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Die Vielfalt an analytischen Methoden erlaubt didhébung umfassender struktureller
und quantitativer Daten der chemischen Komponentemer Probe. Durch die oft grol3e
Anzahl an Komponenten ist es notwendig, eine Selektum Beispiel beztiglich biolo-
gisch relevanter Eigenschaften vornehmen zu kénimardie grol3en Datensatze sinnvoll
und zeitsparend auswerten zu kdnnen. Eine Fokusgjeauf toxische Komponenten ist
sowohl umweltrelevant als auch wichtig fir die Q@ffeehkeit, schlieRlich sollen mog-
lichst wenig falsche Gefahrenmeldungen ausgegeleeten.

Toxikologische Untersuchungen von Gewassern wehderiig in Form von Toxizi-
tatstests mit lebenden Organismen durchgefuhrtdibarests mit der gesamten Probe
durchgefuihrt werden, kann haufig keine stofflicheo#inung zu den toxischen Effekten
hergestellt werden. Auch die Quantifizierung debSanzen kann nur als halbquantita-
tive Angabe in toxischen Aquivalenten angegeberdam®rda in komplexen Proben eine
Abschatzung der einzelnen Toxizitaten und dererhdfen untereinander nicht einge-
rechnet werden kann.

Die Kopplung von biochemischen Priifmethoden, z.tdikologischen Tests, mit
instrumentellen Verfahren erdffnet eine neue Dinmnsler Detektion in Form der Wir-
kungsbezogenen Analytik. Hier sollen Informatiordar Einzelkomponenten wie Kon-
zentration und Struktur mit deren Wirkung in Vedimg gebracht werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte ein biochemiscl@stem entwickelt werden, mit
dem diese Verkniupfung ohne zusatzliche Schritegriam Arbeitsgang vollzogen werden
kann. Dazu sollte nach einer chromatographischennimg die Detektion mit verschie-
denen Detektoren durchgefiihrt werden. Einer dibs¢ektoren sollte im Rahmen dieser
Arbeit entwickelt und optimiert werden. Dabei halaess sich um einen biochemischen
Reaktor (Biodetektor), der durch Einsatz verschiedeZielstrukturen unterschiedliche
toxikologische Eigenschaften von Probeninhaltsstotfetektieren kann. Durch das paral-
lele Aufnehmen mit unterschiedlichen Detektorenltsol Substanzen, die toxische
Effekte im Biodetektor zeigen, erkannt und durchAuswertung der anderen Detektorsi-
gnale auf die verursachende Struktur zuriick gesshlowerden kdénnen.

Der Aufbau eines online arbeitenden Biodetekt@aadim Vordergrund der Arbeit. Es
sollte ein System konstruiert werden, in das eihdes Flusses nach einer chromatogra-
phischen Trennsaule kontinuierlich eingespeist whith Ende der Flie3strecke durch das
System sollten, ahnlich wie bei klassischen DetektoChromatogramme aufgezeichnet

werden kdnnen.



Es sollten verschiedene Targets fir die Biodetaleiabliert werden, um unterschiedliche
biologische Effekte der Analyten feststellen zuhé@m. Dabei wurden zum einen Enzyme
in Betracht gezogen, bei denen das in offline dgethhrten Enzyminhibitionstests
gewonnene Wissen in ein online-System transfenertlen sollte. Um umfassende toxi-
kologische Effekte erkennen zu kdnnen, sollte zadegen ein System mit Leuchtbakte-
rien als Indikator fir allgemeine Toxizitat aufgabaverden.

Es wurden verschiedene Anspriiche an den neuentbDetstellt: Zum einen sollte
die in der Chromatographie erzielte Trennung duleh Biodetektor nicht verschlechtert
werden und die im Biodetektor erzielte Auflosung den anderen Detektoren ahnlich
sein. Dazu sollte die Technik der Flusssegment@gmringesetzt werden. Zum anderen
sollten die Reaktoren im Mikromal3stab aufgebautiererum den Chemikalienverbrauch
maoglichst gering zu halten und so eine 6konomiguvelle Detektionseinheit ergeben.

Der theoretische Teil dieser Arbeit zeigt den alktneStand auf dem Gebiet der Wir-
kungsbezogenen Analyse sowie die aktuell gebralwni biochemischen Testverfahren

mit Schwerpunkt auf Enzyminhibitions- und Leuchtiesientests.
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RIRZIP

1 Wirkungsbezogene Analytik

1.1 Prinzip

Eine besondere Herausforderung im Umweltmonitoishgie Etablierung von schnellen
und kostengunstigen analytischen Methoden [Rodziddezaz, 2005], da immer mehr
gefahrliche Stoffe in der Umwelt gefunden werdeie, akute oder chronische toxische
Wirkungeb auf Flora und Fauna und somit auch anfMenschen haben.

Meist werden in der Okotoxikologie Einfliisse vone@iikalien auf die Umwelt in
Labortests untersucht, da Messungen in Okosystaisahmaoglich sind. Hierbei werden
in der Regel Proben auf bekannte Schadstoffe Hersucht und mit chemischer Analyse
detektiert. Bei einer Risikoabschatzung muss jedmihder Modellierung auf Faktoren
wie Bioakkumulation und kombinierte Effekte von sehiedenen Substanzen eingegan-
gen werden [van der Hoeven, 2004].

Problematisch bei der Einstufung von Umweltprobeniglich ihres Gefahrdungspo-
tentials ist die Tatsache, dass toxikologisch e Substanzen oft in sehr geringen
Mengen vorliegen oder durch eine Substanz versehedffekte hervorgerufen werden
kénnen. V. a. chronische Effekte, bedingt durchkaietinuierliche Anwesenheit kleinster
Substanzmengen, sind oft schwer nachzuweisen umdhdre auf Schatzungen
[van der Hoeven, 1997].

Eine weitere analytische Herausforderung stellMiidzahl an Chemikalien dar, die in
Umweltproben vorhanden sind. Dabei erfolgt deraignicht nur aus industriellen Quel-
len. Es handelt sich auch um pharmazeutisch gen@izrtffe sowie Haushaltschemika-
lien. Die Metabolisierungswege von Chemikalien @ dmwelt erweitern die stoffliche
Vielfalt zusatzlich. Eine Risikoeinschatzung von Wettproben durch das Testen jeder
einzelnen Komponente ist nicht realisierbar.

Zur Bestimmung der toxikologischen Effekte von Sahgen oder ganzen Umweltpro-
ben wurden in der Vergangenheit und bis heute héxdene Testorganismen eingesetzt.
Zu diesen zahlen v. a. Fische [Buikema, 1982], spueh Pflanzen, Mikroorganismen
und wirbellose Tiere [Farré, 2003]. Zusatzlich @gien immer mehr elektrochemische,
DNA-basierte, Biosensoren [Mascini, 2001], aberhaaadere, auf molekularer Ebene
ablaufende Testsysteme, basierend auf z. B. Amgkaroder Enzymen [Rogers, 1995].

