sehr hoch affine. Fiir das Anwendungsspektrum des breit-
bandigen pAk-R03 bedeutet es auBerdem, dass Verbindungen mittlerer Kreuzreaktivitit
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am optimalsten angereichert und vor allem auch wieder eluiert werden kénnen. Bemer-
kenswert ist zudem, dass bei der MS/MS-Detektion einiger Verbindungen in den Eluat-
fraktionen 4 bis 10 (je 1 mL) noch geringe Konzentrationen nachweisbar waren. Bei der
HPLC-UV-Detektion wurde dies aufgrund der geringeren Sensitivitit nicht festgestellt.
Um die Restmengen an SUs zwischen den einzelnen Bestimmungen sicher vom Adsorber
zu eluieren, ist daher eine Konditionierung mit mindesten 5 - 10 mL ACN 30% notwendig.
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Abbildung 58: Elutionseffizienz bei verschiedenen ACN-Konzentrationen (v/v).
Verteilung des Analyten Metsulfuron-me (MSM) auf die Fraktionen A,
B, C (je I mL). Beladung: 100 ng MSM. Messung: HPLC-UV/DAD.

Auch im Hinblick auf eine On-line-Anreicherung ist ein moglichst geringer Anteil an
organischem Losungsmittel im Eluat wiinschenswert, da hohe Losungsmittelanteile einen
weiteren Anreicherungsschritt mittels einer RP-Phase erschweren. Auch fiir die Off-line-
Methode erfordern hohere ACN-Konzentrationen im Eluat einen weiteren Verdiinnungs-
schritt, um die Anfangskonzentration des Zeitprogramms von 32% ACN fiir die HPLC-
Analytik nicht zu iibersteigen. Generell problematisch bei der Immunextraktion ist die
relativ langsame Kinetik der Antikdrper-Analyt-Bindung, die sich bei der Elution dahinge-
hend bemerkbar macht, dass das Elutionsvolumen oft vergleichsweise groB3 ist und in der
Spurenanalytik daher weitere Aufkonzentrierungsschritte nachgeschaltet werden miissen,
um die Sensitivitdt der Methode zu steigern. Dies trifft besonders hiufig bei der Elution
,kleiner Molekiile* mittels saurer Pufferlosungen zu, obwohl diese fiir ,,grole Analyten*
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(Proteine) oft erfolgreich eingesetzt werden. Dahingehende Versuche fiihrten auch bei der
Elution von SUs vom SGG-Adsorber zu keinem Erfolg.
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Abbildung 59: Elutionseffizienz von 10 mL 30% ACN (v/v). Elution in 1-mL-Fraktio-
nen (F1 bis F10). Parallele Bestimmung von 14 SUs: (1) Imazosulfuron.
(2) Chlorsulfuron. (3) Cyclosulfamuron. (4) Pyrazosulfuron-et. (5) Sulfo-
sulfuron-me. (6) Triasulfuron. (7) Iodosulfuron-me. (8) Prosulfuron. (9)
Thifensulfuron-me. (10) Cinosulfuron. (11) Sulfometuron-me. (12) Tri-
flusulfuron-me. (13) Etoxysulfuron. (14) Nicosulfuron. Beladung: jeweils
10 ng SU. Messung: LC-MS/MS.

Die optimierte Durchfiihrung von Beladung und Elution lésst sich wie folgt skizzieren: Vor
der Probenaufgabe wird der in Kochsalzlosung oder Puffer gelagerte Immunadsorber mit
einem ACN/bidest. Wasser-Gemisch (30%, v/v) und reinem bidest. Wasser vorkonditio-
niert. Es folgt die Probenaufgabe mit moderater Geschwindigkeit (1-2 mL/min). Anschlie-
Bend werden mit bidest. Wasser die nicht gebundenen Verbindungen von der Siule gewa-
schen. Die Analyten werden schlielich mit dem Gemisch aus ACN/bidest. Wasser (30%,
v/v) eluiert und erneut konditioniert. Die Regeneration zwischen den einzelnen Beladun-
gen erfolgte mit bidest. Wasser. Bei mehreren aufeinanderfolgenden Beladungszyklen ist
eine Regeneration des Adsorbers in PBS-Puffer bei 4°C positiv fiir dessen Haltbarkeit.
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3.3.3  Unspezifische Bindung

Zur Demonstration der Funktionstiichtigkeit der Sol-Gel-Glas-Immunadsorber war es
zwingend notwendig zu beweisen, dass die Bindung der Analyten an den Adsorber allein
auf der spezifischen Antikorper-Analyt-Wechselwirkung beruht und unspezifische Bin-
dungen von Analyten an das Immobilisierungsmaterial selbst ausgeschlossen werden
konnen. Folglich wurden 4 verschiedene Blank-Adsorber-Typen hergestellt und parallel zu
den anti-SU-Immunadsorbern mit spezifischem Antikorper getestet. Typ I bestand aus
reinem SGG, bei Typ II, 11 und IV waren Rinder-IgG bzw. polyklonale anti-BTX (Benzol-
Toluol-Xylol) [404] und anti-Diclofenac-Antikdrper [405] einpolymerisiert. Bei mehr-
facher Beladung der 4 verschiedenen Blank-Adsorber-Typen aus mehrfachen Préparatio-
nen (n=3) mit allen in dieser Arbeit eingesetzten SU-Standards, konnte in keinem Fall
eine unspezifische Bindung an die SGG-Matrix bzw. die ,,Fremd-Antikorper* festgestellt
werden. Organische Modifier sollen zusétzlich die unspezifische Adsorption von Matrix-
bestandteilen unterdriicken. Auf den Zusatz von organischen Modifieren zur Probe wurde
jedoch verzichtet, da bereits eine Konzentration von 5% ACN (v/v) zu einer Verschlechte-
rung der Wiederfindungsraten fiihrte. Da auch ohne Modifier-Zusatz durchwegs saubere

Chromatogramme erhalten wurden, konnte darauf verzichtet werden.

3.3.4 Kapazititen

Die Kapazitit steht im direkten Verhiltnis zur einpolymerisierten Antikérpermenge und
kann durch deren Steigerung erhoht werden. Ein Vergleich von Adsorbern mit unter-
schiedlichen IgG-Gehalten verdeutlicht dies:

Tabelle 23: Anfangskapazitit filr Metsulfuron-methyl (MSM). Immunadsorber
mit unterschiedlichem Gehalt an pAk-R03 (n =3, 1s). Ergebnisse von
erster Beladung. Messung: HPLC-UV/DAD.

Gemahlener SGG-Monolith mit immobilisiertem pAk-R03

IgG-Gehalt [mg] 1.6 2.0 24
Kapazitdt fiir MSM [ng] 465 £ 60 547 + 66 784 + 43

SGG-gecoatete Silikatpartikel mit immobilisiertem pAk-R03

IgG-Gehalt [mg] 1.6 2.0 2.4
Kapazitdt fiir MSM [ng] 510+ 27 578 £ 29 681 + 44

Es wurden Durchbruchskurven von Adsorbern erstellt, die 2 mg spezifischen Antikdrper
pAk-RO3 bzw. 2 mg unspezifisches Rinder-IgG oder keinen Antikdrper enthielten. Bela-
den wurden die Sdulen dafiir jeweils mit 1-mL-Portionen der Konzentration 25 ng/mL an
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MSM. Bei den beiden Blank-Siulen erfolgte nach einem kurzen Totvolumen der Durch-
bruch des Analyten, was beweist, dass adsorptive unspezifische Wechselwirkungen zwi-
schen Analyt und Adsorbermaterial vernachldssigbar gering sind. Beim spezifischen anti-
SU-Immunadsorber erfolgte der Durchbruch erst nach der Aufgabe von ca. 350 ng MSM.

1.4+ ®m Blankes SGG
] O Rinder-IgG in SGG
A pADb-RO3 in SGG

1.2

C/C,

A
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Abbildung 60: Durchbruchskurven von SGG-Immunadsorbern. SGG-gecoatete Sili-
katpartikel mit 2 mg pAk-R03, 2 mg Rinder-IgG oder blankem SGG.
Beladung: 25 ng/mLL MSM, 1-mL-Portionen. Messung: HPLC-UV/DAD.
Auswertung: C/Cy = Konzentrationsverhéltnis Elution/Aufgabe.

Die Kapazitit fiir einzelne Verbindungen ist weiterhin abhéngig von der Affinitdt des
Antikorpers gegeniiber dem jeweiligen Analyten und findet seinen Ausdruck in der
Kreuzreaktivitidt. Daher wurden die Kapazititen der standardisiert mit 2 mg pAk-RO03
hergestellten anti-SU-Adsorber bei Uberladung mit 1 ug eines Analyten in Vergleich zur
Kreuzreaktivitit gesetzt. Bemerkenswert ist, dass die Anfangskapazitit der Sdulen, sowohl
bei den gemahlenen SGG-Monolithen, als auch bei den SGG-gecoateten Silikatpartikeln,
relativ hoch ist und bei der zweiten Beladung schon auf etwa 60% der Ursprungskapazitit
abfillt, auf diesem Niveau jedoch iiber zahlreiche Beladungszyklen relativ stabil bleibt
(vgl. Abbildung 61). Die im folgenden dargestellten Ergebnisse wurden durchweg mit
Adsorbern generiert, die das 2. bis 10. Mal benutzt wurden, um eine Vergleichbarkeit zu
garantieren.
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Tabelle 24: Kapazititen der Immunadsorber fiir einzelne SUs (n =3, 15s). Ad-
sorber: SGG-gecoatete Partikel, 2 mg pAk-R03, Ausgangskapazitit ca.
600 ng MSM. Beladung: 1 pg SU, 2. bis 10. Beladung. Messung: HPLC-

UV/DAD.
Sulfonylharnstoffherbizid CR [%], direkter ELISA Kapazitit [ng]
Mesosulfuron-methyl 1050 459 £ 65
Chlorimuron-ethyl 277 440 + 37
Imazosulfuron 229 402 £ 26
Chlorsulfuron 197 391 £31
Cyclosulfamuron 153 455+ 69
Pyrazosulfuron-ethyl 144 457 £ 66
Sulfosulfuron 128 423 + 36
Triasulfuron 110 494 + 41
Metsulfuron-methyl 101 392 £47
Halosulfuron-methyl 75 313 £21
Ethametsulfuron-methyl 68 326+ 33
Iodosulfuron-methyl 66 267+ 19
Primisulfuron-methyl 60 321 £40
Flazasulfuron 57 246 + 29
Prosulfuron 48 287+ 27
Thifensulfuron-methyl 33 208+ 12
Cinosulfuron 20 284 + 38
Azimsulfuron 16 212+ 19
Sulfometuron-methyl 16 323+24
Flupyrsulfuron-methyl-Natrium 3 143 + 18
Tribenuron-methyl 2 82+ 11
Triflusulfuron-methyl 1 211£25
Amidosulfuron <0.5 83+ 34
Etoxysulfuron <0.5 71£12
Flucarbazon <0.5 84 + 14
Nicosulfuron <0.5 108 £ 26
Oxasulfuron <0.5 73 +£43
Rimsulfuron <0.5 98+ 14
Bensulfuron-methyl n.r. 36 £21

Propoxycarbazon n.r. <11
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Dabei zeigte sich, dass SUs mit einer Kreuzreaktivitit von mehr als 16% Kapazitdten im
Bereich von tiber 200 ng lieferten. Jedoch auch SUs mit sehr geringen Kreuzreaktivitit im
ELISA, konnten zu einem geringen Teil angereichert werden. In den anschlieBenden
Wiederfindungsversuchen wurde bestitigt, dass eine hohe bereitgestellte Kapazitit auch
bei Verbindungen mit geringer Kreuzreaktivitit zu besseren Wiederfindungen fiihrt. Der
Immunadsorber ist flir eine Wirkstoffmenge von etwa 5 bis 300 ng einsetzbar. Daher ist
eine entsprechend sensitive Detektion notwendig, um viele SUs gleichzeitig anreichern zu

konnen.

3.3.5 Wiederfindungen

Um reduzierte Wiederfindungen zu vermeiden, sollte die maximale Bindungskapazitit
eines Immunadsorbers nicht vollstindig ausgeschopft werden. Wird dies beriicksichtigt, so
liegen die Wiederfindungsraten fiir mindestens 13 Verbindungen bei liber 80% unter
Idealbedingungen aus Wasser (vgl. III 4.3.2). Mit geringfiigig erhohten Wiederfindungen
ist zu rechnen, wenn sehr kleine Probenvolumina verwendet werden bzw. die Analyt-
konzentration sehr gering ist, so dass man sich nahe am LOQ bewegt. Da die Wieder-
findung auBerdem vom Detektionsbereich und der Probenmatrix abhidngt, wird in Kapitel
IIT 4 auf einzelne Anwendungsbeispiele und die erzielten Wiederfindungen genauer einge-
gangen. Aufgrund der hohen Selektivitit der Immunextraktion wurden bei Realwasser-
proben nahezu keine Matrixinterferenzen im Chromatogramm festgestellt. Damit ist diese
Technik im Vergleich zu den herkdmmlichen SPE-Kartuschen iiberlegen, die neben SUs
auch Fremdsubstanzen unspezifisch anreichern, welche im Chromatogramm stdren bzw.
zu Uberfindungen fithren kdénnen. Daneben ist ein sachgerechter Einsatz, wie beispiels-
weise die Einhaltung eines relativ niedrigen Flusses von 1 bis 2 mL/min von Bedeutung.

3.3.6  Stabilitit

Zur Stabilitatspriifung wurde die Kapazitit fiir MSM bzw. Triasulfuron in 20 bzw. 30
Beladungs-Elutions-Zyklen fiir Adsorber aus gemahlenem SGG-Monolithen sowie fiir
SGG-gecoatete Partikel bestimmt. Alle Adsorber zeigten mit zunehmender Anzahl von
Anwendungen eine Kapazititsabnahme. Der Kapazitédtspuffer wird somit bei zunehmender
Zahl der Anwendungen reduziert, die Funktionsfihigkeit bleibt aber grundsétzlich erhal-

ten.
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Abbildung 61: Stabilitiit des pAk-R03 nach 20 bzw. 30 Beladungs-Elutions-Zyklen
in SGG-gecoateten Partikeln und gemahlenem SGG-Monolithen.
Beladung: 1 ng MSM, 10 mL Wasser. Messung: HPLC-UV/DAD.

Die Wiederfindungsrate wurde bei einer durchschnittlich 20-fachen Verwendung des
monolithischen Adsorbermaterials nicht beeintrichtigt, solange ein ausreichend grofer
Kapazititspuffer von rund 50% eingehalten wurde. Die Adsorber aus SGG-gecoatetem
Material wurden lediglich bis zu 12 Mal wiederverwendet. Die Selektivitit blieb jeweils
unter Verwendung verschiedenster Wasserproben erhalten. Allerdings hatte sie ihre Gren-
zen bei der direkten Aufgabe von Lebensmittelextrakten aus Kartoffeln und Getreide, die
durch Fliissig-Fliissig-Extraktion gewonnen wurden und ohne einen weiteren Aufreini-
gungsschritt direkt auf den Immunadsorber gegeben wurden. Bei sachgerechter Lagerung
in azidhaltiger Kochsalzlosung unter Kiihlung (4 bis 7°C) sind die Antikorpersdaulen min-
destens 6 Monate haltbar. Durch die Lagerung bei optimalen Bedingungen hinsichtlich
Temperatur und lonenstirke lassen sich Antikorper auch zu einem gewissen Grad reakti-
vieren, was sich beispielsweise durch eine merklich verbesserte Kapazitit nach einer
Ruhephase tiber Nacht bemerkbar macht. Um optimale Ergebnisse zu erzielen, sind Pausen
zwischen den einzelnen Beladungen durchaus von Vorteil, weil damit der langsamen
Umfaltung der Antikdrperbindungstasche in die bindungsfiahige Ausgangslage, was nach
der Elution erfolgen muss, Rechnung getragen wird.
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4 Anwendung von anti-SU-SGG-Adsorbern fiir die
Off-line-Extraktion von Realproben

4.1 Anreicherung von SUs fiir die HPLC-UV-Detektion

4.1.1 Kalibrierung, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Um das Bindungsverhalten einer moglichst grolen Zahl von Analyten gleichzeitig testen

zu konnen, wurden Untersuchungen mit insgesamt 26 SUs durchgefiihrt, die entsprechend

threm Elutionsverhalten in zwei Gruppen eingeteilt wurden.
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Chromatogramme der Standards. (A) Standardmix 3 (26 SUs). (B)
Standardmix 2 (13 SUs). (C) Standardmix 1 (13 SUs). SUs: (1) Nico-
sulfuron. (2) Thifensulfuron-me. (3) Metsulfuron-me. (4) Sulfometuron-
me. (5) Triasulfuron. (6) Chlorsulfuron. (7) Amidosulfuron. (8) Rimsul-
furon. (9) Tribenuron-me. (10) Prosulfuron. (11) Chlorimuron-et. (12)
Triflusulfuron-me. (13) Primisulfuron-me. (14) Halosulfuron-me. (15)
Oxasulfuron. (16) Cinosulfuron. (17) Jodosulfuron-me. (18) Flupyrsulfu-
ron-me-Na. (19) Flucarbazon. (20) Sulfosulfuron. (21) Propoxycarbazon.
(22) Imazosulfuron. (23) Bensulfuron-me. (24) Pyrazosulfuron-et. (25)
Etoxysulfuron. (26) Cyclosulfamuron. HPLC-Bedingungen: RP18-Phase
Bischoff NC Prontosil 120-3-C;s-AQ. Elution A: Bidest. H;O + 3 mM
TFA, B: ACN + 3 mM TFA, Gradientensystem, 500-puL-Probenschleife.
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Eine vollstindige chromatographische Trennung aller Substanzen in einem Lauf konnte
nicht erreicht werden, da sich die Analyten sehr dhnlich sind. In Abbildung 62 sind die
Chromatogramme des Summenstandards (Standardmix 3), sowie der beiden Standardmixe
1 und 2 dargestellt.

Die Quantifizierung der einzelnen SUs erfolgte liber Kalibriergeraden, die anhand externer
Standardmessungen bei vier verschiedenen Konzentrationen ermittelt wurden (vgl.
Abbildung 63). Aullerdem wurde spédtestens nach jedem 5. bis 10. Chromatographielauf
ein Kontrollstandard bekannter Konzentration vermessen, um die Stabilitidt des Systems
fortlaufend zu tiberpriifen.
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Abbildung 63: Kalibriergeraden zur Bestimmung der Konzentration von 13 ausge-
wihlten SUs mittels HPLC-UV/DAD.

Je nach Absorptionsintensitit der einzelnen SUs liegt die Nachweisgrenze (3-faches
Grundrauschen) der HPLC-UV-Detektion bei etwa 2 bis 7 ng, die Bestimmungsgrenze
(6-faches Grundrauschen) bei etwa 4 bis 14 ng.

Da bei der Off-line-Anreicherung mittels SGG-IAC mit mindestens 2 mL Elutionsmittel
eluiert werden muss, um eine vollstindige Elution zu erzielen, findet hier ein Verdiin-
nungsschritt um dem Faktor 2 statt. Bei der Injektion (Probenschleife: 500 puL) wird noch-
mals um den Faktor 2 ,,verdiinnt”. Daher liegt die Bestimmungsgrenze des Verfahrens bei
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ca. 16 bis 56 ng in Abhdngigkeit vom UV-Absorptionsverhalten des SUs. Die Absorpti-
onsintensitdt von etwa der Hélfte der Verbindungen liegt im oberen Bereich, so dass die
Bestimmungsgrenze hier mit etwa 16 ng angesetzt werden kann. Bei einem Grenzwert von
100 ng/L miissen somit mindestens 100 bis 150 mL Wasserprobe angereichert werden. Die
dargestellten Versuche wurden daher meist mit 100 mL Probevolumen durchgefiihrt. Bei
der On-line-Methode ist die erreichbare Nachweisgrenze mindestens um den Faktor 2
besser, da der gesamte adsorbierte Analyt auf die analytische HPLC-Séule eluiert wird und

nicht, wie bei der manuellen Injektion, 50% iiber die Probenschleife verloren gehen.