Problematisch bei allen Testsystemen ist die Thtsatass der Nachweis der toxischen

Wirkung nur spezifische Relevanz gegenuber deresetgten Targetstrukturen zeigt und
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so eventuell toxische Effekte gegen andere Targekd erkannt werden. AulRerdem kon-
nen durch diese Testsysteme keine Angaben zur shkem Identitat von toxischen Stof-
fen gemacht werden. Bei der Analyse von komplexaté&h, ohne vorherige Separation
der Komponenten, kénnen lediglich Summenparameteittelt und angegeben werden.
Ein neuer Ansatz ist die Wirkungsbezogene AnalBA) [Hock, 2006]. Hier wird
die Bestimmung von toxischen Parametern mit bislciggn Testverfahren sinnvoll mit
der chemischer Analytik verbunden. So kann einechAétzung der toxikologischen
Gefahrdung durch Probeninhaltsstoffe mittels etigkntierter Schadstoffidentifizierung
(Effect Directed AnalysjsEDA) [Brack, 2003] vorgenommen werden (Abbilduni)l
Diese Kopplung von analytischer Chemie und Biotastde schon mehrfach in der Lite-
ratur beschrieben. Neben der BezeichnuffigdEDirected Analysifiir diese Art der Ana-
Iytik findet man auch die Bezeichnung@ioresponse-Linked Instrumental Analysis
(BLIA) [Bilitewski, 2000] oderToxicity Identification EvaluatiofAnkley, 1995]. Dabei

ist Letzteres ein Verfahren, bei dem mehrere Methadir Anwendung kommen, wo hin-

gegen in der WBA oft nur ein biochemisches Detelgi@rfahren verwendet wird.

Komplexes
Gemisch

Chemische
Analyse

Biologische
Analyse

Bestatigung
Biologische

Fraktionierung

Analyse
Verantwortliches
\_/ o

ABBILDUNG 1.1: Schematische Darstellung der WBA nah Brack [Brack, 2003].

Werden Biotests, wie oben erwahnt, auf molekulBi@ne durchgefihrt, so kénnen toxi-
sche Effekte zeitnah gemessen werden. Da bei diesssts — im Gegensatz zu Tests mit
Organismen — nur ein Target vorliegt, kann zuséiziiur Aussage Uber die Toxizitat
bestimmt werden, welche toxischen Mechanismen deost8nzen zugrunde liegen.
Tabelle 1.1 zeigt Biotargets, die fiur die WBA auflelwlarer Ebene eingesetzt werden.
Alle Targets haben biologische Schliisselrollen ngadismen inne. Vor allem bei der
Bestimmung von akuter Toxizitat ist eine mdglichsttnahe Erkennung wichtig. Daher
ist eine analytische Anwendung von Zielstrukturdie, eine Rolle bei der Entfaltung der
giftigen Wirkung spielen, eine entscheidende Apgtlibn. Solche einfachen Biotests kon-

nen allerdings nicht den komplexen Metabolismusmenschlichen Kérper nachzeich-
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nen. Positive Testergebnisse geben allerdings Héewdarauf, dass die Effekt-ver-

ursachenden Substanzen potentielle gefahrliche Win auch auf den menschlichen

Organismus haben kénnen.

TABELLE 1.1: Biomolekulare Erkennungselemente fur cen Einsatz in der Wirkungs-
bezogenen Analyse mit humaner Relevanz nach Biliteski et al. [Bilitewski, 2000].

Target Beispiele Biologische Wechselwirkende Effekt
Funktion Substanzen
Enzyme
Acetylcholinesterase ~ Synapsen Organophosphate, Neurotoxisch
Carbamate
Kinasen, Signalubertragung  Chemotherapeutika, Wachstum,
Phosphatasen Tumorpromotoren,  Entwicklung
Immunosupressoren
Proteinphosphatase 1Leberzellen Microcystine Hepatotoxizitat
und 2A
Cytochromoxidase Atmung CN, N Atmung,
Zelltoxizitat
lonenkanéle
ca*-Kanal Synapsen Algentoxine Neurotoxizitat
Na*-Kanal Synapsen Algentoxine Neurotoxizitat
Transportproteine
Hormonbindende Hormontransport Endokrine Wachstum,
Globuline im Blut Disruptoren Entwicklung,
Reproduktion
Rezeptoren
Ostrogenrezeptor Zellkern Endokrine Wachstum,
Disruptoren Entwicklung,
Reproduktion
Androgenrezeptoren  Zellkern Endokrine Wachstum,
Disruptoren Entwicklung,
Reproduktion
Nikotinischer Synapsen Anatoxine Neurotoxizitat
Acetylcholinrezeptor (Rezeptorantagonist)
Nukleinsauren
DNA-Doppelstrang Chromosomen Intercalierende Gentoxizitat
polyzyklische
Aromaten
Cytoskelett
Tubulin Zellteilung Colchicin, Taxol Zelltoxizitat
Ribosomen
rRNA Proteinsynthese Ribotoxine Zelltoxizitat
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1.2 Strategien

Zur Durchfuhrung der WBA kann auf verschiedene Nuheiten zurtickgegriffen wer-
den. Die biochemische Erkennung kann entweder @ophlysiko-chemischen Trennung
in Form eines Vorsaulenansatzes erfolgen, odeNathsaulenansatz durchgefihrt wer-
den. Letztere Methode kann als offline-Messung loigetiihrt werden oder automatisier-
bar als online-Messung, was technisch ansprucleygédoch oft zeitsparender und
optimaler ist.

Die WBA von Schadstoffen in Umweltmatrizes basart einer Reihe gut entwickel-
ter Methoden: Extraktionen, Aufreinigung, Biotedtsaktionierung und chemische Ana-
lyse bzw. Strukturaufklarung. Die Auswahl der Baitewird durch die zu beantwortende
Fragestellung festgelegt, so z. B. der Einsatz hastbatterien beim Abdecken von brei-
ten Wirkungsspektren oder die Verwendung Raphnia magndei der Bestimmung von

neurotoxischen Insektiziden [Brack, 2006].

1.2.1 Vorsaulenansatz

Bei dem Vorsaulenansatz wird die Probe zunachstaudche Effekte hin untersucht.
Dabei wird zuvor oft lediglich eine grobe Trennutgy Substanzen aufgrund ihrer physi-
kalischen Eigenschaften vorgenommen. Die Toxizg&ts werden anschlie3end mit den
einzelnen Fraktionen durchgefihrt.

Die sich aus den Tests ergebenden Summenparamietdie feinzelnen Fraktionen in
Bezug auf die Toxizitat geben Aufschluss daruber,vielchen dieser Fraktionen eine
genauere Untersuchung mittels chemischer Analyseemalig ist.

Im Folgenden soll anhand einiger Beispiele aud deratur die Methode ,Vorsaulen-
ansatz“ genauer vorgestellt werden.

Die Anwesenheit von Ostrogenen und Xenodstrogenedevdurch einen indirekten
Enzyme-Linked Receptor Assé§LRA) mit Ostrogenrezeptoren in Mikrotiterplatten
(MTP) durchgefiuihrt. Die strukturelle Aufklarung dAnalyten erfolgte durch flissig-
keitschromatographische (LC), mit MassenspektrametvlS) gekoppelte Messungen
(LC-MS) [Seifert, 1999].

Leeet al. prasentierten eine Mdglichkeit zur Bestimmung potyzyklischen Aroma-
ten (PAH) aus Umweltproben [Lee, 2003]. Dabei wardeuchtbakterien vom Stamm
GC2 (rekombinanteEscherichia coli(E. coli)) auf Glaskugelchen mithilfe einer Agar-

Matrix in einem Polypropylenréhrchen immobilisieRieses Testrohrchen wurde mit

10
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einer Glasfaseroptik verbunden und in ein Reakgeféf} eingefihrt, in dem Nahrme-
dium vorhanden war und in das Proben eingesprigztlan konnten. Durch Messung der
Lumineszenz im Testrohrchen konnten Inhibitionsevextmittelt und toxische Effekte
festgestellt werden. Bei positiv getesteten Prok@mten durch Hochleistungsflissig-
keitschromatographie (HPLC) mit UV-Detektion undfBientieller Refraktometrie die
genauen Gehalte an PAHs bestimmt werden.

Ein anderer Ansatz basiert darauf, diejenigen Aealymit &hnlichen biologischen
Eigenschaften vorab anzureichern. Dabei wurden ibiisi@rte Biotargets wie Rezept-
oren oder Enzyme (siehe Tabelle 1.1) verwendet iBrekiVeil3, 2003]. Die Anreicherung
erfolgte ansonsten in vergleichbarer Weise wiedeeilmmunoaffinitatsanreicherung, bei
der fixierte Antikorper Verwendung finden [Stevens@000]. Da Antikoérperbindungen
keine biologischen Effekte bedingen, sondern Ampk® lediglich zur Unterscheidung
von ,eigenen” und ,nichteigenen® Strukturen fahigds konnen diese nicht fur die WBA
eingesetzt werden. Durch die so erzielte Anreiamgmird eine Abreicherung der Matrix
fur spatere analytische Methoden erreicht.

Zur Bestimmung von Microcystinen in Algenbliten werein Toxizitatstest vorge-
stellt, bei dem Feenkrebslarveih@mnocephalus platyurusls Target dienten. Dabel
wurden die Algenzellen zur Probenvorbereitung Iyligibrt, aufgeschlossen, und mit
verschiedenen Losungsmitteln extrahiert. Der Bio¢efolgte in der Art, dass je 10 Lar-
ven fur 24 h einer Losung (0.1 mg/mL) aus dem zunargestelltem trockenen Algenex-
trakt ausgesetzt wurden. Anschlie3end erfolgteAdievertung mikroskopisch durch das
Auszahlen der toten Larven (Larven, die sich nidwegten) [Keil, 2002]. Die Quantifi-
zierung der Analyten wurde mit Hilfe von LC-Photodenarray (PDA)-Messungen
durchgefiihrt. Die Identifizierung der Microcystimefolgte mit Matrix Assisted Laser
Desorption/lonisatio(MALDI)- Time of Flight(TOF) Analyse [Fastner, 1999].

Kapillarelektrophoretische Immunoassays (CEIA) dmeeine Mdglichkeit, die zwar
nicht im Sinne der WBA sind, aber dennoch die Kambbon von Analyttrennung und
hochspezifischer Antikorpererkennung mit sensiti@etektionsmaoglichkeiten wie der
laserinduzierten Fluoreszenzmessung ermdglichenyf@beva, 2007]. Um Urin auf
Methadon, dessen Metaboliten sowie auf Amphetaminentersuchen, wurde von Thor-
mannet al. ein auf Kapillarelektrophorese (CE) basierendasaieen vorgestellt [Thor-
mann, 2000]. Nach der Vorinkubation von Probe undtik®rperlésung wurde ein

fluorophormarkierter Tracer zugegeben und weitéuliert. Durch anschliel3ende CE
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konnte detektiert werden, ob Analyten vorhandenewamDie chemische Aufklarung
erfolgte durch CE-MS.

1.2.2 Toxicity ldentification Evaluation

Eine besondere Form des Vorsaulenansatzes skellogicity Identification Evaluation
(TIE) Methode dar, die vor allem Anwendung in dedfgnentanalytik [Carr, 2001] und
damit verbunden in der Analytik von Porenwasser Qualitatsbestimmung von Sedi-
menten [Chapman, 2001] findet. Diese Methode wuadeder amerikanischen Umwelt-
behorde (EPA) vorgeschlagen und in Richtliniengebkalten. Die TIE-Analyse wird in
drei Phasen unterteilt: Phase | charakterisierttoigschen Eigenschaften der Proben
[U.S. EPA, 1991]. In Phase Il erfolgt die Identifimung der Analyten durch analytische
Methoden [U.S. EPA, 1993]. In Phase Il wird einerifikation der Analysenergebnisse
durchgefiuhrt [U.S. EPA, 1994].

Wahrend Phase | werden verschiedene Tests durdirgdfibbildung 1.2), die es
unter anderem notwendig machen, den pH-Wert zurénBées kann drastische Auswir-
kungen auf die Toxizitat der Probe haben. lonisieglorganische Bestandteile, wie z. B.
einige Pestizide, durchdringen Zellmembranen imeladgnen Zustand einfacher und
verandern dadurch ihren toxischen Effekt [Doe, 1988 Rerdem werden z. B. Beluf-
tungstests durchgefihrt, um herauszufinden, olstbei Effekte auf fliichtigen oder oxi-
dierbaren Substanzen beruhen. Tests mit Cheladiritdmie Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA) werden durchgefuhrt, um Metallkationen voluiinium, Kobalt, Kupfer, Eisen,
Zink oder Nickel zu eliminieren und mit vergleicliam Toxizitatstests auf deren vorhe-
rige Anwesenheit zu prifen.

In Phase Il wird, abh&ngig von den in Phase | eeftein toxikologisch wirkenden
Stoffklassen, mit analytischen Methoden eine cheheisAnalyse durchgefihrt. Zeigten
sich z. B. Metallionen, kann die chemische Bestimghdurch Atomabsorptionsspektro-
skopie erfolgen. Wurden polare organische Verbiggnrgemessen, kann die Identifizie-
rung durch HPLC-MS erfolgen. Bei nichtionischen amigchen Verbindungen kann
gaschromatographische Trennung mit MS-Kopplunggsfo

Phase Il dient zur Verifikation der in den ersimei Phasen erhaltenen Ergebnisse.
Hier wird unter anderem durch Korrelation, Evalaatvon relativen Speziessensitivita-
ten und Spiking-Experimente festgestellt, ob zwarbialtene Effekte real oder durch Arte-

fakte hervorgerufen waren. Dazu ist es haufig nothigg mehrere Methoden
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anzuwenden, um eine sichere Aussage machen zu rkoBee den reproduzierbaren
Ergebnissen kann davon ausgegangen werden, daseuligizierten Stoffe verantwort-
lich fur die Effekte sind.