4.1.2 Immunoaffinitiatsextraktion von SUs aus Wasserproben

Die in diesem Kapitel beschriebenen Versuchsergebnisse wurden durchwegs mittels pAk-
RO3, immobilisiert in gemahlenen SGG-Monolithen, generiert.
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Abbildung 64: Chromatogramm der Off-line-SGG-IAC-Anreicherung von 100 mL
Leitungswasser, gespikt mit 50 ng SU-Standardmix 1. Standardmix 1:
(1) Nicosulfuron. (2) Thifensulfuron-me. (3) Metsulfuron-me. (4) Sul-
fometuron-me. (5) Triasulfuron. (6) Chlorsulfuron. (7) Amidosulfuron.
(8) Rimsulfuron. (9) Tribenuron-me. (10) Prosulfuron. (11) Chlorimuron-
et. (12) Triflusulfuron-me. (13) Primisulfuron-me. Messung: HPLC-
UV/DAD; Gradientensystem, A: Bidest. H,O, 3 mM TFA, B: ACN,
3 mM TFA; RP18-Prontosil, 3 um; Injektion: 500 pL. Wiederfindungsra-
ten vgl. Abbildung 65.
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Abbildung 64 demonstriert ein Beispielchromatogramm nach Immunoaffinitisanreiche-
rung von 100 mL Leitungswasser, gespikt mit 100 ng Standardmix 1. Mittels pAk-R03
konnten 9 von 13 Standards angereichert werden. Insgesamt konnen 19 der 26 getesteten
SUs angereichert werden, wie mit Standardmix 1 und 2 gezeigt werden konnte. Fiir 12
Standards werden Wiederfindungen von iiber 60% erreicht. Dabei bleibt zu beriicksichti-
gen, dass die Kartuschen mit einer Beladungsmenge von insgesamt 1300 ng SUs deutlich
iiberladen wurden. Der Versuch diente aber dazu einen schnellen Uberblick iiber das

Retentionsverhalten einer groen Gruppe an SUs zu erlangen.
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Abbildung 65: Wiederfindungsraten bei aufgestockten Leitungs- und Flusswasser-
proben (n =3, 1 s). Es wurden jeweils 100 mL Probe mit Standardmix 1
bzw. 2 gespikt und mittels SGG-IAC (Antikorper: pAk-R03) angerei-
chert. Exemplarisches Chromatogramm vgl. Abbildung 64.

Bei den untersuchten Fluss- und Seewasserproben waren in parallelen Versuchen die
Wiederfindungen im allgemeinen niedriger, als bei den untersuchten Leitungswasserpro-
ben (Abbildung 65). Bei Wiederfindungsversuchen von SUs aus einer wéssrigen Humin-
sdurelosung (10 mg/mL) wurden jedoch geringere Effekte festgestellt, als bei den Realpro-
ben. Bei diesen Huminsdurelosungen kam es zu einer Reduktion der Wiederfindungen um
bis zu 10%. Die Ursache der relativ stark schwankenden Wiederfindungen im vorliegenden
Versuch war daher hauptsichlich auf die Uberladung der Siulen und deren Kapazitiits-
schwankungen zuriickzufiithren. Wenngleich auch Huminsduren einen gewissen negativen
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Einfluss zeigen konnen. Die Sol-Gel-Matrix schiitzt den Antikdrper zwar vor den grofen
Matrixmolekiilen, Wechselwirkungen von Huminsduren mit den Analyten selbst, konnen
dennoch auftreten.

Im Weiteren wurden 2 verschiedene RP-Phasen im Vergleich zur SGG-IAC anhand von
gespikten Flusswasserproben untersucht. Wie Abbildung 66 zeigt, wurde mit SGG-IAC die
beste Aufreinigung erzielt. Dies demonstriert den deutlichen Selektivitétsvorteil der IAC.
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Abbildung 66: Selektivititsvergleich der IAC mit zwei kommerziellen SPE-Phasen.
(A) Oasis® HLB (Waters). (B) LiChrolut® (Merck). (C) SGG-IAC (pAk-
R03, gemahlener Monolith). Aufreinigung von mit SUs (Standardmix 1,
je 50ng SU) gespiktem Flusswasser (100 mL Probe). Messung: vgl.
Abbildung 64.

Weitere Versuche mit Wasserproben aus FlieBgewédssern (Isar, Loisach, Windach) und
stehenden Gewissern (Ammersee, Worthsee) wurden mit einem 6er-SU-Standardmix
durchgefiihrt, um eine Uberladung der Siulen (Ubersteigen der Kapazitit) auszuschlieBen.
In diesem Standard wurden auch die Verbindungen Amidosulfuron, Rimsulfuron und
Nicosulfuron einbezogen, die als Bestandteil von Standardmix 1 (13 Verbindungen) nicht
auf der Immunadsorberséule angereichert wurden. Es wurde deutlich (Abbildung 67), dass
die sechs SUs aus allen Proben angereichert werden konnten, teilweise mit Wieder-
findungsraten um 100%. Bei Bereitstellung einer ausreichend hohen Bindungskapazitit
konnen demnach auch Verbindungen angereichert werden, die eine offenbar schlechtere
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Antikorper-Bindung zeigen. Dieser Befund steht im Einklang mit fritheren Untersuchun-
gen unter Verwendung von Antikorpern gegen polycyclische aromatische Kohlenwasser-
stoffe [406].

Niedrigere Wiederfindungen wurden flir Amidosulfuron, Rimsulfuron, Nicosulfuron und
Metsulfuron-methyl aus Seewasserproben gefunden. Wie vorausgehend erwihnt, sollte die
Empfindlichkeit des pAk-R03 gegeniiber hoheren Huminsdurekonzentrationen, wie sie im
ELISA beobachtet wurde, bei der IAC durch die Schutzfunktion der SGG-Matrix kaum
eine grofle Rolle spielen. Dennoch wurde bei Kontrollversuchen zur SU-Anreicherung aus
einer Huminsdurelésung (10 mg/mL) ebenfalls eine Reduktion der Wiederfindungen um
bis zu 10% festgestellt. Auch die Wiederfindungen aus Fluss- und Seewasserproben waren
niedriger als bei den gespikten bidest. Wasserproben. Allerdings ist die Streuung der Werte
auch relativ hoch und die eingesetzten Proben zeigten eher niedrige DOC-Gehalte von 2
bis 3 mg/L. Zur Ursachenfindung bedarf es hier weiterer Untersuchungen. Hinsichtlich der
Selektivitdt war die IAC fiir alle Wasserproben hervorragend geeignet. Es wurden durch-
weg sehr saubere Chromatogramme erhalten (Abbildung 68).
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Abbildung 67: Matrixeffekte bei der Anreicherung von SUs aus verschiedenen
Wasserproben: Wiederfindungen (n =3, 1 s). Je 50 ng der 6 Standards
wurden in 100 mL Wasserprobe auf die IAC-Siule (pAk-R03, gemabhle-
ner SGG-Monolith) gegeben. Messung: HPLC-UV/DAD. Exemplarische
Chromatogramme in Abbildung 68.
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Abbildung 68: Matrixeffekte bei der Anreicherung von SUs aus verschiedenen
Wasserproben: Chromatogramme: (A) Standardmix (keine Anrei-
cherung). (B) Bidest. Wasser. (C) Flusswasser. (D) Seewasser. (1) Ni-
cosulfuron. (2) Thifensulfuron-me. (3) Metsulfuron-me. (4) Triasulfuron.
(5) Amidosulfuron. (6) Rimsulfuron. Je 50 ng der 6 Standards wurden in
100 mL. Wasserprobe auf die IAC-Saule (pAk-R03, gemahlener SGG-
Monolith) gegeben. Messung: HPLC-UV/DAD. Gradientensystem, A:
Bidest. Wasser, 3 mM TFA, B: ACN, 3 mM TFA; RP18-Prontosil, 3 pm;
Injektion: 500 pL. Zugehorige Wiederfindungswerte vgl. Abbildung 67.

In diesem Zusammenhang wurde auch gepriift, ob eine pH-Abhéngigkeit der Wiederfin-
dung existiert. Dazu wurden Flusswasserproben mit dem Standardmix 1 aufgestockt.
Neben dem Ausgangs-pH-Wert 8.0, wurden weitere pH-Werte von 4.0, 5.0, 6.0 und 7.0
mit einem Phosphatpuffer eingestellt. Signifikante Unterschiede in den Wiederfindungsra-
ten konnten im gepriiften pH-Bereich 4.0 bis 8.0 nicht ausgemacht werden (Abbildung 69).
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Abbildung 69: Einfluss des pH-Wertes auf die Wiederfindung bei der IAC (n=3,
1s). Adsorber (pAk-R0O3, gemahlener SGG-Monolith). Probe: 50 ng
Standardmix 1 in 10 mL Isarwasser, pH =4, 5, 6, 7, 8. Keine Anreiche-
rung von TBM, NIS, RIS, AMS (nicht dargestellt). Messung: HPLC-
UV/DAD.

4.1.3 Immunoaffinititsextraktion von Lebensmittelproben

Als Lebensmittelproben wurden 2 verschiedene Getreidearten und Kartoffeln ausgewahlt,
da bei diesen Pflanzen Sulfonylharnstoffe am héaufigsten eingesetzt werden. Von den drei
eingesetzten Lebensmittelmatrices war bekannt, welche Pestizide in der Vegetations-
periode der Pflanzen angewandt wurden. In Tabelle 25 sind diese detailliert aufgefiihrt.

Die Proben wurden zunichst in einem haushaltsiiblichen Mixer zerkleinert und dann fiir
Extraktions- und Festphasendispersionsexperimente herangezogen. Dafiir wurden sie
jeweils mit und ohne Aufstocken aufgearbeitet. In den Proben ohne SU-Zusatz konnten
keine SUs festgestellt werden. Offenbar wurden die Herbizide wihrend des Pflanzen-
wachstums bzw. bei der spiteren Lagerung der Frucht abgebaut. Folglich konnten die
unbelasteten Pflanzenmaterialien als Nullmatrix herangezogen werden.
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Tabelle 25: Eingesetzte Lebensmittelproben. Die Pflanzen wurden wihrend des
Wachstums u.a. mit Metsulfuron-methyl und Thifensulfuron-methyl be-
handelt. Anbau in Oberfranken, Ernte 2003.

Probe Art und Sorte Behandlung wihrend Wachstumsphase
LM-1 Sommergerste ,,Scarlet* Herbizide:
Concert (DuPont):

Metsulfuron-methyl, Thifensulfuron-methyl;
Basagran DP (BASF):

Bentazon, Dichlorprop-P;

Ralon Super (DuPont):

Fluoxaprop-P-Ethyl, Mefenpyr-Diethy];
Fungizid:

Stratego (Bayer):

Trifloxystrobin, Propiconazol

LM-2 Hafer ,, Jumbo* Herbizide:
Concert (DuPont):
Metsulfuron-methyl, Thifensulfuron-methyl;
Basagran DP (BASF):
Bentazon, Dichlorprop-P;

LM-3 Kartoffeln ,,Granada“ unbehandelt

Zur Flissig-Fliissig-Extraktion von Sulfonylharnstoffen aus Lebensmitteln findet man in
der Literatur verschiedenste Strategien. Die klassische Pestizid-Extraktion basiert auf der
Extraktion der Riickstinde mittels einer Aceton-Wasser-Mischung und dem anschlie3en-
den Ausschiitteln mit Ethylacetat/Cyclohexan (1:1, v/v), welches aus Arbeitsschutzgriinden
als Dichlormethanersatz eingesetzt wird. Bei der Extraktion von polaren Verbindungen
erwiesen sich jedoch Extraktionsmittel wie ACN oder MeOH als effizienter. Von Bedeu-
tung ist auBerdem ein ausreichend hoher Wasseranteil in der Extraktionsmischung. Da die
Selektivitit des Losungsmittels fiir die Analyten die wichtigste Voraussetzung dafiir ist
moglichst viele Matrixbestandteile abzutrennen, wurden 3 verschiedene Extraktionsmetho-
den hinsichtlich ihres Matrixausschlusses gepriift (vgl. Tabelle 26). KLEIN und ALDER
erhielten bei vergleichbaren Extraktionsexperimenten fiir die Matrices Tomaten, Orangen,
Weizenmehl, Rosinen und Avocado Extraktionsriickstinde von max. 38, 81, 52, 370 und
40 mg. Da sich die einzelnen Losungsmittel hinsichtlich der Matrixextraktion nicht deut-
lich unterschieden, wurde wie in der Literatur beschrieben, ebenfalls MeOH gewahlt [143].
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Tabelle 26: Extraktionsriickstiinde [mg] der drei ausgewihlten Probenmatrices
mittels verschiedener Extraktionsmittel.

Matrix Extrahierte Aceton-Wasser- ACN-Wasser- MeOH-Wasser-
Probenmenge [g] Extrakt (2+1)  Extrakt (2+1)  Extrakt (2+1)

Gerste 1.0 72 57 73
Hafer 1.0 &1 75 87
Kartoffeln 1.0 49 52 62

Grundsitzlich muss beachtet werden, dass der Verteilungskoeffizient (log Pow) der Sulfo-
nylharnstoffe stark vom pH-Wert des Extraktionssystems abhéngig ist. Niedrige Vertei-
lungskoeftizienten, wie sie bei den SUs im Neutralen gegeben sind, fithren zu einer hohe-
ren Wasserloslichkeit. Bei saurem pH-Wert ist ihre Wasserloslichkeit hingegen wesentlich
geringer. POWLEY beschreibt eine einfache Extraktionsmethode mittels Phosphatpuffer bei
pH 6.0, die zudem direkt mit der Immunextraktion kombiniert werden kann, wihrend bei
Extraktion mit organischen Losungsmitteln zundchst der Losungsmittelanteil entfernt
werden muss, bevor der Extrakt auf den Immunadsorber gegeben werden kann. Veroffent-
lichungen zu neueren Multi-Riickstandsmethoden fiir Lebensmittel kombinieren den Fliis-
sigextraktionsschritt 1.d.R. mit der Festphasendispersion [143, 407, 408]. Grundsétzlich ist
der Einsatz der Festphasendispersion direkt fiir das Lebensmittelhomogenisat mdoglich.
Dafiir vermengt man die mit Wasser vermischte Lebensmittelprobe direkt mit dem Fest-
phasenmaterial, ohne dass eine Extraktion vorausgeht. Einige Experimente dazu flihrten
bei den eingesetzten Matrices jedoch zu reduzierten Wiederfindungen gegeniiber der
Kombination mit der Fliissigextraktion und wurden daher nicht weiter verfolgt. Gegeniiber
der von KLEIN und ALDER publizierten Methode, die verschiedenste Pestizidklassen
erfasst, wurde aufgrund der starken pH-Abhéngigkeit der Verteilungskoeftizienten der SUs
eine Modifikation dahingehend vorgenommen, dass die Probenextrakte vor Aufgabe auf
das ChemElut®-Material angesduert wurden, wodurch die Tendenz in die organische
Elutionsphase iiberzugehen erhoht wird. Die Histogramme in Abbildung 70 fassen den
Ablauf der beiden angewandten Extraktionsmethoden im Uberblick zusammen. Fiir die
Herstellung von gespikten Blankextrakten wurden die Rohextrakte parallel in gleicher
Weise behandelt.
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(A) Methode nach KLEIN/ALDER: (B) Methode nach POWLEY:
Homogenisieren (Ultra Turrax) Homogenisieren (Ultra Turrax)
von 10 g Probe von 10 g Probe
+ Wasser + 20 mL MeOH + 90 mL Phosphatpuffer,
* 20 mM, pH 6.0

Aliquot ansduern *
+ NaCl-Ldsung " Zentrifugieren "
dann auf ChemElut® geben *

* " Wiederholung der Extraktion "
Elution mit Dichlormethan *

* “ Uberstidnde zu 200 mL “

Zur Trockne einengen, Gesamtextrakt vereinigen
in wenig MeOH und Wasser *

wieder aufnehmen

* " Aliquot auf die IAC-Sdule geben "

Extrakt auf die IAC-Sdule geben

Abbildung 70: Extraktion von SUs aus Lebensmitteln nach (A) KLEIN/ALDER sowie
(B) POWLEY.

Durch ITAC aufgereinigte Kartoffelextrakte lieferten bei der Messung mit HPLC-UV/DAD
saubere, leicht auswertbare Chromatogramme (vgl. Abbildung 71). Die Gersten- und
Haferextrakte zeigten nach der Immunextraktion noch Storpeaks im Chromatogramm, so
dass beispielsweise Metsulfuron-methyl nicht quantifiziert werden konnte. Fiir Getreide-
extrakte ist damit eine selektivere Detektionsmethode, wie sie z.B. die LC-MS/MS dar-
stellt, notwendig. Die Wiederfindungsraten lagen fiir Triasulfuron bei allen drei Matrices
iiber 90%, fiir Thifensulfuron-methyl jedoch unter 30%, was moglicherweise darauf zu-
riickzufiihren ist, dass bei der Aufreinigung iiber ChemElut® der Proben-pH-Wert nicht
reduziert wurde (Optimum pH 3-4). In spéteren Versuchen, bei denen die Probenextrakte
mit LC-MS/MS vermessen wurden, konnten hier bessere Wiederfindungen erreicht werden
(vgl. Tabelle 30).
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Abbildung 71: Chromatogramme von Kartoffelextrakten. 10 g Probe gespikt mit SUs

(0.05 mg/kg): (1) Thifensulfuron-me. (2) Metsulfuron-me. (3) Tria-
sulfuron. Probenvorbereitung: Extraktion nach KLEIN/ALDER mit an-
schlieBender (A) RP-SPE (Extrakt der RP-SPE (Oasis® HLB): Verdiin-
nung 1:2) bzw. (B) IAC (unverdiinnt). Messung: HPLC-UV/DAD.

Tabelle 27: Wiederfindungen von SUs aus Lebensmitteln (n =3, 1 s). Probenvor-
bereitung: Extraktion nach KLEIN/ALDER mit anschlieBender IAC. Mes-
sung: HPLC-UV/DAD. Chromatogramm vgl. Abbildung 71.

Wiederfindung [%]

Sulfonylharnstoff Kartoffel Hafer Gerste

Thifensulfuron-me 26.5+6.3 174+ 13.2 272+£3.8

Metsulfuron-me 51.7+8.1 Matrixinterferenz Matrixinterferenz

Triasulfuron 94.6 +4.0 90.2+4.1 94.7+8.8
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4.2 Anreicherung von SUs fiir die LC-MS/MS

Da die Tandem-Massenspektrometrie in der Spurenanalytik allgemein und auch in der
Pestizidanalytik im Besonderen an Bedeutung gewinnt, sind schnelle und effektive Metho-
den zur Probenanreicherung und -vorreinigung fiir diese Technik gefragt. Speziell fiir
Lebensmittelmatrices, die hinsichtlich ihrer unterschiedlichen Zusammensetzung relativ
hohe Anforderungen an die Probenvorbereitung stellen, sollte eine mdglichst universell
einsetzbar Methode entwickelt werden. Die grundsétzlich hohe Selektivitidt der Tandem-
MS-Detektion ist alleine oft nicht ausreichend, es bedarf zusitzlich einer Anreicherung der
SU-Analyten. Die LC-MS/MS-Messungen wurden in Kooperation mit Herrn Dr. Miiller
vom Fraunhofer Institut fiir Molekularbiologie und Angewandte Okologie durchgefiihrt.

4.2.1 Massenspektrometrische Detektion der Sulfonylharnstoffe

Fiir die LC-MS/MS von SUs, die im Sauren leicht protoniert werden kdnnen, bietet sich
eine Messung im positiven lonen-Modus an. Wahrend mit der APCI-Technik oft effektiver
Matrixeinfliisse reduziert werden konnen, ist die ESI'-Technik meist merklich sensitiver
und wurde deshalb auch herangezogen. Zunichst muss der MS/MS-Response des einge-
setzten Gerétes fiir jeden Analyten optimiert werden. Hierfiir wird jeder Analyt-Standard
einzeln in den HPLC-Eluentenstrom ohne Trennsdule injiziert. Im LC-MS-Modus des
Instruments werden dann die Einstellungen fiir das Elektrospray-Interface so optimiert,
dass man einen maximalen Response fiir die [M+H] -Ionen erzielt. Dann werden die
Parameter fiir die Kollisionszelle dahingehend optimiert, dass man fiir ein oder zwei
charakteristische Tochterionen einen maximalen Response erzeugt. Dies kann automati-

siert durchgefiihrt werden.

4.2.2  Retentionszeiten und Fragmentierungen

Bei der LC-MS/MS ist eine Basislinientrennung der Analyten im Chromatographieschritt
nicht notwendig, wenn diese verschiedene Fragmentierungsmuster im Massenspektrometer
aufweisen. Beim eingesetzten Gradientensystem wurden fiir die ausgewéhlten SUs Reten-
tionszeiten zwischen 7 und 9 min erhalten (vgl. Abbildung 72).
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Abbildung 72: HPLC-ESI'-MS-Chromatogramm einer SU-Standardmischung. SUs
vgl. Tabelle 28, je 5 ng/mL. Messung: LC-MS/MS.
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Zunichst wurden die Fragmentierungsmuster fiir die 16 zu bestimmenden SUs und den
internen Messstandard (IS) Mesosulfuron-methyl ermittelt (vgl. Tabelle 28). In der Regel
wird fiir den Nachweis von Analyten bei Aufstockversuchen ein Analytion-Fragmention-
Ubergang als ausreichend angesehen. Wenn jedoch keine Informationen iiber den Analyt-
gehalt der Proben vorliegt, dann sind fiir eine Bestétigung des Ergebnisses iiblicherweise

zwei Analytion-Fragmention-Uberginge gefordert.