Eine toxizitatsorientierte Abwasseranalyse bestifminach aus Extraktion, Fraktio-
nierung, Bestimmung der toxikologischen Paramédemntifizierung der Substanzen und

Bestéatigung der Ergebnisse [Reemtsma, 2001].

¢ Toxische Probe ¢
Eingangs- Oxidationsmittel-
toxizitatstest reduktionstest
(Tag 1) Basislinien- EDTA-Chelattest (Tag 2)
toxizitatstest (Tag 2)
(Tag 2)
Beluftungs- C,,-Festphasen-
tests D E— — > | extraktionstests
(Tag 2) (Tag 2)
I I
v v v v v v
l Sauer I | pH i I |Basisch| l Sauer | l pH i I lBasischl
i v v
Filtrations- pH-Einstellungs- Gestaffelter
test tests pH-Test
(Tag 2) (Tag 2) (Tag 2)
|
|Sauer l | pH | |Basisch| |Sauer | |Basisch| | pH=6 | | pH=7 | | pH=8 |

ABBILDUNG 1.2: Schematische Verfahrensweise in Phasl der TIE, dabei ist pHi der eigene
pH-Wert der Probe ohne Moadifikation [U.S. EPA, 1991

1.2.3 Nachsaulenansatz

Eine andere Strategie verfolgt die WBA in Form Neshsaulenansatzes. Hier erfolgt ein
biologischer Erkennungsschritt, nachdem die Prabehdanalytische Verfahren wie der
chromatographischen Trennung in ihre einzelnen d@eeile aufgetrennt wurde. Der
Vorteil dieser Reihenfolge liegt v. a. darin, dassler Regel Probenvorbereitungsschritte
bei chromatographischen Verfahren notwendig sirdlsomit eventuell stérende Matrix-
effekte bei den Biotests ausbleiben. Dies wirkih siaf die Reproduzierbarkeit der durch-
gefuhrten biochemischen Tests aus, die aufgrundstimenden Matrixeinflisse als

fragwuirdige analytische Instrumente bezeichnet emifde Castro, 2003].
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Werden Biosensoren in der Analytik angewandt, dieEanzyminhibition [Amine, 2006]
beruhen und ohne vorhergehende chromatographis@mdng eingesetzt werden, ist
deren Anwendungsmoglichkeit begrenzt. Die Differenimg zwischen verschiedenen
Schadstoffen, die in einer Probe enthalten sindn keei diesem Ansatz nicht erfolgen, da
die Mdglichkeit besteht, dass der gleiche Bioseradr Pestizide und Schwermetalle
anspricht. Diese Problematik entféllt oder wird zoaest abgeschwacht, wenn zuvor eine
chromatographische Auftrennung der Komponentenlgrf®as gleiche Problem kann
bei Toxizitatstests mit lebenden Organismen aw@regbei denen die Ausbildung des toxi-
schen Effektes oft auf komplexe Wirkung verschieaéfoxine beruht. Dadurch kann ein
Test unter Umstanden bei verschiedenen Substasekig®sitiv ausfallen.

Die Kopplung von Biodetektion, z. B. in Form vonoBensoren, und chromatographi-
scher Trennung zeigt jedoch andere Probleme. Es eins Kompatibilitat zwischen den
Trennbedingungen und den Bedingungen fir die Messuhdem Biosensor herrschen.
AulRerdem muss eine reproduzierbare Regenerati@ndurch Ersatz der Biokomponen-
ten moglich sein, um eventuelle Schwankungen dgredstarke zu verhindern [Fishman,
1998].

In neuerer Zeit geht der Trend in der Forschung bimezu Mikro- und Nanosensorik,
d. h. zur Integration von Nanotechnologie, Mikradik und bioanalytischen Messsyste-

men [Baeumner, 2005].

Offline-Detektion
Die Kopplung mit offline-Methoden fand in der Verggenheit haufiger Anwendung als
die direkte online-Kopplung [Kraemer, 1994]. Hierkann die biologische Aktivitat in
Fraktionen getestet werden, die nach einer chranaphischen Trennung aufgefangen
wurden. Dazu kann das Eluat Gber den gesamteradeitder Trennung in konstanten
Zeitintervallen fraktioniert gesammelt werden [Whli2005]. Eine andere Moglichkeit
besteht, indem einzelne Peaks nach der DetektioB, durch einen UV-Detektor, als
Fraktionen gesammelt werden [Vega, 1996]. Die sxsiddglichkeit bietet den Vorteil,
dass auch Substanzen, die durch konventionellekideg® nicht erfasst werden kdnnen,
in den toxikologischen Untersuchungen bericksithtgyden.

Unter den Methoden, die sich der offline-Detektlmdienen, werden Toxizitatstests
haufig in Mikrotiterplatten durchgefuhrt. So besgiben Uhliget al. [Uhlig, 2005] die
Analyse von Pilzkulturiberstanden. Der Detektiorravo ging eine semipraparative

HPLC-Trennung, bei der das gesamte Eluat wahreadli®matographischen Laufes in
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sechs Fraktionen gesammelt wurde. Der Biotest wumdder Art durchgefuhrt, dass
Schweine-Nierenzellen (PK15) in Kavitaten von Mikterplatten mit Aliquoten der

Fraktionen fur 24 h inkubiert wurden. AnschlieResribigte die Zugabe von Alamar
Blue™ [Nakayama, 1997]. Nach 4 h wurde durch Fluoresnessungen die reduzierte
Form des Farbstoffes detektiert.

Bei der Bestimmung von organischen Toxinen in Alsgasvurde zur groben Fraktio-
nierung eine HPLC-Trennung durchgefihrt und dalasi Bluat Uber die gesamte Tren-
nung hinweg in Fraktionen gesammelt [Grung, 20@ig Fraktionen wurden durch
Biotests mit Leberzellen von Regenbogenforell®mdorhynchus mykissn Form von
Kulturmedien auf Ostrogene und planare dioxinaheliSubstanzen untersucht. Dabei
wurde die Ostrogenbestimmung aus dem Zelliiberstarahgefiihrt. Durch ELISA-Mes-
sungen wurde auf den Ostrogen-Biomarker Vitellogagetestet [Tollefsen, 2003]. Die
Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD)-Aktivitat wurdirekt in der Zellkultur nach
[Ganassin, 2000] bestimmt. Die chemische AnalygseFdaktionen erfolgte durch gas-
chromatographische Bestimmung mittels Massenspaktiie (GC-MS).

Nicht nur im Umweltmonitoring ist die WBA notwendigondern auch z. B. im
Bereich der Doping-Kontrollen stellt diese Art demalyse einen wichtigen Bestandteil
der Analytik dar. Ein auf einem Hefetest mit Andeagezeptoren basierenden Bioassay
zur Detektion von Designer-Steroiden im Urin wuvad@ Nielenet al. beschrieben [Nie-
len, 2006]. Im Anschluss an eine HPLC-Trennung Moinproben wurde das Eluat paral-
lel auf zwei Mikrotiterplatten fraktioniert gesamineln einer Platte wurden Biotests
durchgefuhrt und auf die androgene Bioaktivitaegtdt. Hierzu wurden die Proben Uber
24 h mit Hefezellen inkubiert, die den humanerAndrogenrezeptor exprimierten
[Gaido, 1997]. Der Inhalt von positiv getestetervik@en wurde von der zweiten Platte
verwendet, um hochaufgeloste Massenspektrometdl ameuter flissigchromatogra-
phischer Trennung zu betreiben. Nachteilig an derfaliren sind die langen Inkubati-
onszeiten mit den rekombinanten Hefezellen im Biags

Ein weiterer Ansatz, bei dem eine chromatograpleisiiennung mit Biotests gekop-
pelt werden kann, ist die an eine Dunnschichtchtographie angeschlossene Detektion
von Acetylcholinesterase- und Butyrylesteraseirtbiien [Marston, 2002]. Zwiebeln ver-
schiedener Narzissengewachse wurden extrahier\liqaote mit geeignetem LOosungs-
mittel auf Dunnschichtplatten entwickelt. Nach demtwicklung wurden die Platten
getrocknet und mit einer entsprechenden Enzymlos@sgriht. In einem Behélter mit
hoher Luftfeuchtigkeit wurden die Platten fir 20nnbiei 37°C inkubiert. Die Aktivitats-
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bestimmung der Acetylcholinesterase (AChE) wurdecldiAuftragen von Fast Blue B
Salzlésung, die durch eine enzymkatalysierte Reaktu einem lila Farbstoff umgewan-
delt wurde, visualisiert.

Um Ligand-Rezeptorbindungen schneller und auf mdbeler Ebene detektieren zu
kénnen, kann man sich verschiedener Techniken bexieVidglichkeiten hierfir bieten
die Fluoreszenzpolarisationsmessungen [Sportsnt@d] 2die Messung der Fluoreszenz-
resonanzenergie [Pope, 1999] oder die Oberflaches®nenresonanz-Technik [Wil-
son, 2002].

Effizienter als chemische und biologische Detektiacheinander durchzufiihren wéare
die zeitgleiche Messung beider Parameter. Zeichl. [Zeck, 2001a] beschreiben eine
multidimensionale Detektionsmdglichkeit nach voregangener umkehrphasenchroma-
tographischer (RP-HPLC) Trennung von Microcystiieabei wurde das Eluat nach UV-
Detektion automatisiert in Fraktionen gesammelt imKavitaten einer MTP mit einem
Proteinphosphataseinhibitionstest auf die Anweséenba Microcystinen und Nodularin
gepruft. Zur Quantifizierung und strukturellen Chlderisierung wurden zusétzlich
ELISA-Tests mit drei unterschiedlichen monoklonafatiikorpern parallel zur Enzymin-
hibition durchgefuhrt. Die positiv getesteten Frakén wurden durch ESI-TOF-MS-

Messungen naher untersucht.

Online-Detektion

Eine schnellere Variante des Nachsaulenansatzeie ishline-Detektion. Hierbei werden
die chromatographische Trennung und der biochemidobtektionsschritt direkt mitein-
ander gekoppelt. Dabei kénnen verschiedenste cliogmagphische Verfahren wie CE,
Gaschromatographie (GC) oder HPLC zum Einsatz kamrme Folgenden werden fur
die drei genannten Trennverfahren in der Literaaschriebene Kopplungsmethoden auf-

gezeigt.

Biomolekulare Erkennung nach CE: Ein wichtiger Aspekt bei der Kombination von
Kapillarelektrophorese und Biodetektoren muss imbeeticksichtigt werden: am System
liegen hohe Spannungen an. Dies ist bei der Ausdexhirt der Biodetektion in Betracht
zu ziehen [Bossi, 2000].

Als Target bei der biomolekularen Detektion wurden Fishmaret al. ganze Zellen
der Zelllinie NG108-15 verwendet. Dazu wurden Zeleem Ende einer CE auf einem
bewegbaren Objekttrager, der durch ein Mikroskopbbehtet werden konnte, aufge-

bracht [Fishman, 1996]. Die auf der Membran sitegnBezeptoren binden Liganden mit
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hoher Spezifitdt. Dies wurde genutzt, um Bradykinindetektieren. Durch Interaktion

mit dem Rezeptor wird eine Erhéhung des”@aehalts im Cytosol ausgeldst. Diese
Reaktion konnte mit einem intrazellularen Calciudikator durch Fluoreszenzmessung
an einer einzelnen Zelle ausgelesen werden. DueTatsache, dass mehrere Zellen
immobilisiert waren, konnten mehrere Messungenehgmander gemacht werden, da
jedes Mal eine andere, frische Zelle zur Verflgsiagd.

Eine andere Methode, bei der ebenfalls ganze Zelerargets verwendet werden,
bietet die Detektion von lonenstrémen durch dielrdeinbran mit dePatch-Clamp
Technik. Diese Technik wurde bereits 1976 von Neled Sackmann beschrieben
[Neher, 1976]. Es wurden kleine Flachen der Zellfmem zur Messung verwendet.
Durch das Messen des Offnens und SchlieRens denkanile, der Desensibilisierungs-
rate oder der Kinetik kdnnen detaillierte Aussagéer die Interaktion von Rezeptoren
und Agonisten erhalten werden. Die Detektion dereReorbindung erfahrt durch das
Messen des lonenstroms durch die lonenkanale édcbdimische Verstarkung. Da oft-
mals viele strukturell ahnliche Agonisten eine Remkauslosen, muss die Applikation
der Analyten auf die Zellen einzeln geschehen, aleksve Informationen zu erhalten.
Dies kann durch Kopplung an vorhergehende CE redliserden.