Tabelle 28: Retentionszeiten und Fragmentierungen fiir 16 SUs und den Inter-
nen Messstandard (IS) Mesosulfuron-methyl bei der LC-MS/MS.
Sulfonylharnstoff R¢ [min] PT [m/z]* ST [m/z]**
Chlorimuron-ethyl 8.71 415.1 — 186.1 415.1 —» 83.0
Imazosulfuron 8.39 4133 — 153.1 4133 — 232.0
Chlorsulfuron 7.86 357.8 — 140.7 357.8 — 167.0
Cyclosulfamuron 8.89 4222 — 199.1 4222 — 224.0
Pyrazosulfuron-ethyl 8.71 415.2 — 182.0 4152 — 214.0
Sulfosulfuron 8.14 471.1 — 211.0 471.1 — 260.8
Triasulfuron 7.67 402.1 — 167.0 402.1 — 141.1
Metsulfuron-methyl 7.61 382.0 — 167.0 382.0 — 199.0
Iodosulfuron-methyl 8.46 508.1 — 167.1 508.1 — 141.0
Prosulfuron 8.55 420.2 — 141.0 420.2 — 167.0
Thifensulfuron-methyl 7.52 388.0 — 167.0 388.0 — 205.0
Cinosulfuron 7.52 4142 — 183.1 4142 — 215.1
Sulfometuron-methyl 7.77 365.0 — 149.6 365.0 —» 199.0
Triflusulfuron-methyl 8.64 493.1 — 264.1 493.1 - 96.0
Etoxysulfuron 8.74 399.2 — 261.1 399.2 — 279.1
Nicosulfuron 7.08/8.58 411.0 — 181.7 411.0 — 213.0
Mesosulfuron-methyl (IS) 7.64 504.1 — 182.0 504.1 — 156.0

R = Retention time (Retentionszeit)
* PT = Primary tansition (quantitativer Uberg_ang)
** ST = Secondary transition (bestétigender Ubergang)
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Abbildung 73: Tochterionenspektren: Fragmentierungsmuster von 16 SU-Analyten
und dem internen Standard Mesosulfuron-methyl.
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4.2.3 Kalibrierung, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Aufgrund einer hohen Nachweisempfindlichkeit der Methode, konnte der Kalibrierbereich
bei einer Probenkonzentration von 0.1 bis 10 ng/mL gewihlt werden. Die Korrelation aller
erhaltenen linearen Kalibriergeraden war mit Werten von r* > 0.99 (n = 32) sehr gut. Die
Nachweisgrenzen fiir die einzelnen Verbindungen, die als 3-faches Grundrauschen defi-
niert sind, lagen dabei im Bereich von 0.14 bis 0.69 ng/mL und sind fiir die einzelnen
Verbindungen in Tabelle 29 aufgeschliisselt. Die Bestimmungsgrenzen (6-faches Grund-
rauschen) bewegten sich zwischen 0.31 und 1.38 ng/mL.

Tabelle 29: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der SUs bei den durchge-
fithrten LC-MS/MS-Messungen. (A) Messprobe. (B) Methode nach
KLEIN/ALDER, VF =8. (C) Methode nach POWLEY, VF =10.

Sulfonylharnstoff (A) (A) (B) © RHmV
LOD LOQ LOQ LOQ Grenzwert

[ng/mL]  [ng/mL] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]

Chlorimuron-ethyl 0.28 0.56 4.4 5.6

Imazosulfuron 0.45 0.91 7.3 9.1

Chlorsulfuron 0.26 0.53 4.2 53 10

Cyclosulfamuron 0.38 0.75 6.0 7.5

Pyrazosulfuron-ethyl 0.48 0.96 7.7 9.6

Sulfosulfuron 0.15 0.35 2.8 3.5

Triasulfuron 0.14 0.28 2.2 2.8 50

Metsulfuron-methyl 0.59 1.18 9.4 11.8 50

Iodosulfuron-methyl 0.17 0.34 2.7 34

Prosulfuron 0.23 0.45 3.6 4.5 20

Thifensulfuron-methyl 0.31 0.63 5.0 6.3 50

Cinosulfuron 0.20 0.41 3.3 4.1

Sulfometuron-methyl 0.14 0.27 2.2 2.7

Triflusulfuron-methyl 0.19 0.38 3.0 3.8 50

Etoxysulfuron 0.15 0.31 2.5 3.1

Nicosulfuron 0.69 1.38 11.0 13.8 20

LOD = Limit of detection (Nachweisgrenze)
LOQ = Limit of quantification (Bestimmungsgrenze)
VF = Verdiinnungsfaktor der Aufarbeitungsmethode

Aus den ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in der Probenldsung ergaben
sich unter Einbeziehung der beiden Extraktionsmethoden Nachweisgrenzen zwischen 1.1
und 5.5 pg/kg Lebensmittel fiir die Extraktion nach KLEIN/ALDER (Verdiinnung 1:8) und
zwischen 1.4 und 6.9 ng/kg Lebensmittel bei der Aufarbeitung nach POWLEY (Verdiinnung
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1:10). Die entsprechenden Bestimmungsgrenzen lagen bei 2.2 bis 11.0 pgkg
(KLEIN/ALDER) und 2.4 bis 13.8 pg/kg (POWLEY). In der Riickstands-Hochstmengenver-
ordnung (RHmV) sind fiir 12 SUs Grenzwerte von 10, 20 bzw. 50 pg/kg festgelegt. Fiir
nicht zugelassene SUs gilt auerdem der Grenzwert 10 pg/kg. Da die vorliegende Mess-
methode eine ausreichende Sensitivitét fiir alle getesteten Verbindungen aufweist, ist sie
zur Kontrolle der rechtlich vorgegebenen Riickstandshochstmengen geeignet.

4.2.4 Matrixeffekte

Die Ionisationsausbeuten der MS/MS-Messung und damit auch die Steigung der Kalibrie-
rungen differierte fiir einige SUs merklich. Daher wurden parallel zu den in bidest. Wasser
erstellten Kalibrierungen, auch in allen vermessenen Extraktvarianten Kalibriergeraden
erstellt und die verdnderte Response in die Berechnung der Wiederfindungsraten einbezo-

gen, so dass matrixbereinigte Ergebnisse erhalten wurden.
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Abbildung 74: Matrixabhingigkeit der Kalibrierungen. (A) Standards in bidest.
Wasser. (B) Standards in Matrix (Kartoffelextrakt). Messung: LC-
MS/MS.

Fiir die meisten SUs lagen die Wiederfindungen in den drei Lebensmittelmatrices zwi-
schen 70 bis 110% des in bidest. Wasser gemessenen Wertes. Von den vier in Abbildung
74 dargestellten SU-Verbindungen zeigten Thifensulfuron-methyl und Cinosulfuron eine



166

Response-Reduktion auf ca. 80% bei der Matrixkalibrierung. Wesentlich drastischer war
der Matrixeffekt von Kartoffel bei Sulfometuron-methyl (ca. 20% Response in Matrix) und
Triflusulfuron-methyl (ca. 40% Response in Matrix). Daneben wurden die Wiederfindun-
gen von Chlorsulfuron ebenfalls stark beeinflusst (ca. 40%, nicht dargestellt). Bei Cyclo-
sulfamuron trat ein so starker Effekt auf, dass die Ionisierung zum Teil vollig unterdriickt
war und der Responsefaktor durch Matrixeinfliisse hier nicht einbezogen werden konnte.
Interessanterweise war die Intensitdt des Matrixeffektes primir von der Substanz selbst
abhingig. Der Einfluss der Kartoffel- und Getreidematrices untereinander war weniger
drastisch und schwankte 1.d.R. lediglich um 10 bis 20% zwischen den Kartoffel- und
Getreideextrakten. Bei der Anwendung der Methode auf ein groBeres Lebensmittelspek-
trum konnten hier allerdings groflere Schwankungen auftreten.

Die eleganteste Moglichkeit Matrixeffekte auszuschlieBen und gleichzeitig Analytverluste
bei der Probenvorbereitung zu erfassen, ist das Arbeiten mit einem Isotopenstandard.
Isotopenstandards sind jedoch relativ teuer und zusétzlich ist es bei Multi-Methoden
schwierig ein grofles Spektrum an Stoffeigenschaften mit einem Standard abzudecken.
Daher wurde lediglich mit einem internen Messstandard gearbeitet (Mesosulfuron-methyl),
der nach der Aufarbeitung jeder Probe zugesetzt wurde. Mesosulfuron-methyl wurde des-
halb ausgewdhlt, weil es fiir die IAC-Anreicherung aufgrund seiner schlechten Eluierbar-
keit ohnehin nicht geeignet war.

4.2.5 Anwendung auf Lebensmittelextrakte

Es wurden die Wiederfindungen von 16 SUs in gespikten Lebensmittelproben (Kartoffel,
Hafer, Gerste) bzw. in deren Extrakten bestimmt. Die Ergebnisse der einzelnen Aufarbei-
tungsmethoden sind in Tabelle 30 aufgefiihrt. Wiederfindungen von tiber 75% zeigten aus
dem wissrigen Kartoffelextrakt nach POWLEY 13 SUs (C), aus dem Extrakt nach
KLEIN/ALDER 11 SUs (A) und aus den gespikten Kartoffeln noch 10 SUs (B). Die Getrei-
deproben lieferten allgemein niedrigere Wiederfindungsraten, wobei flir Hafer aus den
Extrakten je 10 SUs (A, C) und aus dem Lebensmittel 5 SUs (B) tiber 75% lagen. Bei
gespiktem Gerstenextrakt wurden je nach Aufarbeitung fiir 6 SUs (C) bzw. 7 SUs (A) mit
Wiederfindungen groBer 75% erhalten und fiir die gespikten Gerstenproben lagen noch 5
SUs (B) dariiber. Laut RHmV sind fiir Methoden zur Bestimmung von Pestizidriickstdnden
Standardabweichungen unter 25% gefordert, die bis auf 8 der 144 durchgefiihrten Drei-
fachbestimmungen eingehalten werden konnten und z.T. deutlich darunter lagen.

Die SUs Tria-, Pro-, Cinosulfuron, Metsulfuron-methyl und Sulfometuron-methyl lieferten
unabhingig von der Probenaufarbeitungsmethode und Matrix konstant gute Wiederfindun-
gen. Durchgehend unbefriedigende Wiederfindungen von 50% und weniger wurden fiir
Imazosulfuron, Cyclosulfamuron und Iodosulfuron-ethyl erhalten. Cyclosulfamuron betref-
fend liegt der Grund in dem sehr hohen Matrixeffekt bei der MS/MS-Messung. Die loni-
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sierung der Substanz wurde so stark unterdriickt, dass eine Bestimmung des Response-
faktors bei der matrixabhingigen Kalibrierung nicht mehr moglich war. Die angegebenen
Werte sind damit nicht matrixkorrigiert. Der Grund fiir die schlechten Wiederfindungen fiir
Imazosulfuron und Iodosulfuron-ethyl liegt im Elutionsverhalten dieser Substanzen
begriindet (vgl. Abbildung 59). AuBBerdem ist zu erkennen, dass bei der Extraktion der SUs
direkt aus dem Lebensmittel Verluste auftreten, die an den zusétzlichen Aufarbeitungs-
schritten oder der Extraktionseffizienz liegen kdnnen. Da die Verluste bei Getreide jedoch
generell hoher liegen als bei Kartoffel und sie bei verschiedenen SUs unterschiedlich
ausgepragt sind, ist das individuelle Extraktionsverhalten einzelner SUs als Hauptgrund
wahrscheinlicher.

Tabelle 30: Wiederfindungen der IAC von 16 ausgewihlten SUs aus gespikten
Lebensmitteln (Kartoffel, Hafer, Gerste) und deren Extrakten (n =3,
1s). Extraktion nach KLEIN/ALDER: (A) Gespikte Extrakte (B)
Gespikte Lebensmittel. Extraktion nach POWLEY: (C) Gespikte

Extrakte.
Wiederfindung [%]

Kartoffel (A) (B) ©)

Chlorimuron-ethyl 90.6 + 26.4 694 £ 5.0 763 £ 124
Imazosulfuron 353 £ 147 224 £ 34 420 £ 85
Chlorsulfuron 96.6 + 4.8 944 + 11.2 90.7 £ 12.2
Cyclosulfamuron” 430 £ 95 272 £ 45 53.0 + 113
Pyrazosulfuron-ethyl 80.7 £+ 21.7 775 £ 2.9 85.0 £ 15.6
Sulfosulfuron 75.7 £ 6.5 61.6 £ 23 82.0 = 14.1
Triasulfuron 95.6 £ 4.7 86.6 £ 11.8 100.6 £ 0.8
Metsulfuron-methyl 115.8 = 19.6 103.6 = 16.0 113.5 = 30.3
Iodosulfuron-methyl 36.7 £ 24.8 267 £ 5.2 50.5 £ 12.0
Prosulfuron 69.5 + 222 754 + 4.4 91.1 £ 2.9
Thifensulfuron-methyl 98.7 £ 10.7 1003 + 114 86.0 £ 21.6
Cinosulfuron 89.7 £ 7.8 9.5 + 7.0 83.5 £ 12.0
Sulfometuron-methyl 108.1 £ 5.5 839 = 15.6 933 + 20.9
Triflusulfuron-methyl 101.7 £ 19.6 1048 £+ 79 89.0 £ 11.3
Etoxysulfuron 723 £ 153 680 £ 45 96.5 £ 12.0
Nicosulfuron 105.0 £ 21.5 989 £ 1.6 88.9 £ 21.6

* Enorm starker Matrixeffekt bei MS/MS-Messung von Cyclosulfamuron.
Matrixabhéngige Kalibrierung war fiir diesen Analyten nicht moglich.
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Fortsetzung Tabelle 30:

Hafer (A) (B) ©

Chlorimuron-ethyl 51.8 = 14.0 28.5 + 31.0 63.0 £ 45
Imazosulfuron 453 + 378 6.2 =+ 85 6.0 £+ 8.0
Chlorsulfuron 758 + 27.2 40.8 £ 45 90.8 =+ 7.6
Cyclosulfamuron” 193 + 174 42 + 57 60.1 £ 5.7
Pyrazosulfuron-ethyl 785 £ 7.9 763 £ 233 90.5 £ 0.7
Sulfosulfuron 63.7 £ 21.4 548 £ 4.1 521 = 7.1
Triasulfuron 88.3 + 13.1 834 £ 35 1022 + 3.1
Metsulfuron-methyl 873 + 225 93.8 + 18.1 845 £ 0.5
Iodosulfuron-methyl 33.7 £ 26.2 48 £ 0.8 75 £ 07
Prosulfuron 809 + 85 734 + 27.4 90.0 = 14.1
Thifensulfuron-methyl 58.6 + 352 160 £+ 14 50.7 £ 6.2
Cinosulfuron 86.0 £ 144 829 + 83 86.1 £+ 4.2
Sulfometuron-methyl 909 + 14.6 53.6 £ 15.8 972 + 2.1
Triflusulfuron-methyl 89.0 £ 11.5 779 + 235 955 + 35
Etoxysulfuron 80.7 £ 7.6 67.6 £ 243 90.5 £ 12.1
Nicosulfuron 832 + 14.5 21.0 £ 2.8 759 £ 12.7
Gerste (A) (B) ©

Chlorimuron-ethyl 39.2 £ 209 207 £ 25 11.6 £ 0.7
Imazosulfuron 32.0 £ 23.7 183 = 4.7 50+ 14
Chlorsulfuron 1040 £ 129 93.6 £ 5.7 642 £ 8.5
Cyclosulfamuron” 153 + 11.8 156 + 1.7 155 £+ 49
Pyrazosulfuron-ethyl 672 £ 23 673 £ 1.0 71.1 £ 3.0
Sulfosulfuron 70.1 £ 9.5 327 £+ 33 463 = 7.1
Triasulfuron 982 £+ 99 945 + 0.6 973 £ 54
Metsulfuron-methyl 80.1 £ 9.8 955 = 11.7 754 £+ 7.3
Iodosulfuron-methyl 442 + 32.0 11.8 £ 2.5 63 + 14
Prosulfuron 84.1 £+ 8.8 81.0 £ 1.6 83.0 £ 143
Thifensulfuron-methyl 742 + 21.8 438 =+ 11.3 288 £+ 0.9
Cinosulfuron 823 £ 6.0 804 £ 7.5 812 £ 14
Sulfometuron-methyl 113.6 £ 6.5 73.0 + 183 952 = 12.6
Triflusulfuron-methyl 763 = 29 67.1 £ 52 742 + 2.8
Etoxysulfuron 643 £ 3.1 64.1 £ 45 90.5 £ 21.1
Nicosulfuron 743 + 154 28.0 £ 9.1 555 =+ 64
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Zudem ist ein Matrixeffekt auf die Immunextraktion selbst zu erkennen. Getreidematrix
fiihrt gegeniiber Kartoffelmatrix zu einer Reduzierung der Wiederfindungen. Ob Matrix-
bestandteile den Antikdrper bzw. die Poren des SGG blockieren oder die SUs stirker an
Bestandteilen der Getreidematrix haften, so dass keine Analyt-Antikorper-Wechselwirkung
stattfinden kann, ist noch nicht geklért.

Sowohl die Wasser- als auch Lebensmittelproben betreffend wére eine genauere Unter-
suchung und Charakterisierung der Gegebenheiten im Sol-Gel-Glas wiinschenswert, um
z.B. Matrixeffekte besser erklaren zu konnen. Hier kdnnten spektroskopische Methoden,
wie beispielsweise NMR, zur Beschreibung von Materialeigenschaften beitragen. Unter-
suchungen der AntikOrper-Analyt-Wechselwirkungen und des Dissoziationsverhaltens
mittels Surface-Plasmon-Resonanz-Methoden konnten zudem wichtige Informationen fiir
die Optimierung der Anwendung liefern.

4.3 HPLC-UV/DAD und LC-MS/MS im Vergleich

4.3.1 Arbeitsbereich

Die Anwendung der entwickelten Immunadsorber ist aufgrund ihrer Kapazitit begrenzt.
Ausgehend von rund 300 ng Bindungskapazitit und Bestimmungsgrenzen von 16-56 ng (je
nach UV-Absorptionsverhalten, in 2 mL Eluat) bei der IAC-HPLC-UV/DAD koénnen
lediglich 3 bis 6 SUs gleichzeitig angereichert werden. Da man den Kapazitétspuffer des
Adsorbers jedoch nicht voll ausschopfen sollte, um bessere Resultate zu bekommen, hat es
sich in der Praxis bewdhrt, sich auf die Anreicherung von 3 SUs gleichzeitig zu beschrin-
ken. Damit ist die Kombination aus IAC und HPLC-UV/DAD fiir Multi-Methoden nicht
geeignet, fiir die Bestimmung von 1 bis 3 SU-Verbindungen dagegen schon.

Durch den wesentlichen Sensitivitdtsvorteil mit Bestimmungsgrenzen zwischen 0.3 und
1.4 ng/mL ist bei der LC-MS/MS eine Anreicherung von 10 ng je SU ausreichend, auch
wenn man in diesem Sensitivitdtsbereich mit mindestens 5 mL ACN 30% eluieren muss,
um die SUs quantitativ vom Adsorber zu 16sen. Folglich kénnen bei einer Adsorperkapa-
zitdt von 300 ng bis zu max. 30 SUs angereichert werden, wobei eine Kapazitdtsauslastung
von etwa 50% ideal ist. Somit wurde bei den beschriebenen Versuchen mit 16 SUs in
diesem optimalen Auslastungsbereich gearbeitet.

4.3.2 Wiederfindungen

Die Wiederfindungsraten aus 10 mL bidest. Wasser bei etwa 50%iger Kapazitatspuffer-
auslastung wurden sowohl mittels HPLC-UV/DAD als auch LC-MS/MS ermittelt und
gegeniiber gestellt (vgl. Tabelle 31). Fiir die HPLC-UV-Detektion wurden jeweils 3 SUs
gleichzeitig angereichert, fiir die MS/MS ein Mix aus 16 SUs. Ein ausreichender Kapazi-
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tatspuffer ist notwendig, da bei ausreichendem Antikorperiiberschuss Affinitdtsunter-
schiede gegeniiber verschiedenen Verbindungen kaum noch eine Rolle spielen. Ist der
Kapazititspuffer zu gering, werden SUs mit hoherer Affinitdt bevorzugt gebunden womit
die Wiederfindung von Verbindungen niedrigerer Affinitit abnimmt.