Zur Detektion der neuroaktiven Substanzen Glutanmak 2-Carboxy-3-carboxyme-
thyl-4-isopropenylpyrrolidin, die beide Agonisteesd Glutamatrezeptors vom AMPA-
Typ sind, wurde nach einer CE-Trennung mit der obeschriebenerPatch-Clamp
Methode der lonenfluss an der Membran von olfagtbren Interneuronen v@prague-
DawleyRatten gemessen [Jardemark, 1997]. Dazu wurdegetlen frisch prapariert und
in einer Petrischale direkt an den CE-Auslass gditreDie Glutamatrezeptoren vom
NMDA-Typ wurden inaktiviert. Den MigrationszeitereidSubstanzen, die im Elektrophe-
rogramm gemessen wurden, konnten durch fraktimeeB8ammeln und anschliel3ende

HPLC-MS-Analytik die Strukturinformationen zugeosdrwerden.

Biomolekulare Erkennung nach GC: Bereits 1957 wurde gezeigt, dass Insektenanten-
nen elektrische Signale geben, wenn sie flichtigefstanzen ausgesetzt werden
[Schneider, 1957]. Die Signale konnten in Form eilg¢ektroantennogrammes aufge-
zeichnet werden. Die hohe Sensibilitat und Seléktivnacht diese Technik zu einer star-
ken analytischen Technik, die als GC-elektroantgraqghische Detektion (GC-EAD)
bezeichnet wird [Moorhouse, 1969]. Die grofdte Sehigkeit bei dieser Anordnung ist

die Gestaltung des Interfaces, mit dem die Anteraredie GC angeschlossen werden.
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Eine Mdglichkeit der parallelen Detektion mit EADhads Flammenionisationsdetektor
(FID) wurde von Dickens vorgestellt [Dickens, 1999) dieser Arbeit wurde das Verhal-
ten der Antennen verschiedener Kafer bei der Magson Kartoffelpflanzenemissionen
getestet. Auch die Kopplung von GC-EAD und MS isst¢hrieben [Weissbecker, 1004].
Mithilfe der Antenne vorH. bajuluswurden fliichtige Komponenten von Pinidir(us
sylvestrisl.) bestimmt, indem der Gasfluss geteilt wurde Mebsungen parallel mit MS
und EAD erfolgten. Die Antennen wurden bei dem \aardeten Interface auf beiden Sei-
ten in Elektrolytldosungen getaucht, der Mittelteirde quer Uber den Gaskanal gespannt.
Im Vergleich zum MS-Chromatogramm zeigten sich b&AD deutlich breitere Peaks
und héhere Nachweisgrenzen.

Eine andere Detektionsmdglichkeit wurde 1964 volieFwet al. vorgestellt. Dabei
dient die menschliche Nase als Detektor [Fulle§419Die Gaschromatographie-Olfakto-
metrie Kopplung (GC-O) ist auch heute noch einehidéé mit breiter Anwendung und
vielseitig einsetzbar [Fishman 1998]. Da die Anattytirekt in die menschliche Nase ein-
geblasen werden, kann diese Technik nicht zur Besting von toxischen Komponenten
verwendet werden. Der Einsatz liegt bei dieser Kapgp eher auf der Identifizierung von
Aromastoffen in verschiedenen Matrices. Einen Ubekhiber verschiedene Techniken
sind von van Ruth zusammen gefasst. Es existiemaptbachlich vier GC-O-Methoden:
die Verdinnungsanalyse, die Detektionsfrequenz-dtithdie nachtragliche Intensitéats-
bestimmungsmethode und die Zeit-Intensitatsmethaate Ruth, 2001].

Ein Beispiel fur eine GC-O-Anwendung zeigten Cuéiet al, die Aromabestimmun-
gen in Rotwein durchfiihrten [Culleré, 2004]. Nadlold®nanreicherung durch Festpha-
senextraktion (SPE) wurde die GC-Analyse durchgefihd mithilfe eines FID ein

Chromatogramm parallel zu einem olfaktorischen 8eaafgezeichnet.

Biomolekulare Erkennung nach LC: In der Literatur sind diverse biochemische
Detektionsverfahren, die an die Flussigkeitschroagpatphie gekoppelt wurden, beschrie-
ben. Eine viel verbreitete Anwendung bei der Kopglwon Biodetektion und HPLC fin-
den vor allem Enzyminhibitionstests und Rezept@ayssAufgrund ihres haufigen Ein-
satzes in der WBA soll auf diese Kopplungsmethodeneinem eigenen Kapitel
(Abschnitt 1.4) eingegangen werden.

Nicht nur die HPLC wurde an Biosysteme gekoppeitz8igte Hirata die Kombina-
tion von GroRRenausschlusschromatograp8ieg Exclusion Chromatographi§EC) mit

einem Enzyminhibitionsdetektor [Hirata, 2005]. Dateirden Inhibitoren der Protease
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Subtilisin durch SEC getrennt. Die Detektion erfelgn Form eines homogenen online-
Assays, bei dem die Inhibition des Enzyms durchabegeines FRET-Substratéduore-
scence Resonance Energy Transtgrmessen wurde. Die Inhibitormischung wurde mit
einem Fluss von 100 pL/min getrennt und durch elhéDetektor das Chromatogramm
aufgezeichnet. Das Eluat wurde nacheinander mieRse (50 pL/min) und dem HIV-
Protease-Substrat | (50 pL/min) zugegeben, sodasa Inkubationszeit von Inhibitoren
und Enzym eingehalten wurde. Die Detektion erfolgéeh einer Inkubationszeit von
weiteren 2 min. An das Substrat waren das FluonopH{-Aminomethyl)amino]-naph-
thalen-1-sulfonsdure (EDANS) als Donor und die tficbreszierende 4-(4-Dimethyl-
aminophenyl-azo)benzoesaure (DABCYL) als Akzeptasvatent gebunden. Um
Dispersion zu vermeiden, wurden gestrickte Teflotéaache als Reaktoren verwendet.
Die Zugabe der beiden Losungen erfolgte durch Sopes. Diese verhindern unspezifi-
sche Bindungen der Biomolekiile an der Oberflacredubch kbnnen teure Reagenzien
gespart werden, da diese in der bendtigten Memggesetzt werden konnen. Bei der Elu-
tion eines Inhibitors aus der SEC fand keine Spgltles Substrates statt. Dadurch konnte
die Anwesenheit fluorimetrisch detektiert werdea,die Anregungsenergie vom Donor-
molekdl auf das Akzeptormolekul Gbertragen wurdd damit eine Verminderung der
Signalintensitat stattfand.

Auch ganze Zellgewebe und Mikroben, die mit Kohtefipasten an Elektroden befe-
stigt wurden, fanden Verwendung in Biodetektoreab& wurde z. B. eine Paste aus
Bananenfruchtfleisch und Graphit auf eine Elektradigetragen [Wang, 1988]. Ein Pro-
blem bei dieser Messmethode sind lange Anspre@meibn 12 s bis hin zu mehreren
Minuten. Durch die Immobilisierung der Bioprobemkten Inhibitoren gegen die spezi-
fischen Enzyme der Gewebe oder Mikroben detektierden [Connor, 1990]. Durch die
Parallelisierung der Messungen mit modifizierterd unicht modifizierten Elektroden

kann direkt eine Aussage Uber die biogene AktidgitPeaks gemacht werden.

1.3 Bestatigung der Effekte in der Wirkungsbezogesn
Analytik

Vor allem bei offline-Methoden, bei denen gré3erakiionen gesammelt werden und bei
Proben, die ohne Vortrennungen vermessen werdeeainis sorgfaltige Bestatigung der

toxischen Komponenten wichtig. Auch bei online-Mmtan kdnnen falsche Ergebnisse
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erhalten werden, indem z. B. durch Koelution keRenstoffe in den chromatographi-
schen Peaks vorliegen.

Daher ist eine stufenweise Bestatigung von Effektl (verursacher eine sichere
Methode, die zur Identifizierung der SubstanzentfiBei der Anwendung der WBA in
der Risikobewertung muss weiterhin das Gefahrdurtgsgial bestatigt werden. Einen
Vorschlag zur Bestatigung der Effekte geben Bretcél. (siehe Abbildung 1.3). Es han-

delt sich dabei um einen stufenweisen Ansatz [Braoka3].

Vorlaufig
identifizierte
Toxine

Beweis der chemischen Struktur

~ ™~
Analytische
Bestéatigung

. Dy

!

P
Effekt-Bestatigung
in vitro/ in vivo

Beweis der Ursache/Wirkungs-Beziehung

Quantifikation der individuellen Toxine
Beitrag an der Toxizitat

Abschatzung unerklarter Effekte

~

NN N\

~ J Beweis der Ursache/Wirkungs-Beziehung
J, unter realitatsnahen Bedingungen bei
- ~ . .
Gefahrdungs- ganzen Populationen und Gemeinschaften
bestatigung
(. >y

ABBILDUNG 1.3: Stufenweise Bestatigung gemessenepXinen in der WBA [Brack, 2008].

Analytische Bestéatigung: Nach der vorlaufigen ldentifizierung auf der Basis Mas-
senspektren kann eine genauere Strukturuntersuchomggnommen werden. Dies ist
wichtig, da durch Koelution oder das Auftreten daalyten in verschiedenen Isomeren
die endgultige Bestatigung leiden kann. Daher s@lhe extensive Fraktionierung und
hohe chromatographische Auflosung, wie z. B. MtdfisProzeduren oder fraktionierte
GC [Meinert, 2007] angestrebt werden. Die sicheké&thode zur Identifizierung bietet
das Messen der Analyten durch Kernmagnetresonakizspleopie (NMR), was durch
die bendtigten Probenmengen oft nicht einfach zwellestelligen ist, aber schon als
Anwendung in der Literatur beschrieben wurde [Sénee, 2000].

Weitere Schritte zur Identifikation sind chromaiagnische Trennungen, idealerweise
gekoppelt mit MS-Detektion. Die dadurch generiefftentionsindizes sowie die Mas-
senspektren dienen zur Festigung der AnalytbestmgniBelknap, 2006]. Ein genereller
Vorteil bei der Bestimmung von unbekannten AnalyteRroben ist die Existenz von rei-
nen Standardsubstanzen, mit denen Spike-Experimemtie vergleichende Analytik

betrieben werden kann. AuRerdem kann durch Datdmnbemerche eine weitere Bestéati-
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gung der identifizierten Verbindungen erfolgen, wehe fragliche Substanz gelistet ist
und mit den chromatographischen Daten des Analybeneinstimmt.

Bei der Identifizierung von neuen Umwelttoxinends¢ Massenspektrometrie in Form
von LC-MS-MS ein wichtiges Werkzeug. V. a. die Kandtion von TOF-MS undon-
Trap-MS(IT-MS) zeigen, wie auch andere Hybrid-GerateB.zmit Quadrupol und TOF
(QpTOF-MS), den Vorteil, akkurate Massenbestimmduagchfiihren sowie Fragmentie-

rungsmuster erhalten zu kdnnen.

Effekt-Bestatigung: Wahrend die analytische Bestimmung der Aufklaruag chemi-
schen Struktur dient, wird bei der Bestatigung Eiskts sichergestellt, dass die toxische
Wirkung von dem identifizierten Analyten herrihities ist besonders bei Proben, die
nicht in einzelne Bestandteile getrennt werden kéinmon grol3er Bedeutung.

Wichtige Werkzeuge dabei sind strukturelle Warnalgnvon der Ohe, 2005] und
quantitative Struktur-Aktivitats-Relationen (QSAR)u, 2006]. Allen Bestatigungsver-
suchen liegen Modelle zugrunde. Bei der WBA wirdavdas Konzept der Konzentrati-
onsaddition verwendet. Dabei wird angenommen, d&ssresultierende Effekt einer
Probe sich additiv aus den Konzentrationen deradtetlen Komponenten zusammen-
setzt.

Die einzelnen Analyten kdnnen sich jedoch entwetdwlich verhalten oder unter-
schiedlich wirken. Aufgrund dieses Verhaltens wdid Auswahl der den Uberlegungen
zugrunde liegenden Modelle getroffen. Wo immer égloh ist, sollte zur Bestatigung
die komplette Dosis-Wirkungs-Beziehung herangezogerden und nicht nur z. B. die
ECso-Werte. Dadurch lasst sich die unabhangige Aktiveiazelner Substanzen [Alten-
burger, 2004] im Fall von unterschiedlich wirkendgabstanzen bestimmen sowie das
Konzept der Konzentrationsaddition, das bei glaipaeagierenden Analyten ange-
wandt werden kann [Altenburger, 2003], bestatigen.

Generell lasst sich eine sichere Aussage nur deachem, wenn die Analyten total
getrennt voneinander vorliegen und spezifische Zitiétstests durchgefiuhrt werden kon-
nen. Bei Mischungen liegen den Betrachtungen imdnarse Annahmen zu Grunde, die
teilweise nicht Gberprufbar sind und somit zu vagerssagen beziglich der einzelnen

toxikologischen Wirkungen fiihren konnen.