Die Korrelation der Wiederfindungen beider Methoden ist in einem akzeptablen Bereich
(r* = 0.7449, n = 48). Fiir 12 SUs werden Wiederfindungen von 80% und héher ereicht.
Die geringeren Werte bei der HPLC-UV-Detektion sind auf ihre geringeren Sensitivitit
bzw. auf das geringe Elutionsvolumen von 2 mL zuriickzufiihren. Auffallend sind auch
hier die geringen Wiederfindungsraten fiir Imazosulfuron und Iodosulfuron-methyl (vgl.
auch Tabelle 30). AuBerdem ist wie vorausgehend erwihnt, Cyclosulfamuron mittels
MS/MS-Detektion schwer zu erfassen. Dies trifft auch auf die Matrix Wasser zu. Mogli-
cherweise konnten hier die Ionisierungsbedingungen noch optimiert werden.

Tabelle 31: Wiederfindung von 16 SUs unter idealen Bedingungen (Matrixfreie
Probe: 10 mL bidest. H,O, groBler Kapazititspuffer). (A) HPLC-
UV/DAD, 5 ng/mL je SU in Ausgangsprobe, 3 SUs pro Anreicherung
(n=3,15s). (B) LC-MS/MS, 1 ng/mL je SU in Ausgangsprobe, 16 SUs
pro Anreicherung (n =3, 1 s).

Sulfonylharnstoff Wiederfindung (A) [%] Wiederfindung (B) [%]
Chlorimuron-ethyl 82.8 £ 6.3 103.7 £ 83
Imazosulfuron 26.6 = 8.0 535 £ 95
Chlorsulfuron 952 = 8.7 111.5 £ 5.8
Cyclosulfamuron 96.1 = 4.1 66.8 = 4.0
Pyrazosulfuron-ethyl 979 £ 11.9 100.7 + 12.2
Sulfosulfuron 923 + 34 88.7 + 64
Triasulfuron 1022 = 4.1 101.5 =+ 9.2
Metsulfuron-methyl 882 £ 94 1157 £ 15.2
Iodosulfuron-methyl 23.8 £ 5.0 56.0 £ 6.9
Prosulfuron 882 + 11.6 100.2 = 13.1
Thifensulfuron-methyl 95.6 £ 5.0 974 + 2.6
Cinosulfuron 82.6 + 152 927 £ 33
Sulfometuron-methyl 899 £ 7.0 1184 £ 4.7
Triflusulfuron-methyl 595 = 3.1 86.8 + 11.2
Etoxysulfuron 905 £ 7.6 97.8 £ 8.6
Nicosulfuron 86.6 = 4.8 940 t 43
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4.3.3 Anwendungsmoglichkeiten

Wie die beschriebenen Anwendungsbeispiele zeigen, ldsst sich der breit erkennende SU-
Immunadsorber fiir die quantitative Anreicherung von mindestens 12 SUs einsetzen. Auf-
grund der begrenzten Kapazitit, die durch Einsatz groBerer Antikérpermengen jedoch
erhoht werden konnte, ist er besonders in Kombination mit der sehr sensitiven LC-MS/MS
als Multi-Analyt-Adsorber anwendbar. Seine Selektivititsvorteile gegeniiber vergleichs-
weise unspezifischen RP-Phasen kommen bei der Aufreinigung von Wasserproben deut-
lich zum Tragen. Auch bei Kartoffelproben konnten sehr saubere Extrakte erhalten
werden, die fiir die HPLC-UV-Detektion geeignet waren. Bei Getreideproben war jedoch
auch in Verbindung mit der IAC eine selektivere Detektion, wie beispielsweise die LC-
MS/MS notwendig, um einige SUs sicher bestimmen zu konnen. Dennoch trat hier ein
gewisser Matrixeffekt bei der IAC auf, der zu reduzierten Wiederfindungen fiihrte. Wie
bereits erwihnt, wiren hier Untersuchungen der Prozesse im SGG-Adsorber zur Ursachen-
klarung wiinschenswert. Aullerdem zeigten verschiedene SU-Analyten Wechselwirkungen
zur Getreidematrix, die zu Extraktionsverlusten fiihrten. Dennoch konnten auch in Gerste
und Hafer je 4 bzw. 5 SUs mit hohen Wiederfindungen bestimmt werden.

Das Spektrum der erfassbaren SUs wird von der Erkennung und den Affinitdtsverhéltnis-
sen des immobilisierten Antikdrpers geprégt. Optimal fiir die Bindung und vor allem auch
die problemlose Elution von Analyten ist eine mittlere Affinitdt des Antikrpers zu den
Analyten. Im vorliegenden Fall konnte beispielsweise Mesosulfuron-methyl, die Verbin-
dung mit der hochsten Affinitdtskonstante, nicht eluiert werden, ohne dass der Antikorper
denaturiert wurde. Weitere SUs mit hoher Affinitdtskonstante wurden unter den gewidhlten
Elutionsbedingungen nur langsam oder unzureichend eluiert (z.B. Imazosulfuron). Es
konnte gezeigt werden, dass auch Analyten mit niedriger Affinititskonstante (<5 x 10°
L/mol) angereichert werden konnten, solange die bindungsfahigen Antikorper die Analyten
mengenmafig deutlich iibersteigen. Dabei wurde ein Kapazitdtspuffer von mindestens 50%

der maximalen Bindungskapazitit als optimal ermittelt.

Die Handhabung der bioaktiven Adsorber betreffend, miissen zwar einige Grundsitze (z.B.
Lagerung: 4°C, in Pufferlosung) beachtet werden. Dariiber hinaus ist die Benutzung der
Sdule mit andern SPE-Materialien vergleichbar. Ein grundsétzlicher Unterschied ist jedoch
die geringe Stabilitit gegeniiber organischen Losungsmitteln.

Im Folgenden sind die Eigenschaften von Immunadsorbern mit kommerziellen Reversed-

Phase-Materialien und MIPs zusammenfassend gegeniibergestellt.
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Tabelle 32: Vergleich von Immunadsorbern, kommerziellen RP (C-18 bzw. Co-
polymer)- und MIP-Phasen

TAC RP MIPs’
Selektionsprinzip Antikorperaffinitit Polaritat Imprinting
Selektivitt hoch begrenzt mittel bis hoch
Handling einfach einfach einfach
Stabilitat begrenzt hoch hoch
Wiederverwendung  10- bis 20-fach Ein-Weg-Produkte;  iiber 100-fach
Wiederverwendung

abhingig von Matrix

Einsatzbreite Substanz oder gruppentibergreifend Substanz oder
Substanzgruppe Substanzgruppe
On-line-Anwendung von Supportmaterial kommerzielle moglich

abhéngig; SGG ist Produkte erhéltlich
on-line-fahig

Herstellung Antikorper: zeit- etablierte Verfahren  zeitintensive
intensiv, teuer (mAk) der Herstellerfirmen  Entwicklung
Adsorberpriparation:
einfach, schnell

Verfiigbarkeit wenige kommerzielle breites Angebot keine kommerziellen
Produkte (stark kommerzieller Produkte

anwendungsbezogen) Produkte

* Die beschriebene Eigenschaften beziehen sich auf MIPs fiir MSM [94, 380].

Kommerzielle SPE- und IAC-Phasen sind i.d.R. fiir den Einmalgebrauch konzipiert, auch
wenn sie in der Praxis durchaus oft mehrmals verwendet werden koénnen. Da der SU-
Immunadsorber auch on-line eingesetzt werden sollte, war eine mehrfache Verwendung
erwiinscht. Seine Stabilitdt war abhidngig von der Herstellungsart des SGG-Adsorber-
materials. Beide Adsorbertypen (SGG-gecoatete Silikatpartikel, gemahlener SGG-Mono-
lith) konnten mindestens 10 Mal verwendet werden. Das SGG-Coating auf einem pordsen
Silicatrager erwies sich aufgrund seiner Druckstabilitit sowohl fiir Off- als auch On-line-
Anwendungen als das geeignetere Material. Die On-line-Anwendung wird im folgenden
Kapitel beschrieben.
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5 On-line-Anreicherung unter Verwendung von anti-
SU-SGG-Adsorbern

Die On-line-Anreicherung bietet bei hohem Probenaufkommen eine Moglichkeit der
Automatisierung von Probenaufarbeitungsschritten und damit auch der Zeit- und Kostener-
sparnis. Bei der Etablierung eines System muss einerseits der rein apparative Teil, also das
Schaltsystem und deren automatisierte Steuerung und Programmierung bedacht werden,
und andererseits die chemischen bzw. im vorliegenden Fall auch biochemischen Abldufe
an den Séulen, die vor der Automatisierung im Off-line-Betrieb bereits optimiert sein
sollten. On-line-Kartuschen mit verschiedenen RP-Materialien werden bereits kommerziell
angeboten, wihrend On-line-IAC-Kartuschen bisher nicht erhiltlich sind. Fiir die hier
gezeigte On-line-Anwendung wurde ausschlieSlich SGG-gecoatetes Silikatmaterial mit
immobilisiertem pAk-R03 eingesetzt.

5.1 On-line-Siulendimensionierung

Zundchst wurden Versuche zur Optimierung der Sédulendimensionierung durchgefiihrt.
Dafiir wurden 2 On-line-Sdulen von verschiedenem Format, aber etwa gleicher Sorbens-
menge miteinander verglichen.

Tabelle 33: Eingesetzte Siulendimensionierungen.

Saulenformat Innendurchmesser Bettlinge Bettvolumen
(A) 1.0 cm 1.0 cm 0.78 cm’
(B) 0.4 cm 6.0 cm 0.75 cm’

Es wurde festgestellt, dass die kiirzere und dickere Sdule etwas bessere Wiederfindungs-
ergebnisse lieferte. Die Unterschiede waren aber nicht signifikant (< 5%). Moglicherweise
erfolgt die Elution von der Immunoaffinitétssdule etwas effektiver, wenn der Elutionsweg
kiirzer ist. Bei langen Séulen kann es auch zu ,,Rebinding“-Effekten kommen, d.h. die
Analyten binden auf ithrem Weg durch die Sdule erneut an Antikdrper und miissen damit
wiederum dissoziieren. Da der Effekt jedoch nur sehr gering war und die Unterschiede die
Schwankungsbreiten zwischen einzelnen Messungen kaum tiibertreffen, wiaren zur genauen
Kldarung weitere Versuche mit grofleren Dimensionierungsunterschieden zwischen den
einzelnen Saulenformaten notwendig, um hier abschliefende Aussagen treffen zu konnen.
Fiir die aufgefiihrten Versuche wurde schlielich mit Sdulen der Dimensionierung 1 x 2 cm
gearbeitet, da diese genau die Sorbensmenge einer Praparation fassten und damit direkt mit

der Off-line-Anreicherung vergleichbar waren. Die Edelstahl-Sédulen wurden in der Werk-
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statt des IWC eigens gefertigt und mit Hilfe einer HPLC-Pumpe mit dem in Puffer suspen-
sierten Adsorbermaterial gefiillt.

Die Reversed-Phase-Materialen wurden ebenfalls in selbst hergestellte Vorsdulen aus
Edelstahl (0.4 x 1 cm) gepackt. Fiir die On-line-Anwendung wurden die Materialien
StrataX™, LiChrolut® und Oasis® HLB getestet, eingesetzt wurde schlieBlich Letzteres.
Die Materialien wurden aus den Off-line-Kartuschen in die On-line-Siule umgefiillt. Dabei
kam es darauf an, eine moglichst dichte Packung des Materials zu erreichen.

5.2 Einfache IAC-Saulenschaltung

Die einfachste Mdglichkeit der On-line-Immunextraktion kann mittels der in Abbildung 75
dargestellten Apparatur erfolgen.

Probe und Eluenten

PEEN

Solvent-Selektor

T
1| Pumpe
1
|
IA-SPE
HPLC-
Pumpen
RP-SPE
Eluenten
— .
Schaltventil
Analytische Siule
Detektor Abfall

Abbildung 75: Aufbau einer einfachen On-line-Schaltung mit einem Schaltventil.
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Dabei wird die IAC-Kartusche mit Hilfe einer HPLC-Pumpe und eines Solventselektors
konditioniert, beladen und gewaschen. Parallel dazu wird die analytische Sdule mit der
mobilen Phase &quilibriert. Das 2-Wege-Schaltventil mit der TAC-Siule ist dafiir in
,Load“-Positon geschalten. AnschlieBend wird durch das Umschalten des Ventils in die
»Inject“-Position die TAC-Kartusche in den FEluentenstrom eingebunden, so dass die
Analyten im sog. ,,Backflush® vom Immunadsorber eluiert und direkt auf die analytische
Séule geleitet werden. Der IAC-Eluent fungiert dabei gleichzeitig als mobile Phase fiir die
analytische Trennung. Zur Zeitersparnis konnen die einzelnen Schritte im Ablauf so
aufeinander abgestimmt werden, dass wéhrend der zweiten IAC-Beladung die vorausge-
hende Probe analytisch getrennt und detektiert wird.

In der Praxis ist eine einfache Siulenschaltung jedoch nur dann mdglich, wenn es die
Eigenschaften des Antikorpers, besonders hinsichtlich seines Elutionsverhaltens, zulassen.
Zudem miissen die Elutionsbedingungen mit der nachfolgenden analytischen Trennung
kompatibel sein. Eine effektive analytische Trennung der schwach polaren SUs mittels RP-
Phase setzt beispielsweise flir die meisten der SU-Verbindungen eine Protonierung mittels
saurem Eluenten voraus. Da die Antikorper-Sdule direkt in den Elutionsstrom geschalten
wird, darf der Eluent auf den Antikorper jedoch nicht denaturierend wirken, da sonst eine
mehrfache Verwendung der IAC-Saule nicht moglich ist. Es wurde gepriift, inwieweit der
vorliegende pAk-R0O3 sdureempfindlich ist, da saure Pufferlosungen, wie z.B. Phosphat-
puffer in Mischung mit ACN Eluenten sowohl fiir die IAC als auch die anschlieBende
analytische RP-Chromatographie denkbar wéren (vgl. auch Abbildung 57). In der Praxis
kam diese apparativ einfachere Variante leider nicht in Frage, da fiir eine vollstindige
Elution der SUs der pH-Wert so stark erniedrigt werden musste, dass eine Denaturierung
des Antikorpers eintrat und die IAC-Kartusche somit nicht mehr verwendbar war.

In diesem Zusammenhang kann, bedingt durch die relativ langsame Dissoziationskinetik
der Antikorper-Analyt-Wechselwirkung, ein weiteres Problem auftreten. Eine kinetisch
bedingte, verzogerte Elution der IAC-Kartusche flihrt dazu, dass ein relativ groBBes Elu-
tionsvolumen notwendig ist, was zu Auflosungsproblemen bei der anschlieBenden analyti-
schen Trennung fiihrt. Daher ist in Abhéngigkeit vom Elutionsverhalten des eingesetzten
Antikorpers in der IAC oft die Nachschaltung eines weiteren Anreicherungsschrittes

notwendig.
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5.3 TAC/RP-SPE-Kombinationsschaltung

5.3.1 Aufbau und Zeitablauf

Aus diesen Griinden war die Entwicklung einer apparativ aufwindigeren On-line-Methode
notwendig, bei der zwei seriell hintereinander geschaltete 2-Wege-Schaltventile zwei

aufeinanderfolgende SU-Anreicherungsschritte ermdglichen.

Pumpe
Probe und Eluenten

Abfall \ __ -

1
1
|
% Mischen:
HPLC- -Schleife
Pumpen -Kammer
RP-SPE
Eluenten
1 Schaltventil Wasser
Analytische Saule
Detektor Abfall

Abbildung 76: Aufbau der eingesetzten On-line-Schaltung mit zwei Schaltventilen
und Mischschleife zur Wasserzumischung.

Die Analyse verlduft mittels dem in Abbildung 76 gezeigten Aufbau in folgender Reihen-
folge: Genau wie beim einfacheren Schaltsystem, erfolgt zundchst die Konditionierung,
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Anreicherung und das Waschen des Immunadsorbers {iber den Solvent-Selektor. Parallel
wird wiederum die analytische RP-Phase dquilibriert. Beide 2-Wege-Schaltventile befin-
den sich dabei in Position 0 (,,Load*). Dann wird zur Elution der IAC-Kartusche Ventil B
in Position 1 geschaltet, so dass die SUs mittels 30% ACN (v/v) eluiert werden und das
Eluat zur nachgeschalteten RP-SPE-Kartusche weitergeleitet wird. Ein direktes Aufbringen
des ACN-haltigen Eluats auf die RP-On-line-Vorsidule ist problematisch, da die Sulfonyl-
harnstoffe bei ACN-Gehalten grofer 5% nicht vollstindig angereichert werden. Daher ist
ein Zudosieren von Wasser zur Erniedrigung des ACN-Anteils vor der Aufgabe auf die
RP18-Vorsdule mittels einer weiteren HPLC-Pumpe notwendig. Zur Verbesserung der
RP18-Vorsdulen-Anreicherung durch SU-Protonierung wird das zudosierte Wasser zudem
angesduert. Als Mischvorrichtung zur Erzeugung eines turbulenten Fliissigkeitsstroms
dienen ein ,,Mixing-T* sowie ein ,,Mixing Coil*“. Durch die eingestellte Flussstirke der
Pumpe, die den Solvent-Selektor bedient und der Pumpe fiir die Wasserzumischung kann
innerhalb von 12 Minuten der ACN-Anteil unter 5% gebracht werden und dabei direkt die
RP-Vorsdulen beladen werden. Nach dem Beladen und Waschen der RP-Vorsdule wird
diese schlieBlich in Position 1 (,,Inject*) geschaltet; die SUs werden damit in den Eluen-
tenstrom der analytischen Trennung eluiert, getrennt und detektiert. Die einzelnen Schritte
konnen im Ablauf so aufeinander abgestimmt werden, dass wahrend der Chromatogramm-
Detektion einer Probe, die darauf folgende Probe bereits auf dem Immunadsorber angerei-
chert wird. Der Ablauf des Zeitprogramms ist in Tabelle 34 nochmals im Uberblick darge-
stellt.

Tabelle 34: Programmablauf der IAC/RP-SPE-On-line-Schaltung.
Zeit  Ventil A Ventil B Ventil C Vorgang
[min] (RP-SPE) (IA-SPE) Solvent-
Selektor
0.3  Position0 Position 0  Position 2  Konditionieren IAC-Siule
3.0 Position 3 Aufgabe der Probe auf IAC-Saule
13.0 Position4  Waschen IAC-Séule
Parallel: Konditionieren HPLC-Saule
18.0  Position0 Position I  Position 5  Elution IAC; Wasserzumischung
21.0  Position 0  Position 0  Position 2  Beladen RP-SPE; Wasserzumischung
Parallel: Konditionieren IAC-Siule
31.0  Position1 Position0 Position 3  Elution RP, HPLC-Trennung/Detektion
Position 4  Parallel: Aufgabe Probe 2, Waschen
56.0  Position0 Position1 Position5 Elution der 2. Probe von IAC-Siule
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Die RP-Vorsidule libernimmt in diesem Schaltsystem zwei Funktionen, sie schiitzt die IAC-
Kartusche vor dem sauren Eluentensystem der analytischen Trennung und reichert die
Analyten erneut an. Der hohe Grad an Automation spart zudem Arbeitskraft. Dennoch darf
nicht unerwihnt bleiben, dass der On-line-Verdiinnungsschritt zwischen IAC und RP-
Vorséule, der aufgrund der Stoffeigenschaften der SUs notwendig ist, einer aufwandigen
Optimierung bedarf und das System deutlich komplizierter macht. Die Einfiihrung eines
derartigen Systems diirfte sich aber trotz der Entwicklungsarbeit besonders bei groferen

Probenzahlen als effizient erweisen.

5.3.2  Ergebnisse

Mit der beschriebenen On-line-IAC/RP-SPE-HPLC-UV/DAD-Methode wurden Chroma-
togramme erhalten, die denen manuell injizierter Proben entsprachen. In Abbildung 77 ist

ein Chromatogramm der Anreicherung von MSM dargestellt.
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Abbildung 77: Chromatogramm der On-line-Anreicherung von 50 ng MSM mittels
TAC/RP-SPE-Kombinationsschaltung und HPLC-UV/DAD-Detek-
tion. Wiederfindung MSM: 54.3%.

Auffillig waren die drei Storpeaks am Anfang des Laufs, die wahrscheinlich von einge-
setzten RP-Material (hier: Oasis® HLB) stammten. Sie interferierten jedoch nicht mit SU-

Peaks und stellten daher kein Problem dar. Da im On-line-Betrieb das gesamte Proben-
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volumen durch analytische Séule und Detektor fliet und kein Splitting durch die Injek-
tionsschleife stattfindet, sollte sich die Nachweisstirke verdoppeln. Bei den vorliegenden
Experimenten wurden allerdings nur relativ geringe Wiederfindungen von rund 50%
erzielt. Durch Entnahme von Proben an verschieden Stellen des Systems, die anschlie3end
off-line angereichert und vermessen wurden, konnte als Schwachstelle des Systems die
Wasserzumischung zwischen RP-SPE und TAC-Séule ermittelt werden. Durch Variationen
im Zeitablauf, wie z.B. der Dauer des Mischschrittes, oder in den Mischvolumina konnte
jedoch keine Verbesserung erzielt werden. Auch bei der Anreicherung mehrerer SUs
gleichzeitig lagen die Wiederfindungen im Bereich von ca. 50% (vgl. Abbildung 78).
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Abbildung 78: Chromatogramm der On-line-Anreicherung von je 100 ng (1) Cino-
sulfuron (Wiederfindung: 54.3%), (2) Chlorsulfuron (Wiederfindung
51.2%) und (3) Imazosulfuron (Wiederfindung: 45.5%) mit IAC/RP-
SPE-Kombinationsschaltung und HPLC-UV/DAD-Detektion.

5.4 Weitere Optimierungsmoglichkeiten

Da die Wiederfindungsraten bei den vorgestellten Versuchen noch nicht zufriedenstellend
sind, muss das bestehende System weiter optimiert werden. Aufgrund durchgefiihrter
Versuche zur Losung der beschriebenen Probleme wurde festgestellt, dass der Hauptteil
des Analytverlusts beim On-line-Mischschritt auftritt. Die bisher verwendete einfache
Mischschleife von 2 m Lénge, welche zur Begiinstigung eines turbulenten Fliissigkeits-
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stromes verdrillt wurde, reicht offensichtlich nicht aus, um das IAC-Eluat (30% ACN)
ausreichend mit Wasser zu verdiinnen, so dass die anschlieBende RP18- bzw. RP-Poly-
merphasen-SPE ohne Durchbruch von SU-Analyten erfolgen kann. Auf dem Laborgeréte-
markt werden sog. dynamische Hochdruck-Gradientenmischer angeboten. Dabei handelt es
sich um Mischkammern mit Innenvolumina von etwa 100 bis 2500 pL, bei denen der
Innenraum kontinuierlich aktiv gemischt bzw. geriihrt wird. Mit einer derartigen apparati-

ven Aufwertung des Systems sollten bessere Wiederfindungsraten erzielt werden koénnen.

AuBerdem muss bedacht werden, dass die Ursachen fiir die reduzierten Wiederfindungen
im vorliegenden Fall grundsitzlich auf die polaren Eigenschaften der SUs zuriickzufiihren
sind. Bei der Anwendung des in III 5.3.1 beschriebenen Schaltsystems auf weniger polare
Analyten ist die RP-Anreicherung im zweiten Anreicherungsschritt einfacher, da ein
Losungsmittelanteil dann nicht zwingend zum Durchbruch von Analyten durch die On-
line-RP-SPE fiihrt. Dem Mischschritt kommt somit nicht mehr die Bedeutung bei, wie im
gegebenen Fall bei polaren Substanzen. Eine Anwendung des aufgezeigten Systems auf
Analyten geringerer Polaritdt ist daher einfacher. CICHNA ET AL. konnten bei einem &hn-
lichen Aufbau fiir Pyren zeigen, dass fiir unpolare Substanzen ein Mischschritt nicht not-
wendig ist, um [AC und RP-SPE seriell hintereinander zu schalten und eine quantitative
Anreicherung zu erzielen [297].

5.5 Eignung von SGG-IAC-Adsorbern fiir die On-line-Anreicherung

Die eingesetzten SGG-gecoateten Silikatpartikel mit immobilisiertem pAk-R03 erwiesen
sich fiir die On-line-Applikation als gut geeignet. Die anfangs auftretenden Probleme mit
den wenig druckstabilen monolithischen SGG-Adsorbern, die zu Partikelabrieb und damit
zu Riickdruckproblemen im HPLC-System fiihrten, konnten durch die Coating-Strategie
behoben werden. Die mehrmalige Verwendung der IAC-Sdulen in Folge flihrt nicht zu
einer merklichen Verschlechterung der Performance. Die On-line-IAC-Kartuschen konnten
wie im Off-line-Betrieb mindestens 10 Mal verwendet werden, ohne dass der Antikdrper
inaktiviert wurde oder Riickdruckprobleme auftraten. Damit konnte gezeigt werden, dass
Sol-Gel-basierte Immunadsorber auch im On-line-Betrieb eine gute Alternative zu kova-
lent gebundenen Antikorpersdulen darstellen. Nach erfolgter Optimierung der Herstel-
lungsbedingungen lésst sich die Prozedur einfach reproduzieren. Die Handhabung erfolgt
wie bei herkdmmlichen On-line-SPE-Kartuschen, es bedarf nach Gebrauch lediglich einer
kiihlen Lagerung in Pufferlosung, um die Antikdrper aktiv zu halten. Durch Experimente
mit alternativen Silikatrdgermaterialien, variierender SGG-Zusammensetzung und Her-
stellungsprozedur, konnte zukiinftig versucht werden, den immobilisierten Antikorper
langer stabil zu halten und die Einsatzdauer der Adsorber zu erh6hen.
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IV ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Sulfonylharnstoftherbizide finden breite Anwendung in der Landwirtschaft. Die Leistungs-
fahigkeit der relativ jungen Herbizidklasse fiihrt dazu, dass sie in vergleichsweise niedri-
gen Anwendungsmengen eingesetzt werden konnen. Darin begriindet sich auch die Not-
wendigkeit sehr sensitiver Methoden fiir die Spurenanalytik der Sulfonylharnstoffe in
Umwelt- und Lebensmittelproben.

Wihrend die klassische Pflanzenschutzmittelanalytik vor allem auf der Gaschro-
matographie mit diversen selektiven Detektoren basiert, zielen neuere Methoden auf die
Fliissigchromatographie mit massenspektrometrischer Detektion. Diese erlaubt eine
Erweiterung des erfassbaren Substanzspektrums und senkt gleichzeitig durch gesteigerte
Selektivitdt und Sensitivitit die Anforderungen an Probenaufarbeitungsschritte hinsichtlich
Reinigung und Konzentrierung deutlich. Aufwéndige Multi-Methoden zur Wirkstoff-
extraktion, die auf der Verwendung von Losungsmitteln beruhen, sollen zudem durch
l6sungsmittelsparende Verfahren, wie beispielweise die Festphasenextraktion, ersetzt
werden. Ein weiterer Trend ist die Effizienzsteigerung durch Miniaturisierung, Verein-
fachung und Automation der klassischen Verfahren.

Aufgrund der komplexen Matrixzusammensetzung von Umweltproben und Lebensmitteln
ist zur Erlangung von quantitativ zuverldssigen Analyseergebnissen im Spurenbereich oft
auch fiir die LC-MS(/MS) eine selektive Anreicherung der Analyten notwendig. Die seit
Anfang der 60er Jahre eingesetzten und fortwihrend weiterentwickelten Multi-Methoden
erfassen mittlerweile beinahe 400 Pflanzenschutzmittelwirkstoffe. Das in der Methoden-
sammlung nach § 35 LMBG festgelegte und auf der DFG-Sammelmethode S19 basierende
standardisierte Analyseverfahren wird zunehmend von modularen Methoden abgeldst, die
je nach Zielsetzung fiir jeden Arbeitsschritt eine Reihe von Alternativen vorsehen. Insbe-
sondere eine Reihe von sog. ,,Problemwirkstoffen* 1dsst sich durch ihre Stoffeigenschaften
nicht in die bestehenden Multi-Methoden integrieren. Dazu gehoren auch die Sulfonyl-
harnstoffe, die aufgrund ihrer Thermolabilitit fiir die Gaschromatographie nicht direkt
zuginglich sind und durch ihre Polaritdt bei saurem pH-Wert extrahiert werden miissen.
Daher ist fiir diese Stoffklasse eine spezielle Methodik notwendig, die jedoch als Modul
fiir ein Multi-Methoden-System angewandt werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher eine Immunoaffinitits-Festphase entwickelt, die
die klassenspezifische Anreicherung von Sulfonylharnstoffherbiziden ermdglicht. Daneben
wurde ein ELISA-Screeningtest (,,Sulfuron Screen) entwickelt, der als qualitativer
Schnellnachweis von Sulfonylharnstoffherbiziden eingesetzt werden kann. Des Weiteren
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wurde die Anwendbarkeit der beiden Methoden in der Umwelt- und Lebensmittelanalytik

gezeigt.

Grundvoraussetzung fiir die beiden immunologischen Analyseverfahren war zunédchst die
Herstellung eines spezifischen Antikorpers von moglichst breiter Kreuzreaktivitit gegen-
tiber Sulfonylharnstoffen, da das Anwendungsspektrum durch die Antikodrpererkennung
begrenzt ist. Ein fiir den Analyten Metsulfuron-methyl spezifisches polyklonales Serum
stand zu Beginn des Projektes bereits zur Verfiigung und konnte fiir Vorversuche genutzt
werden. Die Immunisierungsstrategie zur Generierung eines SU-Breitbandantikorpers
verfolgte die Zielsetzung, dem Immunsystem moglichst verschiedene und innerhalb der
Herbizidklasse hdufig vorkommende Reprasentanten von SU-Molekiilteilen zu présentie-
ren. Daflir wurden 3 Haptene ausgewdhlt, die einen ,,rechten” bzw. ,,linken” Molekiilteil
der SUs sowie ein SU-Gesamtmolekiil reprasentierten. Jeweils 2 Kaninchen wurden mit
den 3 unterschiedlichen Immunogenen immunisiert. Ein weiteres Tier wurde mit einer

Mischung der drei Immunogene immunisiert.

Fiir die Synthese der drei Immunogene war zunéchst die Einflihrung einer Spacergruppe
ins Ausgangsmolekiil notwendig. Dies erfolgte durch Umsetzung mit Bernsteinsdure-
anhydrid. Die dabei entstehende Carboxylfunktion am Ende der Spacergruppe konnte
wiederum mittels der Aktivestermethode mit €-Aminogruppen der Lysinreste verschiede-
ner Proteine (KLH, BSA und POD) umgesetzt werden. Die Kopplungsprodukte der drei
Haptene mit KLH dienten als Immunogene, mit BSA als Coating-Antigene im indirekten
ELISA und mit POD als Tracer im direkten ELISA. Die zur Immunisierung dienenden
KLH-Konjugate wiesen Haptenkopplungsdichten von 14 bis 20% auf und wurden den
Kaninchen iiber einen Zeitraum von 34, 52 oder 84 Wochen verabreicht. Gleichzeitig
wurden mehrere Miuse mit der Zielsetzung der monoklonalen Antikdrperproduktion
immunisiert. Ausnahmslos alle Tiere produzierten Antikdrper gegen die entsprechenden
Haptene. Aus 11 Fusionen konnten lediglich 2 Klone gewonnen werden, die eine ausrei-
chend starke Affinitdt zum Tracer zeigten. Die beiden gewonnenen monoklonalen Anti-
korper zeigten jedoch keine breite SU-Erkennung. Aus 24 getesteten SUs wurde lediglich
eine geringe Kreuzreaktivitit gegeniiber Tribenuron-methyl festgestellt. Daneben reagier-
ten sie zwar mit Atrazin, Simazin und dem Hapten, dies war aber fiir die gewiinschte
Anwendung ohne Bedeutung.

Unter den polykonalen Kaninchenseren erwies sich pAk-R03 als auflergewohnlich breit-
bandig, mit Kreuzreaktivititen gegeniiber 19 Sulfonylharnstoffherbiziden. Dieses war
somit optimal flir den Einsatz in der Immunoaffinititsanreicherung und fiir die Entwick-
lung eines klassenspezifischen ELISA geeignet.

Der klassenspezifische SU-ELISA (,,Sulfuron Screen®) kann als schneller Nachweis fiir
eine ganze Gruppe von SUs eingesetzt werden, so dass anhand des Screeningergebnisses,



IV Zusammenfassung und Ausblick 183

das eine Positiv-Negativ-Information liefert, entschieden werden kann, ob die
aufwindigere Anreicherung fiir die HPLC oder Massenspektrometrie erforderlich ist. Es
wurde ein direktes ELISA-System entwickelt und seine Anwendbarkeit mit gespikten
Realwasserproben gepriift. Fiir die ELISA-Entwicklung war zunéchst die Synthese eines
neuen POD-Tracers ohne Spacerbriicke notwendig, da aufgrund von spacerspezifischen
Antikorpern im polyklonalen Serum Spacererkennungseffekte (,,Spacer Recognition®) zu
einem stark erhohten Basissignal flihrten, die durch die Tracervariation beseitigt werden
konnten. Das direkte ELISA-System erwies sich fiir 16 SUs als sehr sensitiv mit
Nachweisgrenzen zwischen 8 und 100 ng/L je nach SU-Verbindung. Die Anwendbarkeit
fiir verschiedene Oberflichenwisser, Kldranlagenabldufe sowie -zuldufe wurde gezeigt.
Dabei traten teilweise Matrixeffekte auf, die durch ein 15- bis 30-faches Verdiinnen der
Probe beseitigt werden konnten. Bei einer Messkampagne in Zusammenarbeit mit dem
Bayerischen Landesamt fiir Wasserwirtschaft konnte keine SU-Belastung der untersuchten
Waisser festgestellt werden.

Fiir die Herstellung des Immunadsorbers wurde die IgG-Fraktion des Antiserums mittels
Protein A chromatographisch gereinigt und dann in Sol-Gel-Glas immobilisiert. Einerseits
wurden die erhaltenen biokeramischen Monolithen vermahlen und direkt als Adsorber-
material eingesetzt, andererseits wurde das antikérperhaltige Sol-Gel in Form eines
Coatings auf druckstabile pordse Silikatpartikel aufgebracht. Erst dadurch war eine On-
line-Anwendung des Materials moglich, da sich gemahlenes Monolithmaterial als wenig
druckstabil erwies. Die beiden Adsorbervarianten wurden auf ihre Anreicherungseigen-
schaften fiir SUs aus verschiedenen Matrices, ihr Anwendungsspektrum und ihre Stabilitét
getestet. Mit 2 mg immobilisierten Antikorper pAk-R03 wurden Kapazitdten von 200 bis
460 ng fiir 20 SUs erreicht. Eine unspezifische Bindung von SUs an das SGG-Adsorber-
material wurde nicht festgestellt. Obwohl die Kapazitidt mit zunehmender Zahl der Bela-
dungs- und Elutionszyklen abnimmt, bleiben die Adsorber funktionstiichtig, jedoch unter
Berticksichtigung der entsprechend geringeren Kapazitit. Eine 10- bis 15-fache Wieder-
verwendung ist deshalb moglich. Bei sachgerechter Lagerung in azidhaltiger PBS-Puffer-
16sung bei 4°C bleibt die Aktivitit des immobilisierten Antikdrpers mindestens 6 Monate
erhalten. Bei niedrigeren Analytkonzentrationen und gleichzeitigem groBem Kapazitits-
puffer konnen auch niederaffine Verbindungen angereichert werden, wohingegen bei
hohen Analytkonzentrationen vorzugsweise SUs mit hoher bis mittlerer Affinitdtskonstante
angereichert werden. GroBle Vorteile zeigte der Immunadsorber im Vergleich zu
herkdmmlichen kommerziellen SPE-Phasen hinsichtlich seiner Selektivitdt. Wéahrend bei
RP-SPE-Anreicherung von Flusswasserproben bereits starke Matrixeffekte im Chro-
matogramm auftraten, war das Chromatogramm der Immunanreicherung frei von Stor-
peaks mit sauberer Basislinie. Deshalb ist eine Anwendung auf die Matrix Wasser prob-
lemlos mdglich, auch in Verbindung mit der wenig selektiven UV/DAD-Detektion. Die

Kombination der immunologischen Anreicherung mit selektiveren Detektionsmethoden,
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wie der MS bzw. MS/MS bietet eine gute Mdglichkeit auch schwierige Matrices, wie
Lebensmittelproben, ausreichend sensitiv zu analysieren. Fiir Kartoffel- und Getreide-
proben wurden zwei verschiedene Extraktionsverfahren fiir SUs etabliert und mit der IAC
kombiniert. Bei den LC-MS/MS-Messungen der Immunadsorber-Extrakte von Lebens-
mittelproben, die in Kooperation mit dem Fraunhofer-Institut fiir Molekularbiologie und
Angewandte Okologie durchgefiihrt wurden, konnten bis zu 12 von 16 getesteten SUs mit
hohen Wiederfindungen von iiber 80% bestimmt werden. Zwar wurde hier ein Matrix-
effekt bei den Getreideproben deutlich, dieser diirfte aber zu einem groflen Teil auch auf
Wechselwirkungen zwischen den Analyten und Matrixbestandteilen zuriickzufiihren sein.

Durch die On-line-Applikation ist zudem ein hoher Automatisierungsgrad moglich, der
den Personalaufwand und damit die Analysekosten minimiert. Aufgrund der vergleichs-
weise langsamen Kinetik der Antikorperbindung und dem daraus resultierenden grof3en
Elutionsvolumen sollte i.d.R. ein weiterer On-line-Anreicherungsschritt nachgeschaltet
werden. Im vorliegenden Fall diente der zweite ,,Schaltkreis® aber vor allem dazu, den
Antikorper vor dem sauren Eluenten im analytischen Strom zu schiitzen. Dies fiihrt zwar
zu einem komplexeren HPLC-System, dessen Etablierung sich aber insbesondere bei
hohem Probenaufkommen als wirtschaftlich erweisen diirfte. Demgegeniiber bietet die
Off-line-Anwendung eine wesentlich hohere Flexibilitdt, da einzelne Anreicherungs- und
Aufreinigungsschritte in beliebiger Reihenfolge kombiniert werden konnen. Sie ist bei
Verwendung von entsprechenden Arbeitsstationen fiir die Festphasenanreicherung auch

nur wenig arbeitsintensiv.

Bei der vorgestellten On-line-IAC/RP-SPE-HPLC-UV/DAD-Methode besteht hinsichtlich
des On-line-Mischschrittes zwischen [AC- und RP-Anreicherung noch Entwicklungs-
potential. Aufgrund der Polaritit der SU-Analyten ist eine Erniedrigung des ACN-Anteils
des TAC-Eluenten auf unter 5% notwendig, um eine quantitative Retention bei der nach-
folgenden RP-Anreicherung erreichen zu konnen. Durch den Einsatz eines dynamischen
Gradientenmischers liee sich die On-line-Wasserzumischung sehr wahrscheinlich effi-
zienter gestalten und damit der Analytverlust zwischen IAC und RP-SPE minimieren. Bei
einer Ubertragung des Systems auf unpolare Analyten kann der Verdiinnungschritt auch
ganz entfallen, weshalb eine Anwendung in diesem Bereich leichter realisierbar ist. Der
On-line-IAC-Adsorber selbst ist fiir die On-line-Anwendung gut geeignet. Die verwende-
ten SGG-gecoateten Silikatpartikel haben sich als druckstabil erwiesen. Die Antikorper-
aktivitat verhalt sich wie vorausgehend fiir die Off-line-Anwendung beschrieben.

Als alternative Strategie konnte man auch mit einem On-line-Kartuschentransportsystem
bei einmaliger TAC-Verwendung die Adsorber unter antikérperdenaturierenden Bedin-
gungen direkt in den analytischen Strom eluieren. Damit wiirde zwar die Moglichkeit der
Mehrfachverwendung verloren gehen, der Automationsgrad konnte jedoch durch die
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Schaltung auf die ndchste funktionstiichtige Kartusche erhalten bleiben. Der auftretende
Kapazititsverlust der Immunadsorber bei mehrmaliger Benutzung fiihrt ohnedies zu der
Frage, ob bei einer moglichen Vermarktung des Adsorbers, ein Einweg-Produkt anzustre-
ben wire, um gleichbleibende Eigenschaften garantieren zu konnen. Dies wére aber

vermutlich nicht die kostenglinstigste und ressourcensparendste Variante.

AbschlieBend lésst sich feststellen, dass der entwickelte Immunadsorber fiir eine grof3e
Gruppe von bis zu 20 SUs einsetzbar ist und besonders als Festphase fiir die Off-line-
Anreicherung ein einfach zu handhabendes, breit anwendbares Analysetool fiir die LC-
MS/MS darstellt, das problemlos in Multi-Analysemethoden integriert werden kann. Durch
den Einsatz von druckstabilen Silikattrdgern, die mit einem bioaktiven Sol-Gel-Coating
beschichtet wurden, konnten auBerdem fiir die On-line-Anwendung geeignete Adsorber
hergestellt werden. Fiir die Zukunft wére neben der Entwicklung von weiteren Anwen-
dungsmoglichkeiten auch eine detailliertere Charakterisierung des Sol-Gel-Immunad-
sorber-Materials auf molekularer Ebene wiinschenswert, um den Herstellungsprozess

weiter optimieren zu konnen.
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V EXPERIMENTELLER TEIL

1 Geriate und Zubehor

1.1 Probenvorbereitung

Baker Bond Speedisk Extraction Disk
Envi-Carb® SPE-Kartuschen
Ganzglas-Vakuumfiltrationsgerdt 16309
LiChrolut”® Fritten (PTFE), Porositit 10 pm
LiChrolut® Glassiulen 3, 5 und 8 mL
LiChrolut® SPE-Kartuschen

Oasis® HLB SPE-Kartuschen, Icc, 3cc
Oasis® MAX SPE-Kartuschen, lcc
Parafilm M, 4 x 250 ft.

Peristaltikpumpe ISM 726

pH-Meter, Piccolo plus, HI 1295
Reinstwasseranlage Milli Q plus 185
Rotationsverdampfer Rotavapor RE 111
SPE-Arbeitssation Visiprep

StrataX™ SPE-Kartuschen

Ultra Turrax® T25 basic

Whatman Glasfaserfilter GF/C, & 4.7 cm
Zentrifuge EBA 3S

1.2 Immunadsorberpriparation

Einmalkiivetten 1.5 mL

HighTrap Protein A Sédulen 1 mL
Lyophilisator Lyovac GT2
Mikroprézisionssieb, 32 pum
Reaktionsgefdflie PP 1.5 mL

Rohre mit Verschluss (76 x 20 mm)
Schall-Siebmaschine Analysette 28
Schiittler Reax 2

Thermoblock TB1
UV-VIS-Spektrophotometer DU 650

DVB-8068-06, Baker, Deventer, NL
57088, Supelco, Bad Homburg
Sartorius, Gottingen

1.19891, 1.19827, Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

1.02023, Merck, Darmstadt
WAT094225/6, Waters, Eschborn
186000366, Waters, Eschborn
American Nat. Can, Greenwich, USA
Ismatec, Wertheim-Monfeld

Neolab, Heidelberg

Millipore, Eschborn

Buchi, Flawil, Schweiz

Supelco, Bad Homburg

8BS100, Phenomenex, Aschaffenburg
IKA, Staufen

516F2311, Merck, Darmstadt
Hettich, Tuttlingen

Brand, Wertheim

Amersham Pharmacia, Freiburg
Finn-Aqua, Helsinki

Fritsch GmbH, Idar-Oberstein

Brand, Wertheim

Sarstedt, Niimbrecht

Fritsch GmbH, Idar-Oberstein
Heidolph, Schwabach

Biometra, Gottingen

Beckman Instruments, Fullerton, USA
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1.3 ELISA

Delfia Platewasher, Typ 1296 026
Incubator/Shaker HT iEMS
8-Kanal-Pipetten, 20-300 pL
Mikrotiterplatten, F-Form
Orbital-Schiittler fiir MTP, EAS 2/4
Origin 6.0, Datenverarbeitungssoftware
Pipetten und Multipetten

SLT Easy Reader 340 ATC
ThermalSeal Film

1.4 HPLC-UV/DAD

Column Prefilter (2 um)
Controller SCL-6B

Degasser DGU-14A
HPLC-Séule (250 x 4.6 mm)
Prontosil 120-3-C;3-AQ, 3 pm

HPLC-Séule LiChroCART® (250 x 4 mm)

LiChrospher® 100, RP-18e, 5 um
Polypure II 4mm Spritzenfilter 0.45 um
Pumpen LC-6A

Pumpe Merck-Hitachi L 6000A
Saulenofen CTO-10A

Software Class-VP™

Spritzenfilter 25 mm 0.2 um PTFE
UV-VIS Detektor SPD-M6A

Ventile FCV-2AH, 6-Port, 2-Position
Ventil FCV-3AL, 7-Port, 6-Position
Vorsdule Cis (4 mm L x 3 mm ID)

1.5 LC-MS(/MS)

Agilent nLC-MSD/SL 1100-System
HPLC-Séule Inertsil Cig (150 x 3.0 mm)
ODS 3,5 um

MassLynx™ 4.0 Software

Quadrupole MS/MS Ultima™ Pt

Wallac ADL, Freiburg
Labsystems, Helsinki, Finland
Eppendorf, Hamburg

Greiner, Frickenhausen

SLT Labinstruments, Crailsheim
Microcal Inc., Northhampton, USA

Eppendorf, Hamburg

SLT Labinstruments, Crailsheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Alltech, Unterhaching
Shimadzu, Duisburg
Shimadzu, Duisburg

Bischoff NC, Leonberg

Merck, Darmstadt
Alltech, Unterhaching
Shimadzu, Duisburg
Merck, Darmstadt
Shimadzu, Duisburg
Shimadzu, Duisburg
Alltech, Unterhaching
Shimadzu, Duisburg
Shimadzu, Duisburg
Shimadzu, Duisburg
Phenomenex, Aschaffenburg

Agilent, Waldbronn
MZ-Analytical, Mainz

Micromass, Milford, USA
Micromass, Milford, USA
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Waters Alliance® HT 2795 LC
Zorbax SB-Phenyl Spezial-Séule
(1 x 250 mm), 5 um

1.6 Synthesen

DC-Alufolien Kieselgel 60 Fas4, 5 x 10 cm
Dialyseschlauch Sevapor®
Gelchromatographie-Séaulen PD-10,
Sephadex G-25M

'H-NMR-Spektrometer, Bruker ARX 300
Nuts, NMR-Auswertungssoftware, V 5.084
Slide-A-Lyzer® Dialyse-Cassette, 3-15 mL

Waters, Eschborn
Agilent, Waldbronn

1.16834, Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Amersham Pharmacia, Freiburg
Bruker Instruments Inc., USA
Acorn NMR, Livermore, USA
Pierce, Rockford, USA
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2 Chemikalien und Reagenzien

Acetonitril, Chromasolv®, gradient grade

Acetonitril-ds;, Deuterierungsgrad min. 99.95%

Albumin Standard 2.0 mg/mL
Ameisensdure, p.a.

BCA-Test, MikroBCA™, Reagent A/B/C
Bernsteinsdureanhydrid

Bovine Serum Albumin (BSA), Fraktion V
Chloroform-d, Deuterierungsgrad min. 99.8%

Cyclohexan, p.a.
1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU)
Dikaliumhydrogenphosphat, 99%
N,N-Dimethylformamid, p.a.
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N ethyl-
carbodiimid-hydrochlorid
Dimethylsulfoxid, p. a.
Di-(N-succinimidyl)-carbonat

Dioxan, wasserfrei

Eialbumin, (Ovalbumin) Grade I1
Essigsédure, 100%, p.a.

Ethanol, p.a.
N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimid-hydrochlorid (EDC)
Freundsches Adjuvans (inkomplett)
Freundsches Adjuvans (komplett)
v-Globulin aus Rinderserum (Cohn Fr. II)
Glycerin, MicroSelect, > 99.5%
n-Hexan, LiChrosolv®

Huminsédure, Natriumsalz
N-Hydroxysuccinimid, purum
Kaliumdihydrogencitrat, reinst
Kaliumdihydrogenphosphat, reinst
di-Kaliumhydrogenphosphat, reinst
Kaliumhydroxid, Plitzchen, p.a.
Kaliumsorbat

Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH)
Meerrettichperoxidase (POD), Typ VI-A

34851 Riedel de Haen, Seelze
1.13753, Merck, Darmstadt

23209, Pierce, Rockford, USA
8.22254, Merck, Darmstadt
23231/2/3, Pierce, Rockford, USA
14089, Fluka, Buchs, Schweiz
11930, Boehringer, Ingelheim
15,182-3, Sigma-Aldrich, Steinheim
1.09666, Merck, Darmstadt
13,900-9, Sigma-Aldrich, Steinheim
04248, Riedel-de-Haen, Seelze
1.03053, Merck, Darmstadt

8.00907, Merck, Darmstadt
1.16743, Merck, Darmstadt
43720, Fluka, Buchs, Schweiz
1.03110, Merck, Darmstadt
A-5253, Sigma-Aldrich, Steinheim
1.00063, Merck, Darmstadt
1.00983, Merck, Darmstadt

03449, Fluka, Buchs, Schweiz
0638-60, Difco, Augsburg
0639-60, Difco, Augsburg

22550, Serva, Heidelberg

49769, Fluka, Buchs, Schweiz
1.04391, Merck, Darmstadt

7824, Roth, Karlsruhe

804518, Merck, Darmstadt

60214, Fluka, Buchs, Schweiz
60219, Fluka, Buchs, Schweiz
04248, Riedel de Haen, Seelze
30603, Sigma-Aldrich, Steinheim
S-1751, Sigma-Aldrich, Steinheim
H-7017, Sigma-Aldrich, Steinheim
P-6782, Sigma-Aldrich, Steinheim
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Meerrettichperoxidase (POD), aktiviert
MES (2-[N-Morpholino]ethansulfonsdure)
Methanol, p.a.

Methanol, LiChrosolv®
N-Methyl-N-nitroso-p-toluolsulfonamid
Natriumacetat, p.a.

Natriumazid, p.a.

Natriumcarbonat, wasserfrei, p.a.
Natriumchlorid, Microselect
Natriumcitrat, p.a.

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, reinst

Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogencarbonat, p.a.

di-Natriumhydrogenphosphat- Dihydrat, p.a.

Natriumhydroxid, Pldtzchen, p.a.
Natriumsulfat, wasserfrei, p.a.
Salzsédure, rauchend, 37%, p.a.
Schwefelsdure, 98%, p.a.
Sorbinsédure, Kaliumsalz, p.a.
Sulfo-NHS (N-Hydroxysuccinimid)
Tetramethoxysilan, p.a.
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB)
2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS),
fiir die Molekularbiologie
Trifluoressigsdure, Uvasol®”

TRIS, ultra pure

Tween 20

Wasserstoffperoxid, 30%, reinst

31488, Pierce, Rockford, USA
M-8250, Sigma-Aldrich, Steinheim
1.06009, Merck, Darmstadt
1.04391, Merck, Darmstadt
D-2,800-0, Sigma-Aldrich, Steinheim
32319, Riedel-de-Haen, Seclze
S-2002, Sigma-Aldrich, Steinheim
6395, Merck, Darmstadt

71376, Fluka, Buchs, Schweiz
1.106448, Merck, Darmstadt
1.06345, Merck, Darmstadt
8.17034, Merck, Darmstadt
1.06329, Merck, Darmstadt
71643, Fluka, Buchs, Schweiz
1.06495, Merck, Darmstadt
1.06649, Merck, Darmstadt
84422, Fluka, Buchs, Schweiz
1.00732, Merck, Darmstadt
85520, Fluka, Buchs, Schweiz
24510, Pierce, Rockford, USA
87680, Fluka, Buchs, Schweiz
1.08622, Merck, Darmstadt
P-2297, Sigma-Aldrich, Steinheim

93362, Fluka, Buchs, Schweiz
1.08262, Merck, Darmstadt
819623, ICN Biomedicals, USA
1.09280, Merck, Darmstadt
1.08597, Merck, Darmstadt



192

3 Antikorper

Tabelle 35: Eingesetzte Antikorper im Uberblick.

Bezeichnung Typ Tier, Label Hersteller

anti-MSM-Ak pAk Kaninchen Simon [389]

pAk-RO1; pAk-R02 pAk Kaninchen Degelmann, diese Arbeit
pAk-R03; pAk-R04 pAk Kaninchen Degelmann, diese Arbeit
pAk-RO5; pAk-R06 pAk Kaninchen Degelmann, diese Arbeit
pAk-RO7 pAk Kaninchen Degelmann, diese Arbeit
mAk-MO1; mAk-M02 mAk Maus Degelmann, diese Arbeit
anti-BTX-Ak pAk Kaninchen Bayer [404]
anti-Diclofenac-Ak pAk Kaninchen Deng [405]
anti-Kaninchen-IgG (H+L) pAk Ziege 31210, Pierce, Rockford, USA
anti-Maus-IgG (H+L) pAk Ziege 31160, Pierce, Rockford, USA
anti-Kaninchen-IgG-POD  pAk Ziege, 31460, Sigma-Aldrich,

POD-Konjugat  Steinheim

anti-Maus-IgG-POD pAk Ziege, A-4416, Sigma-Aldrich,
POD-Konjugat  Steinheim
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4 Standards

Haptene:
1: 2-Methylester-phenylsulfonamid

2: 2-[[[[(4,6-Dimethoxy-2-pyrimidyl)amino]-
carbonyl]amino]sulfonyl]-2-(carboxymethyl-
benzol)-4-[[methyl]amino]bernsteinsdure

3: 6,4-(Methoxy-6-methyl-1,3,5-triazinyl-

2-amino)hexansiure

Sulfonylharnstoffherbizide:
Amidosulfuron
Azimsulfuron
Bensulfuron-methyl
Cinosulfuron
Chlorimuron-ethyl
Chlorsulfuron
Cyclosulfamuron
Ethametsulfuron-methyl
Ethoxysulfuron
Flazasulfuron
Flucarbazon
Flupyrsulfuron-methyl-Natrium
Halosulfuron-methyl
Imazosulfuron
Iodosulfuron-methyl
Mesosulfuron-methyl
Metsulfuron-methyl
Nicosulfuron
Oxasulfuron
Primisulfuron-methyl
Propoxycarbazon
Prosulfuron
Pyrazosulfuron-ethyl
Rimsulfuron
Sulfometuron-methyl
Sulfosulfuron
Thifensulfuron-methyl

Dr. Wenger, Syngenta, Basel

Dr. Wenger, Syngenta, Basel

Dr. Franek, VRI Brno, CZ

C 10162000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
L 10355000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 10498000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 11668000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 11325000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 11610000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
XA 11836500, Dr. Ehrenstorfer, Augsb.
C 13222000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
46300, Riedel-de-Haen, Seelze

C 13655600, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
Fa. Bayer, Monheim

L 13802500, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
L 14059500, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
L 14283550, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
L 14343500, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 14913500, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 15220000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 15515000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 15781500, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 16288000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
Fa. Bayer, Monheim

C 16546000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 16611500, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 16815000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 17009000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
L 17009500, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 17466000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
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Triasulfuron
Tribenuron-methyl
Triflusulfuron-methyl

Triazine:
Atrazin

Simazin

Phenylharnstoffherbizide:
Diflubenzuron
Flufenoxuron

Monolinuron

Triflumuron

Sulfonylharnstoff-Antidiabetika:
N1-(Butylcarbamoyl)-sulfonylamid
Glibenclamid

Gliclazid

Glipizide

C 17648000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 17662000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 17851500, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg

C 103300, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 16950000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg

C 12630000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 13712000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 15310000, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
C 17844300, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg

S-385433, Sigma-Aldrich, Steinheim
G-0639, Sigma-Aldrich, Steinheim
G-2167, Sigma-Aldrich, Steinheim
G-117, Sigma-Aldrich, Steinheim
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5 Pufferlosungen

5.1 Enzym-Immunoassay

Carbonatpuffer (Coating-Puffer, pH 9.6) 1.59 g (15 mM) Na,COs
2.93 g (25 mM) NaHCO;3
0.20 g (3 mM) NaN3
ad 1 L bidest. H,O

Phosphat-Kochsalz-Puffer (PBS, pH 7.6) 1.56 g (10 mM) NaH,PO,, Dihydrat
12.46 g (70 mM) Na,HPOy,, Dihydrat
8.50 g (145 mM) NaCl
ad 1 L bidest. H,O

Stopplésung 5% HaSOy4 (v/v)
0.01% Natriumdodecylsulfat (w/v)

Substratlosung (ELISA) 25 mL Substratpuffer
500 pL TMB-Lo6sung
100 puL H,O,-Stammldsung

Substratpuffer (pH 3.8) 46.4 g (200 mM) KH,-Citrat
0.1 g K-Sorbat
ad 1 L bidest. H,O

TMB-Stammlosung 0.375 g 3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin
5 mL DMSO
20 mL MeOH

Waschpuffer (PBS-Tween, pH 7.6) 5.9 g (34 mM) KH,POy4, Dihydrat

65.3 g (311 mM) K,HPOy4, Dihydrat
51.0 g (873 mM) NaCl

30 mL Tween 20

ad 1 L bidest. HO

Wasserstoffperoxid-Stammldsung 3 mL 30% Wasserstoffperoxid
ad 100 mL bidest. H,O
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5.2 Immunadsorber

Glycinpuffer (0.1 M, pH 2 bis 4)

Kochsalzlosung (100 mM)

Phosphat-Kochsalz-Puffer (PBS, pH 2-12)

Phosphatpuftfer ( 0.1 M, pH 2 bis 12)

5.3 Protein A-Aufreinigung

Bindungspuffer TRIS-HCI (0.05 M, pH 8.6)

Elutionspuffer Natriumcitrat (0.1 M, pH 3.5)

Neutralisationspuffer TRIS (1 M, pH 8.7)

7.51 g Glycin ad 1 L bidest. H,O
pH-Einstellung: 2 M HCI

5.8 gNaCl ad 1 L bidest. H,O
Konservierung: 0.02% NaNj3

P-4415, Sigma-Aldrich, Steinheim

1 Tablette ad 200 mL bidest. H,O

(100 mM Phosphatpuffer, 2.7 mM KCl,
137 mM NacCl)

17.8 g Na,HPO4 (Dihydrat) ad 1 L H,O
13.8 g NaH,PO4 (Dihydrat) ad 1 L H,O
pH-Einstellung: Mischverhiltnis
bzw. H;PO4/NaOH-Zusatz (2M)

6.06 g TRIS ad 1 L bidest. H,O
pH-Einstellung: 2 M HCI

29.4 g Natriumcitrat ad 1 L bidest. H,O
Konservierung: 0.02% NaNj3

121.1 gad 1 L bidest. H,O
pH-Einstellung: 2 M HCI
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6 Probenvorbereitung

Die Wasserproben wurden generell {iber Glasfaserfilter (Whatman GF/C) filtriert und dann
direkt eingesetzt bzw. bis zur Verwendung im Kiihlschrank bei 4°C gelagert. Die Lebens-
mittelproben wurden mit einem haushaltsiiblichen Mixer zerkleinert. Die Getreideproben
wurden bei Raumtemperatur aufbewahrt, das Kartoffelhomogenisat in Portionen bei —18°C

tiefgefroren.

6.1 Extraktion nach POWLEY

Fiir die Extraktion nach POWLEY werden 10 g zerkleinerte Lebensmittelprobe in ein Zentri-
fugenglas eingewogen, mit 90 mL Phosphatpuffer (20 mM, pH 6.0) vermengt und 60 min
im Kiihlschrank stehen gelassen. AnschlieBend wird mit einem Ultra Turrax® homogeni-
siert, die Mischung zentrifugiert und der Uberstand in einen Messkolben gegossen. Der
Riickstand wird erneut mit 90 mL Phosphatpuffer aufgeschlammt, homogenisiert und
zentrifugiert. Die beiden Zentrifugate werden vereint und auf 200 mL aufgefiillt. Fiir die
anschlieBende Anreicherung mittels Immunadsorber wird ein Aliquot von 20 mL einge-
setzt.

6.2 Extraktion nach KLEIN/ALDER

Fiir die Extraktion nach KLEIN und ALDER werden 10 g Lebensmittel mit soviel Wasser
versetzt, dass die Summe des natiirlichen und addierten Wasseranteils ca. 10 g betrdgt. Fiir
Kartoffelproben (Wassergehalt ca. 70%) werden folglich 3 mL Wasser zugesetzt und fiir
Getreideproben (Wassergehalt ca. 10%) 9 mL. Dann werden 20 mL Methanol zugesetzt
und 2 min mit einem Ultra Turrax® Mixer dispergiert. Nach dem Zentrifugieren der
Mischung wird ein 6-mL-Aliquot des Methanol-Wasserextraktes mit 2 mL NaCl-Lésung
(20%, w/v) versetzt. Ein 5-mL-Aliquot davon wird auf eine ChemElut®-Siule von 5 mL
Probenkapazitit gegeben, 5 min &dquilibriert und dann mit 16 mL Dichlormethan eluiert.
Das erhaltenen Eluat wird am Rotationsverdampfer bei 40°C vorsichtig zur Trockene
eingeengt. Der Riickstand wird in 100 pL Methanol im Ultraschallbad geldst und mit ca.
5 mL bidest. H,O versetzt, bevor er auf den Immunadsorber aufgegeben wird.
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7 Immunoassays

7.1 Direkter kompetitiver Immunoassay

1. Coating :
Die Mikrotiterplatten (96 Flachboden-Wells mit hoher Bindungskapazitit, Greiner,

Frickenhausen) werden mit dem Ziege-anti-Kaninchen/Maus-IgG (NaCOs -Puffer, pH 9.6)
- [0.5 ng/mL; 250 pL/Kavitit] - beschichtet, mit selbstklebender Folie verschlossen und
iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Waschen I:

Die Mikrotiterplatten werden mit Kalium-Waschpuffer (pH 7.6; PBS-Tween) unter Ver-
wendung eines automatischen Mikrotiterplattenwashers gewaschen. AnschlieBend werden
die MTP ausgeklopft, um Fliissigkeitsreste zu entfernen.

2. Serumzugabe:

Verdiinntes Serum wird je nach Optimierung (Verdiinnung: Kaninchenserum 1:10000;
Mausserum 1:2000 - [in PBS-Puffer; 200 pL/Kavitit] - zugegeben. Es wird eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert.

Waschen II: vgl. oben

3. Standardzugabe:
Die Standard- und Probel6ésungen - [0.001 pg/L bis 1000 pg/L; 200 pL/Kavitit] - werden

zugegeben.

4. Tracerzugabe:

Nun wird ein Hapten-Meerrettichperoxidase-Konjugat in PBS-Puffer - [1:10000 in PBS-
Puffer; 50 pL/Kavitit] - zupipettiert und 30 min bei Raumtemperatur unter Schiitteln
inkubiert.

Waschen III: vgl. oben

5. Enzymreaktion:

Es wird direkt vor der Zugabe frisch hergestellte Substratlosung (Tetramethylben-
zidin/Wasserstoffperoxid) zugegeben - [25 mL Sustratpuffer + 500 pL. TMB + 100 pL
H,0,; 200 pL/Kavitit]. Nach 5 bis 30 Minuten Inkubationszeit soll eine Blaufarbung
eintreten.

6. Abstoppen:
Da bei ldngerer Inkubation das Substrat auch ohne die katalytische Wirkung des Tracers

langsam umgesetzt wird, stoppt man die Enzymreaktion mit Schwefelsiure - [5% in Was-
ser mit 0.01% SDS; 100 pL/Kavitit] - ab.
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Die Absorptionsmessung erfolgt bei 450 nm in einem ELISA-Photometer. Zur Auswertung
wird die RODBARD SCHE Vier-Parameter-Funktion herangezogen.

7.2 Indirekter kompetitver Inmunoassay

1. Coating :
Die Mikrotiterplatten (96 Flachboden-Wells mit hoher Bindungskapazitit, Greiner,

Frickenhausen) werden mit dem Coating-Antigen (Hapten 2-BSA-Kojugat (Diazoderivat))
in Coating-Puffer (Natriumcarbonatpuffer, pH 9.6) - [S pg/mL; 200 pL/Kavitit] — be-
schichtet, mit selbstklebender Folie verschlossen und iiber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank
inkubiert.

Waschen I:
Die Mikrotiterplatten werden am darauf folgenden Tag mit K-Waschpuffer (pH 7.6; PBS-
Tween) unter Verwendung eines automatischen Mikrotiterplattenwashers gewaschen.

AnschlieBend werden die Mikrotiterplatten ausgeklopft, um Fliissigkeitsreste zu entfernen.

2. Blocken:

Die nicht mit Coating-Antigen besetzten Bindungsstellen werden mit in PBS-Puffer
(pH 7.6) gelostem BSA - [ 2% in PBS-Puffer; 300 pL/Kavitit] - geblockt. Hierzu wer-
den die Mikrotiterplatten eine Stunde bei 37°C geschiittelt.

Waschen II: vgl. oben

3. Kompetition:

Die Proben bzw. Standardldsungen - [0.001 pg/L bis 1000 pg/L; 100 pL/Kavitiit] - und
das in PBS-Puffer geloste Kaninchen-Antiserum - [1:10000 in PBS-Puffer; 50 pL/Kavi-
tit] - werden nacheinander zugegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt.

Waschen III: vgl. oben

4. Tracerzugabe:

Nun wird ein Ziege-Anti-Maus-Antikorper - Meerrettichperoxidase - Konjugat (Pierce,
Rockford, USA) in PBS-Puffer - [1:10000 in PBS-Puffer; 150 pnL/Kavitit] — zupipettiert

und erneut eine Stunde bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert.
Waschen IV: vgl. oben

Enzymreaktion und Abstoppen:

vgl. V 7.1 Direkter kompetitiver Immunoassay
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8 SGG-Immunadsorber

8.1 Antikorperaufreinigung

Ca. 2 mL Kaninchen-Rohserum werden mit 6 mL Bindungspuffer verdiinnt und zur Auf-
reinigung und Aufkonzentrierung des Antikorpers iiber eine Protein-A-Sdule gegeben.
Dafiir konditioniert und dquilibriert man zunichst die Protein-A-Sdule mit 5 mL Elu-
tionspuffer, gefolgt von 5 mL Bindungspuffer. Dann wird das verdiinnte polyklonale Roh-
serum aufgegeben. Die Flussrate sollte 1 bis 2 mL/min nicht iibersteigen. Die Serumauf-
gabe wird dreimal wiederholt, um die Antikdrper-Ausbeute zu verbessern. AnschlieBend
wird die Séule mit 5 mL Bindungspuffer nachgewaschen. Die Elution erfolgt mit Elu-
tionspuffer. I. d. R. werden 5 bis 6 Fraktionen von jeweils 1 mL eluiert. Zu jeder Fraktion
werden zur Neutralisation des pH-Wertes 200 pL Neutralisationspuffer gegeben.

Zur Aufbewahrung wird die Protein-A-Sdule wird mit 5 mL Elutionspuffer gereinigt und
anschlieBend mit 5 mL 20%igem Ethanol (v/v) gespiilt. Sie wird im Kiihlschrank bei 4°C
gelagert und kann mehrfach wiederverwendet werden.

Die Proteinkonzentration in den einzelnen Elutionsfraktionen wird mit dem Micro-BCA-
Assay (Pierce) bestimmt. Die Fraktionen werden gepoolt, evtl. auf eine bestimmte Kon-
zentration eingestellt (IgG-Gehalt von ca. 2 mg/mL) und zur Herstellung des Immuno-
sorbens verwendet (vgl.V 8.3).

8.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurde der kommerziell erhiltliche BCA-Assay
(Pierce) eingesetzt. In dem sehr sensitiven Test wird die Proteinkonzentration anhand der
Bildung eines violetten Protein-Kupfer-Komplexes bestimmt. Die Messung der Farbinten-
sitdt erfolgt photometrisch bei 562 nm.

Es werden 15 pL Proteinlosung mit 385 pL bidest. H,O und 400 uL Working-Reagent
(laut Herstelleranweisung: 50 Teile Reagent A + 48 Teile Reagent B + 2 Teile Reagent C)
vermischt und im Anschluss 20 Minuten bei 60°C inkubiert. Parallel wird eine
Standardreihe mit dem Referenzprotein BSA (0; 0.125; 0.25; 0.5; 1; 2 mg/mL) angesetzt,
die zur Kalibrierung des Testes dient. Nach der Inkubation werden die Reaktionslosungen
im Wasserbad abgekiihlt, 500 uL. davon mit 500 pL bidest. H;O verdiinnt, in Kiivetten
gegeben und bei 562 nm gemessen. Die errechnete Proteinkonzentration wird als zu 100%
aus IgG bestehend angenommen.
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8.3 SGG-Immunosorbens-Herstellung

8.3.1 Gemahlene SGG-Monolithen

Zur Sol-Gel-Glas-Herstellung werden zundchst 1.7 mL Tetramethoxysilan (TMOS) und
0.1 mL Methanol in einem Polypropylengefall vermischt und auf Eis gekiihlt. Alle weite-
ren eingesetzten Losungen werden ebenfalls auf Eis gekiihlt. Zur Vorhydrolyse werden
dann 0.3 mL Glyzerin/H,O (1:1, v/v), 0.25 mL eisgekiihltes bidest. H,O und 0.1 mL HCI
(0.04 N) zugegeben. Die erhaltene Losung wird mit einem Vortex-Schiittler gemischt und
25 min gekiihlt, wobei eine weitere griindliche Durchmischung (bis 10 min alle 2 min,
danach alle 5 min) erfolgen sollte. Die urspriinglich vorhandene Phasengrenze zwischen
der TMOS-Ldsung und Glyzerin/bidest. H,O sollte dabei nach ca. 10 min verschwinden

und eine homogene, klare Losung entstehen.

Die affinitdtschromatographisch gereinigten und auf eine bestimmte Konzentration (ca.
2 mg/mL IgG) eingestellte Antikorperlosung wird in 1-mL-Portionen in Polypropylen-
gefde pipettiert und ebenfalls vorgekiihlt. Zu 1 mL Antikorperlosung wird 1 mL des
vorbereiteten Vorhydrolysats gegeben, ziigig gemischt und die entstandene homogene
Losung rasch (innerhalb von 10 sec) in eine vorgewogene Glas-Petrischale (Durchmesser
5.5 cm) gegossen. Das schnell erstarrende Gel wird ca. 24 h offen im Kiihlschrank zur
Alterung gelagert. Nach einem Gewichtsverlust von 65 bis 70% wird das entstandene harte
Glas (ca. 0.6 g) mittels eines Achatmorsers zerkleinert. Dabei sollte darauf geachtet
werden, dass die entstehenden Partikel mdglichst gleich grof3 sind und moglichst wenig
Feinstaub entsteht. Das Material wird nass iiber ein Metallsieb (Maschenweite: 32 pum)
gegeben. Die verbleibenden SGG-Partikel (> 32 pm) werden in eine 8-mL-LiChrolut®-
Glassdule (mit zugehoriger PTFE-Fritte) gefiillt. Zum Abdecken des Sorbens wird ein
Glasfaserfilter (Whatman GF/C) und eine PTFE-Fritte verwendet. Die Priifung auf uner-
wiinschtes Antikorperleaching der priparierten Immunadsorber, welches durch unzurei-
chende Immobilisierung verursacht sein kann, erfolgt mittels ELISA. Nach der Konditio-
nierung mit 10 mL TRIS-Puffer und Acetonitril/Wasser (1:1. v/v) ist das Immunosorbens

einsatzbereit.

8.3.2  SGG-beschichtete Silikatpartikel

In einem 1.5-mL-Polypropylengefdll werden bei Raumtemperatur 295 uLL TMOS, 400 uL
Antikorperlosung, 50 uL bidest. H,O und 50 pL Glycerinlosung (50%, v/v) 5 sec mittels
Vortex-Schiittler intensiv gemischt und anschlieBend in ein Polypropylengefal3
(76 x 20 mm) transferiert, in dem 0.6 g Silikatpartikel vorgelegt wurden. Dieses wird
sofort fest verschlossen und per Hand kréftig geschiittelt. Die Wérmeentwicklung ist
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gering und der Ansatz wird nicht gekiihlt. Die Gelierungszeit betrdgt ca. 15 min. Nach 24 h
wird das Gefall gedffnet und das Sol-Gel-Glas bei Raumtemperatur bis zum gewiinschten
Trocknungsgrad luftgetrocknet. Zur Beseitigung von Monomeren werden die Partikel
nacheinander mit jeweils 5 mL H,O, 5 mL wissriger Acetonitrillosung (40%, v/v) sowie
5 mL PBS im Ultraschallbad fiir 15 min unter Eiskiihlung gewaschen. Nach jedem Wasch-
schritt werden die beschichteten Partikel iiber ein 32-um-Analysensieb gespiilt. Anschlie-
Bend werden die gewaschenen Partikel in Glassdulen (8 mL, mit PTFE-Fritten) bzw.
HPLC-Kartuschen fiir die On-line-Anreicherung gefiillt.

8.3.3 Lagerung und Regeneration der Inmunadsorbersiulen

Die Immunadsorbersdulen werden feucht bei 4°C in NaNj-haltiger 100 mmol/L NaCl-
Losung gelagert.

Die Reinigung von stark verschmutzten Immunadsorbersédulen erfolgt durch Waschen mit
je 5 mL Natriumacetatpuffer (200 mmol/L, pH 4.0) und anschlieBend SSC-Puffer (Saline
Sodium Citrate, 200 mmol/L Natriumcitrat, 300 mmol/L NaCl), H,O und H,O/ACN
(40:60, v/v). Falls aufgrund anhaltender starker Verfirbung des Immunosorbens die
einmalige Reinigung nicht ausreicht, sollte der Zyklus wiederholt werden.

8.3.4  Herstellung von Blank-Saulen

Sogenannte Blank-Sédulen sind Vergleichsséulen, die keinen spezifischen Antikorper ent-
halten und dem Nachweis dienen, dass keine unspezifische Adsorption der Analyten am
Adsorbermaterial auftritt. Deren Herstellung erfolgt anlog zu Kapitel V 8.3. Dabei handelt
es sich um reine SGG-Séulen (PBS-Pufferlésung plus SGG-Vorhydrolysat) oder aber um
SGG-Saulen mit immobilisierten unspezifischen Proteinen, wie z.B. Rinder-IgG, polyklo-
nalen anti-Diclofenac-Antikorpern [405] bzw. anti-BTX-Antikorpern [404].

8.4 Anreicherung von SUs mittels SGG-IAC

Die Immunadsorber werden fiir den Off-line-Betrieb vor dem Beginn der Anreicherung
mit 5 mL H,O/ACN (40:60, v/v), gefolgt von H;O/ACN (95:5, v/v) konditioniert. Die
Wasserproben bzw. Lebensmittelextrakte, die auf einen NaCl-Gehalt von 100 mmol einge-
stellt wurden, werden mittels einer Schlauchpumpe langsam (Flussrate: 1 mL/min) tiber die
Sdule gegeben. Nach der Anreicherung wird mit 5 mL 5%igem ACN gewaschen und dann
mit dreimal 1 mL ACN 40% eluiert. SchlieBlich miissen die Proben noch auf die HPLC-

Losungsmittel-Bedingungen angepasst werden und konnen dann injiziert werden.
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9 HPLC

9.1 SPE-Anreicherung fiir die HPLC

Neben Anreicherungen von SUs mit den selbst entwickelten Immunadsorbern wurden auch
Anreicherungen an verschiedenen SPE-Materialien durchgefiihrt. Dafiir wurden die
kommerziell erhéltlichen SPE-Kartuschen Oasis® HLB und MAX (Fa. Waters), Envi-
Carb® (Supelco), LiChrolut® (Merck) sowie StrataX™ (Phenomenex) verwendet. Bei
Oasis® HLB handelt es sich um ein Copolymer aus N-Vinylpyrrolidon und Divinylbenzol,
bei Oasis® MAX um eine Mischphase, bei der die Oberfiche des HLB-Materials durch
quartdre Aminogruppen (Dimethylbutylamin) mit starker lonenaustauscherfunktion modi-
fiziert ist. Eine weitere Mixed-Mode-Phase mit Anionenaustauscherfunktion stellt
StrataX™ dar, das aus einem oberflichenmodifizierten Styrol-Divinylbenzol-Copolymer
besteht (PS-DVB). LiChrolut® ist RP18-Material auf Kieselgelbasis und Envi-Carb®
besteht aus modifiziertem Kohlenstoff.

Tabelle 36: Anreicherung von SUs mittels verschiedener SPE-Materialien.

Material Konditionieren Probenaufgabe  Waschen Elution

Oasis® HLB 1 mL MeOH, Ansiuern” positiv. 3 mL HQO** 1 mL MeOH
lec 30mg) 1mLH,0"  fiir Wiederfindung

Oasis® HLB 3 mL MeOH, Ansiduern’ positiv. 5 mL HZO** 2 mLL MeOH
3cc (60 mg) 3 mL H,0™ fiir Wiederfindung

Oasis® MAX 1 mL MeOH, Ansiuern’ positiv  je 1 mL NH,OH 1 mL HCOOH 5%

(30 mg) 1 mL HO” fiir Wiederfindung 2%ig, MeOH  in MeOH
StrataX™ 1 mL MeOH, Anséduern’ positiv. 3 mL HZO** 2 mLL MeOH

(30 mg) 3mL H,0™ fiir Wiederfindung

LiChrolut® 5 mL ACN, Ansiuern” 5mL H,0™ 3 mL ACN

(500 mg) 5mLH0™ notwendig

Envicarb® 4 mL ACN, Ansiduern’ 6 mL H,O™" 3 mL CH,Cly/

(60 mg) 6 mL H,0" notwendig MeOH (80:20, v/v)

* Ansduern der Probe auf pH 3 bis 4 mit Phosphatpuffer (0.1 M, pH 3.0) und Phosphorsiure 1% (v/v)
** H,0 steht fiir bidestilliertes Wasser

Fiir die Durchfiihrung der Anreicherungen wurde sich weitgehend an die Vorgaben der
Hersteller gehalten. Es wurden aber auch verschiedene Parameter, wie pH-Wert der
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Proben, Elutionsmittel und -volumen variiert, um die optimalen Bedingungen fiir die
Anreicherung und Elution von SUs zu ermitteln. Tabelle 36 gibt eine Ubersicht iiber die
Bedingungen der einzelnen Kartuschen, die fiir moglichst viele SUs die besten Wieder-
findungsraten lieferten. Die Beladung erfolgte jeweils bei Flussraten von ca. 3-5 mL/min.
Vor der Elution wurden die Kartuschen im schwachen Stickstoffstrom getrocknet, nach der
Elution wurden die Eluate ebenfalls vorsichtig mit Stickstoff fast bis zur Trockene einge-
engt und anschlieend entsprechend den HPLC-FlieBmittelbedingungen rekonstituiert.

9.2 HPLC-Methoden fiir die UV/DAD-Detektion

Es wurde mit einem HPLC-UV/DAD-System bei einer Detektionswellenlénge von 227 nm
gearbeitet. Die HPLC-Saule (250 x 4.6 mm) Prontosil 120-3-C;3-AQ, 3 um (Bischoff NC)
wurde zur Trennung der SUs eingesetzt. Die Temperatur des Sdulenofens wurde auf 25°C
eingestellt. Die Proben wurden vor der Injektion generell angeséduert (pH 3.0) und auf den
Losungsmittelanteil des Eluenten eingestellt. Bei Off-line-Betrieb wurde 1 mL Probe {iber

eine 500-uL-Probenschleife ins System injiziert.

Isokratisch

Mobile Phasen: 60% A: Bidest. HO, 3 mM TFA
40% B: ACN, 3 mM TFA

Flussrate: 1 mL/min

Gradientensystem 1

Mobile Phasen: A: Bidest. HO, 3 mM TFA
B: ACN, 3 mM TFA

Flussrate: 0.8 mL/min

Gradient: 32% B linear bis 62% B in 40 min (Trennung)
62% B linear bis 90% B in 5 min (Saulenreinigung)
90% B linear bis 32% B in 10 min (Aquilibrierung)

Gradientensystem 2

Mobile Phasen: A: Phosphatpuffer, 20 mM, pH 3.0

B: ACN
Flussrate: 0.8 mL/min
Gradient: 32% B linear bis 50% B in 24 min (Trennung)

50% B linear bis 90% B in 5 min (Sdulenreinigung)
90% B linear bis 32% B in 10 min (Aquilibrierung)
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9.3 HPLC-Methoden fiir die MS-Detektion

Fiir die pLC-MS wurde an einer Zorbax SB-Phenyl Spezial-HPLC-Séule (1 x 250 mm) mit
5 um Partikeln (Agilent) getrennt. Das Injektionsvolumen betrug 20 pL.

Gradientensystem 3

Mobile Phasen: A: 10 mM Ammoniumacetet, pH 6.8
B: 95% MeOH (v/v)

Flussrate: 50 pL/min

Gradient: 10% B linear fiir 2 min
10% B linear bis 30% B in 5 min
30% B linear bis 90% B in 20 min
90% B linear bis 80% B in 13 min
80% B linear bis 10% B in 2 min
10% B linear fiir 12 min

94 HPLC-Methoden fiir die Tandem-MS-Detektion

Die LC-MS/MS wurde im ESI-positiv-Modus betrieben. Fiir die chromatographische
Trennung wurde die HPLC-Sdule (150 x 3.0 mm) Inertsil Cis, 5 pm (MZ-Analytical)
eingesetzt. Die Sdulentemperatur betrug 40°C. Zu den Proben wurde generell
Mesosulfuron-methyl (10 ng/mL) als interner Messstandard addiert. Die Kalibriergeraden
wurden in Wasser und in den verschiedenen Lebensmittelextrakten erstellt um

Matrixeffekte zu kontrollieren. Das mittels Autosampler injizierte Probenvolumen betrug
30 uL.

Gradientensystem 4

Mobile Phasen: A: Bidest. Wasser/ACN (90:10, v/v), 1% Ameisensdure (v/v)

B: ACN
Flussrate: 0.3 mL/min
Gradient: 0% B linear bis 92% B in 5 min

92% B 5 min konstant
92% B linear bis 0% B in 5 min
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9.5 On-line-HPLC-UV/DAD

Fiir die On-line-Anreicherung von SUs wurden zwei verschiedene Schaltsysteme einge-
setzt (vgl. III 5). Die verwendeten Schaltventile und Pumpen wurden {iber den Controller
der HPLC-Anlage (Shimadzu) gesteuert. Da Ablauf und Funktion der beiden On-line-
Schaltungen im Ergebnisteil dieser Arbeit bereits ausfiihrlich beschrieben wurden, werden

an dieser Stelle lediglich die Zeitprogramme der Controllersteuerung wiedergegeben.

Zeitprogramm 1 (On-line-IAC/HPLC-UV/DAD, isokratisch)

t [min] Aktion Parameter/Position Erklirung

0.1 TFlow 1 mL/min Fluss des analytischen HPLC-Eluenten

0.15 BConc 40% Eluent B (ACN 40%, ohne Séure)

0.25 RV-B 0 Startposition Ventil B (IAC)
Konditionieren der IAC-Saule

0.3 RV-C 2 Startposition Ventil C (Solvent-Selektor)

0.35 CFlow 1 mL/min Fluss der Pumpe am Solvent-Selektor

3.0 RV-C 3 Probenaufgabe auf IAC-Séule

13.0 RV-C 4 Waschen der IAC-Sédule

16.0 RV-B 1 Schalten der IAC-Séule in Elutionsstrom

18.0 RV-B 0 Konditionieren der IAC-Saule

Beim direkten Schalten der IAC-Séule in den analytischen Eluentenstrom ist es wichtig,
dass das Eluentengemisch keine Sdure enthilt, da sonst eine Wiederverwendung des On-
line-Immunadsorbers nicht mehr moglich ist. Da die meisten SUs fiir die analytische
Trennung an RP18-Materialien protoniert vorliegen miissen, ist diese On-line-Anreiche-

rungsvariante nur fiir einige wenige SUs geeignet (z.B. Triasulfuron).

Zeitprogramm 2 (On-line-IAC/RP-SPE-HPLC-UV/DAD, Gradientensystem)

t [min] Aktion Parameter/Position Erklirung

0.1 TFlow 0.8 mL/min Fluss analytische HPLC (Gradientenpumpen)
0.15 BConc  32% Startkonzentration analytische HPLC

0.2 RV-A 0 Startposition Ventil A (RP-SPE)

0.25 RV-B 0 Startposition Ventil B (IAC)

0.3 RV-C 2 Startposition Ventil C (Solvent-Selektor)
0.35 CFlow 1 mL/min Fluss der Pumpe am Solvent-Selektor

3.0 RV-C 3 Probenaufgabe auf IAC-Siule

13.0 RV-C 4 Waschen der IAC-Séule

18.0 RV-C 5 Elution der IAC-Saule
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18.15 CFlow 0.5 mL/min Flussverminderung fiir Elution

19.0 RV-B 1 Schalten der IAC-Séaule in Elutionstrom

21.0 RV-C 2 Konditionieren der IAC-Saule

26.0 RV-B 0 Schalten von IAC-Séule in Ausgangsposition
31.0 RV-A 1 Elution der RP-SPE in analytischen Strom
31.15 BConc 32 Startkonzentration B (ACN) analytische HPLC
51.0 BConc 50 Gradient (linear in 20 min auf 50% B)

56.0 BConc 90 Reinigung der analytischen Sdule

66.0 BConc 32 Aquilibrierung der analytischen Siule

Die 3. Pumpe (Merck-Hitachi), die zum Zumischen von Wasser zur Reduzierung des
ACN-Anteils im IAC-Eluenten zwischen IAC und RP-SPE diente, wurde kontinuierlich
bei 3 mL/min betrieben, da sie nicht extern ansteuerbar war. Die HPLC-Parameter ent-
sprechen den vorausgehend beschriebenen.
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10 MS

Fiir die Tandem-MS-Detektion wurde ein Quadrupol-Gerdt Ultima™ Pt von Micromass
verwendet. Die Messungen wurden im positiven Elektrospray-Modus unter Verwendung
einer Z-Spray-Quelle von Micromass durchgefiihrt. Die optimierten Parameter der
,Multiple Reaction Monitoring” (MRM)-Experimente im ESI'-Mode sind im Folgenden

aufgelistet.

MS/MS-Parameter

Spannung der Elektrospray-Kapillarspitze
Spannung der ,,Sample Cone*
Temperatur der Quelle
Desolvatisierungstemperatur
Stickstoffstrom fiir die Vernebelung
Stickstoffstrom fiir die Desolvatisierung
Stofigas

Druck in der StoBkammer
Kollisionsenergie

Massenscanbereich

Massenscandauer

Fragmentierungen

Multiplierspannung

0.5kV

60 V

140°C

350°C

75 L/h

694 L/h

Argon

435 ¢ mbar
20 eV

80 bis 2000 Da
0.1 sec

vgl. Tabelle 28
650 V
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11  Synthesen

11.1 Synthese des Bernsteinsiurederivates von Hapten 1 und
Identifizierung der Carbonsiurederivate der Haptene 2 und 3

Zur Darstellung von 1-[(2-Carbonsduremethylester)phenylsulfonyl]-monoamido-bernstein-
sdure werden je 6 mmol Hapten 1 (2-Carbonsduremethylester-phenylsulfonamid) und
Bernsteinsdureanhydrid in 15 mL Dioxan geldst. Zu dieser Mischung wird innerhalb von
30 min eine Losung von 12 mmol DBU (1,8-Diazabicyclo[5.,4,0]lundec-7-en) in 6 mL
Dioxan zugetropft und anschlieBend 2 h bei RT geriihrt. Nach dem Ansduern des Reak-
tionsgemisches mit 2 N HCI auf pH 3.0, wird die Dioxanphase bis zur Trockene einge-
dampft. Der 6lige Riickstand wird in Ethylacetat gelost, in einen Schiitteltrichter itiberfiihrt
und zweimal mit Wasser gewaschen. Die Ethylacetatphase wird iiber Na,SO4 getrocknet,
das Losungsmittel abdestilliert und das erhaltene Produkt in Ethanol umkristallisiert. Es
wurden farblose bis weile Kristalle erhalten, die mittels Diinnschichtchromatographie
(DC), sowie 'H-NMR- und *C-NMR-Spektroskopie identifiziert wurden.

Hapten 1:

Ausbeute: CpH;307SN (M, = 315,3 g/mol): 0.78 g (48%); DC: Laufmittelmischung aus
Hexan/Ethylacetat/ Ameisenséure (50:45:5, v/v), Rg= 0.84.

"H-NMR (300 MHz): CD;CN: § [ppm] = 2.17 (s, 1H, NH), 2.47 (m, 2H, CH,), 2.53 (m,
2H, CH,), 3.91 (s, 3H, OCHs), 7.73 (m, 3H, Ar), 8.18 (m, 1H, Ar), 9.40 (s, 1H, COOH).

Die von Herrn Dr. Wenger (Syngenta, Basel) und von Herrn Dr. Franek (VRI, Brno, CZ)
freundlicherweise zur Verfligung gestellten, bereits an Spacermolekiile gekoppelten
Haptene 2 und 3, wurden ebenfalls mittels '"H-NMR charakterisiert.

Hapten 2:

"H-NMR (300 MHz): CDCls: § [ppm] = 2.54 (m, 2H, (CH,),), 2.7 (m, 2H, (CH,),), 3.89
(s, 3H, OCH3), 4.0 (s, 6H, 2 OCH3), 4.52 (m, 2H, CH»), 5.79 (s, 1H, Ar), 6.95 (m, 1H,
NH), 7.68 (m, 2H, Ar), 8.15 (s, 1H, NH), 8.27 (s, 1H, Ar), 10.64 (s, 1H, NH), 12.60 (s, 1H,
COORH).

Hapten 3:
"H-NMR (300 MHz): CDCls: § [ppm] = 1.52 (m, 2H, (CH,)3), 1.74 (m, 4H, (CH,)s), 2.33
(s, 3H, CH3), 2.41 (m, 2H, CH,COOH), 3.49 (m, 3H, CH,NH), 4.0 (s, 1H, OCH3), 7.88 (s,
1H, NH).
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11.2  Synthese von Hapten-Protein-Konjugaten iiber NHS-Aktivester

Zur Kopplung der drei verschiedenen Hapten-Spacer-Molekiile an Proteincarrier werden
0.2 mmol der jeweiligen Verbindung in 2 mL DMF gelost und unter Riihren mit jeweils
0.8 mmol N-Hydroxysuccinimid (NHS) und N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)-carbo-
diimid-hydrochlorid (EDC) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird zunéchst 1 h bei RT und
anschlieBend 20 h bei 4°C geriihrt. Dieses aktivierte Estergemisch wird nun tropfenweise
zu einer Losung von 40 mg Proteincarrier (KLH bzw. BSA) in 6 mL Boraxpuffer (pH 9.5)
gegeben und 4 h unter Rithren inkubiert. Der Reaktionsansatz wird bei RT iiber Nacht
weiter geriihrt und dann gegen PBS-Puffer (1:10) und bidest. Wasser dialysiert. Die gerei-
nigten Konjugate werden lyophilisiert und deren Kopplungsdichte bestimmt.

11.3  Synthese von Coating-Antigenen iiber Sulfo-NHS-Ester

30 mg Carrierprotein (BSA) werden in 10 mL Reaktionspuffer (0.05 M MES; 0.5 M NaCl;
pH 6.0) gelost, mit 2 mM EDC und 5 mM Sulfo-NHS versetzt und fiir 15 min bei RT unter
Riihren inkubiert. Dann werden 45 pL 2-Mercaptoethanol zugegeben und die Reaktions-
16sung wird erneut 10 Minuten geriihrt. 0.05 mM des Haptens werden in DMSO gelost, zur
Reaktionslosung gegeben und fiir 2 h bei RT inkubiert. Diese Losung wird anschlieend
dialysiert und lyophilisiert. Als Hapten wurde u.a. auch das Antidiabetikum N1-(Butyl-

carbamoyl)-sulfonylamid eingesetzt.

11.4 Synthese von Coating-Antigenen mittels Diazotierung

0.05 mmol Hapten werden in 1.2mL 0.1 N HCI] gelost und im Eisbad gekiihlt. Die
gekiihlte Haptenlosung wird tropfenweise mit 1% NaNO,-Losung versetzt, bis freie salpet-
rige Saure nachweisbar ist. Der Nachweis erfolgt durch Farbreaktion mit 1% Starkelosung,
in der 8.3 g KI gelost sind. Die Bildung des blauen lod-Stirke-Komplexes zeigt die Frei-
setzung von lod durch Reaktion mit freier salpetrige Sdure und somit den Abschluss der
Diazotierung an. Nach beendeter NaNO,-Zugabe werden 0.44 mmol BSA in 1 mL Natri-
umcarbonatpuffer (0.2 M, pH 9.0) gel6st und ebenfalls gekiihlt. Zur BSA-Losung wird
tropfenweise das diazotierte Amin gegeben. Die Reaktion erfolgt unter stindiger pH-
Kontrolle. Gegebenenfalls wird mittels Zugabe von Na,COj; erneut auf pH 9.0 eingestellt.
Anschliefend wird weitere 2 h unter Eiskiihlung geriihrt und die Reaktionslosung dann
dialysiert und lyophilisiert. Als Hapten wurde u.a. auch das Antidiabetikum N1-(Butyl-

carbamoyl)-sulfonylamid eingesetzt.
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11.5 Synthese von Hapten-POD-Tracern

11.5.1 Homologer Tracer

Mittels der NHS-Aktivestermethode werden die drei verschiedenen Haptene an POD
gekoppelt. Da die Hapten-Proteincarrier-Bindung homolog zur Hapten-POD-Bindung ist,
spricht man von homologen Tracern. Dafiir werden 0.2 mmol des entsprechenden Hapten-
Spacer-Molekiils in 3 mL DMF geldst und unter Riihren mit jeweils 0.8 mmol N-Hydroxy-
succinimid (NHS) und N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-hydrochlorid
(EDC) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird iiber Nacht bei RT geriihrt. 200 pL des akti-
vierten Estergemisches werden in vier Aliquoten zu einer Losung aus 5 mg POD in 500 puL
Boraxpuffer (pH 9.5) zupipettiert und 3 h unter Riihren inkubiert. Der Reaktionsansatz
wird dann gelchromatographisch iiber Sephadex-PD-10-Sédulen gereinigt. Hierfiir werden
die Sdulen mit PBS-Puffer dquilibriert, dann die Reaktionslosung aufgegeben und die
einzelnen Fraktionen in einer MTP gesammelt. Die Fraktionen mit der hochsten Absorp-
tion bei 405 nm werden vereinigt und bei 4°C gelagert.

11.5.2 Heterologer Tracer

Mittels der aminogruppenaktivierten POD von Pierce, die 1-3 mol aminoreaktive Gruppen
pro mol POD enthélt, konnen Haptene, die Aminogruppen enthalten, direkt an die POD
gekoppelt werden, ohne dass die Einflihrung einer Spacerbriicke notwendig ist. Dafiir wird
zunichst 1 mg Hapten in 100 uL DMSO gelost und mit 900 uL PBS gemischt. Dann wird
die aktivierte POD in 100 pL bidest. Wasser gelost und mit 500 pL der Haptenldsung
versetzt. Im Anschluss daran werden zur Reaktionslosung sofort 10 pL. Reaktionspuffer
(5§ M NaCNBH3; in 1 N NaOH) gegeben und 1 h unter Riihren inkubiert. Nach Zugabe von
20 pL Quenchingpuffer (3 M Ethanolamin, pH 9.0) wird weitere 15 min geriihrt. Das
Reaktionsprodukt wird gelchromatographisch iiber Sephadex-PD-10-Saulen gereinigt und
bei 4°C gelagert (vgl. V 11.5.1).

11.6 Bestimmung der Kopplungsdichte mittels TNBS

Zur Bestimmung der Kopplungsdichte mittels TNBS 16st man 2.4 mg Hapten-Protein-
Konjugat in 1 mL IN NaOH. Pro Ansatz werden 0.3 mL dieser Losung mit 0.3 mL 1 N
HCI, 1.4 mL 4% NaHCOs-Losung und 1 mL 0,1% TNBS-Losung gemischt. Die Reagen-
zienmischungen werden fiir 2 h bei 40°C inkubiert und anschlieBend mit jeweils 1 mL
10% SDS und 0.5 mL IN HCI vermischt. Die Extinktion der Proben wird bei 335 nm
photometrisch gemessen. Zur Berechnung der Kopplungsdichte wird die Extinktion der
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Konjugate in Relation zu analog behandelten unkonjugierten Protein-Proben (KLH, BSA)
gesetzt.

11.7 Diinnschichtchromatographie

Als stationdre Phase werden Kieselgel-DC-Platten der Firma Merck (20 x 20 cm, Nr.
1.05745) verwendet. Als mobile Phase dient eine Mischung aus Hexan/Ethylacetat/ Amei-
sensdure (50:45:5, v/v). Die DC-Platten werden mit dem Laufmittel vorgewaschen und bei
RT getrocknet. Die Probe wird in Ethanol geldst und mittels einer Glaskapillare (1 pL)
aufgetragen. Nach Abdampfen des Ethanols wird die DC-Platte in eine mit Laufmittel
gesittigte DC-Kammer gestellt. Die Detektion der Probenbanden erfolgt im UV-Licht. Aus
dem Verhiltnis der Laufstrecke des Analyten zur Laufmittelfront ergibt sich der R-Wert.
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VI ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACN
Ag
ADI
Ak
ALS

BBA
BVL
BfR
BSA
c

CE
CR
d

D

DAD

)

DMF
DMSO
DNA
EDC
ELISA(s)
g

GC

GPC

HPLC
1A
IAC

IE

IgG

IS
IUPAC

Obere Asymptote; maximale Absorption (Vierparameter-Funktion
nach RODBARD)

Acetonitril

Antigen

Acceptable Daily Intake (tolerierbare tigliche Aufnahme)
Antikorper

Acetolactat-Synthase

Steigung im Testmittelpunkt (Vierparameter-Funktion nach RODBARD)

Biologische Bundesanstalt

Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
Bundesamt fiir Risikobewertung

Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)

Konzentration

Capillary Electrophoresis (Kapillarelektrophorese)
Cross-Reactivity (Kreuzreaktivitét)

Tag

Untere Asymptote; minimale Absorption (Vierparameter-Funktion
nach RODBARD)

Diodenarraydetektor

Chemische Verschiebung

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsdure
N-Ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-hydrochlorid
Enzyme-linked Immunosorbent Assay(s) (Enzym-Immunoassay(s))
Gramm

Gaschromatographie

Gelpermeationschromatographie

Stunde

High Performance Liquid Chromatographie

Immunadsorber

Immunoaffinititschromatographie

Immunextraktion

Immunoglobulin G

Interner Standard

International Union of Pure and Applied Chemistry
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K
kDa
KLH
kPa
LC
LDs
LOD
log Pow
LOQ
M

m
mAk

Affinitétskonstante

Kilodalton

Keyhole Limpet Hemocyanin

Kilopascal

Fliissigchromatographie

Letale Dosis (50% Wert)

Limit of Detection (Nachweisgrenze)
Verteilungskoeffizient n-Oktanol/Wasser
Limit of Quantitation (Bestimmungsgrenze)
Molar

Mol

Monoklonaler Antikdrper

MALDI-TOF-MS Matrix-Assisted-Laser-Desorption Time-Of-Flight Mass-Spectrometry

MSPD
MHz
min

MS
MTP

N

n

NHS
nm
NMR
p.a.

pAk
pAk-RO3
PBS
PEG
PfISchG
POD
ppb
ppm

PS-DVB
PSM

r

R

(matrixunterstiitzte Laser-Desorptions-Flugzeit-Massenspektrometrie)
Matrix Solid Phase Dispersion (Festphasendispersion)

Mega-Hertz

Minute

Massenspektrometrie

Mikrotiterplatte

Normal

Anzahl der fiir die Korrelationsberechnung verwendeten Datenpaare
N-Hydroxysuccinimid

Nanometer

Nuclear Magnetic Resonance (Kernmagnetische Resonanz)

Zur Analyse (Chemikalienqualitit)

Polyklonaler Antikdrper

Polyklonaler Antikorper, generiert in Kaninchen 03
Phosphate-Buffered Saline (Phosphat-Kochsalz-Puffer)
Polyethylenglykol

Pflanzenschutzgesetz

Peroxidase aus Meerrettich

Parts per billion (z.B. pg/L)

1. Parts per million (z.B. mg/L)

2. Einheit der chemischen Verschiebung (NMR)
Poly(divinyl)benzol-N-Vinylpyrrolidone-Copolymer
Pflanzenschutzmittel

Korrelationsfaktor

Relation to front (Relative Lauthdhe einer Substanz im Vergleich zur

Losungsmittelfront; KenngroBe in der Diinnschichtchromatographie)
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RHmV
RP

RT

S

SDS
SGG
SIM

SPE
SU(s)

t

tr

TFA
TMB
TNBS
TrinkwV
TRIS
UV/VIS
v/v

w/wW
WHO

Xo

ZAK
ZAK-POD
ZAM
ZAM-POD

Riickstands-Hochstmengenverordnung
Reversed-Phase

Raumtemperatur

Standardabweichung

Sodiumdodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat)
Sol-Gel-Glas

Selected lon Monitoring

Solid Phase Extraction (Festphasenextraktion)
Sulfonylurea(s), Sulfonylharnstoft{e)

Zeit

Retentionszeit

Trifluoressigsdure

3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin
Trinitrobenzolsulfonsdure
Trinkwasser-Verordnung
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid
Ultraviolettes und sichtbares Licht
Volumen/Volumen-Mischverhéltnis
Gewicht/Gewicht-Mischverhéltnis
Weltgesundheitsorganisation

Testmittelpunkt der sigmoiden ELISA-Kalibrierkurve
Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper
Peroxidase-markierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper
Ziege-anti-Maus-Antikdrper
Peroxidase-markierter Ziege-anti-Maus-Antikorper
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