Gefahrdungsbestimmung: Die Bestimmung von toxikologischen Eigenschaftercdu
Tests mit einzelnen Speziasvivo oderin vitro kdnnen als System von grof3er analyti-

scher Wirkung sein, sind jedoch kinstliche Systanglimitiert in der Aussagekraft tber
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Okologische Relevanz. So ist z. B. die Bewertung 8toffen in Boden und Sedimenten
bezuglich ihrer Umweltgefahrdung abhangig von deverfligbarkeit. Dabei werden
zwei komplementare Aspekte betrachtet: 1) Die Bydnglichkeit, die zwischen Moleki-
len, die leicht von Sedimenten desorbieren undheoicdie nicht in Porenwasser oder in
Biota abgegeben werden, unterscheidet. 2) Die ewichtsverteilung von verfligbaren
Toxinen gemal ihrer chemischen Aktivitat in versdieinen Kompartimenten [Reichen-
berg, 2006]. So sind Sediment-Kontakt-Tests einglMbkeit, eine realistische Umwelt-
risikobewertung vorzunehmen. Ein Beispiel fur eirsmtichen Test ist die Verwendung
von Frischwasser-SchlammschneclRataopyrgus antipodarunbei denen durch direk-
ten Kontakt die Stimulation der Embryoproduktiorstimmt wird [Hyne, 2003]. Eine
andere Moglichkeit besteht in der Anwendung der Widéht auf das Sediment selbst
sondern auf Gewebe von benthischen Organismene Diesen im Vorfeld als biologi-
scher Akkumulator und zeigen nur die Belastungiagdnen Toxinen. Dies wurde z. B.
an den MuschelMytilus edulisfir aromatische Kohlenwasserstoffe gezeigt [Donkin
2003]. Konzepte, die die Bestatigung von toxiscBéekten auf der Ebene von Gemein-
schaften zeigen, sind extrem rar. Biglution-Induced Community Toleran@ICT) bie-
tet einen vielversprechenden Ansatz, bei dem didBToxizitat auf Periphyton [Schmitt-

Jansen, 2005] oder Planktongemeinschaften [Petet988] getestet wird.

Zusammenfassung: Die Bestatigung ist ein kompliziertes Feld in deBX Durch das
schrittweise Vorgehen werden sowohl der struktar&lachweis als auch die Ursache-
Effekt-Beziehung sichergestellt. Alle Schritte simehreren Restriktionen unterworfen,
so z. B. den geringen Probenmengen, der schledgigbarkeit von Standards und
Referenzdaten, fehlendes Wissen uber Konzentrakéfekt-Beziehungen und das Ver-
halten bei Vorhandensein mehrerer Toxine sowiengeri Moglichkeiten vonn situ

Effekt-Bestimmungen.

1.4 Wirkungsbezogene online-Detektionsmdglichkei-
ten in der HPLC

Wie oben beschrieben, finden sich in der Literaine Vielzahl von Kopplungsmdéglich-
keiten von Detektion und Trennung im Sinne der WBA.Folgenden soll nur auf die
Kombination von HPLC mit Enzyminhibitions- und Re#arbindungsassays eingegan-

gen werden.
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1.4.1 Enzyminhibitionsassays

Bei Biosensoren, die als Detektoren nach einer @daedan Trennung eingesetzt werden,
dienen Enzyme haufig als Targetstrukturen [WeR&00]. Da Enzyme eine Vielfalt an
Wechselwirkung und hohe Selektivitat besitzen, siiedsehr gut geeignet, verschiedene
chemische Stoffgruppen zu analysieren [Faming, [L198&rden Enzyme als biochemi-
sche Detektionseinheit eingesetzt, so sind diengtizienz der Chromatographie sowie
die Enzymspezifitat diejenigen Parameter, die zunfbAu eines gut funktionierenden
Analysensystems optimiert und aufeinander abgedtwenden missen. Das heil3t, dass
bei einer hohen chromatographischen Trennleist@sgeithgesetzte Enzym eine breitere
Selektivitat besitzen kann, um verschiedene Analgtezymatisch detektieren zu kénnen.
Durch die Tatsache, dass ein Enzymmolekil bei estbender Inkubationszeit viele
Substratmolekile umzusetzen vermag, kann einejgtealverstarkung erzielt werden.

Die Enzyme werden in kombinierten Systemen oft edev direkt auf die der Elektro-
denoberflache immobilisiert und meist amperometrisasgelesen [Gorton, 1994] oder
aber in einem Enzymreakor eingebettet. Letztered@rejedoch eher als Bioreaktoren
denn als Biosensoren klassifiziert, da der biolduygsund der physikalische Transducer
separat voneinander auftauchen [Emnéus, 1995].

Prinzipiell konnen bei der Kopplung von HPLC unazEminhibition zwei verschie-
dene Reaktortypen voneinander unterschieden weRierEnzyminhibition kann an der
Oberflache als heterogenes Format an immobilisieEazymen durchgefuhrt werden
(Immobilized Enzyme ReactdMER) oder, als homogenes Format, mit freien Emey

in einer Nachsaulenreaktion erfolgen.

HPLC und IMER: Die Anwendung der IMER-Technik stellt eine Mogligilk zur
Durchfiihrung von Inhibitionstests in Form einer Ns&ulenreaktion dar. Einen Uber-
blick Gber beschriebene Anwendungen dieser Techalen Galensa und Gireéi al.
[Galensa, 1993; Girelli, 2005]

Die Enzyme werden auf einem Tragermaterial immsieilt, wobei diesn situ, also
nach dem Packen einer Saule mit diesem Material,indatch also vor dem Packen der
Saule oder Kartusche, erfolgen kann [Massolini,1200er IMER wird kontinuierlich
von Substratldsung durchspult. Bei dem Kontakt aktivem Enzym und Substrat wird
letzteres umgesetzt. Das vom umgesetzten Subsiatigte Signal (Fluoreszenz, UV-
Absorption usw.) wird als konstante Basislinie azigjchnet. Gelangt aus der HPLC-

Trennung ein Analyt in die Detektionskammer, dehibitorische Wirkung auf die
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Enzyme hat, so kommt es aufgrund eines geringembstfatumsatzes zu einer Erniedri-
gung des Signals.

Ein Vorteil des IMERs besteht darin, dass verbrgaidnzyme einfach physikalisch
aus dem System entfernt und durch Neue ersetztewekdnnen [Gunther, 1995]. Des
Weiteren sind sie recht stabil und wieder verwerthal3erdem ist durch die Immobilisie-
rung eine hohe Prazision und Reproduzierbarkeitlicto§sai, 1996]. Durch die Anbin-
dung der Targetstrukturen an die Oberflache sindek®umpen zur Beférderung der
Enzyml6ésung in den Nachsaulenreaktor nétig. Daaritnkder Aufbau eines entsprechen-
den Messapparatur deutlich vereinfacht werden @ndal sich somit weniger storanfal-
lig gegen technische Probleme.

Die Enzymkinetik stellt den limitierenden Faktordueinen wesentlicher Nachteil der
IMER Technik dar. Die Reaktionsgeschwindigkeit dazymatischen Reaktionen ist bei
heterogenen Reaktionen langsamer als in vergleiehb&aomogen durchgefihrten Ver-
gleichsreaktionen [Park, 2003]. Vor allem bei detdktion der kompetitiven Inhibitoren
hangt die Inhibitionskinetik wesentlich von der Swhtkonzentration ab. Um gleich blei-
bende Bedingungen Uber einen groReren Zeitraunewslyleisten, missen die Enzyme
regelmafig regeneriert werden. Dies geschieht withd Spulen mit Reagenzlésungen.
Beispiele hierfur sind Kaliumhexacyanoferratlésurey Anwendung des Enzyms Galac-
toseoxidase [Bilkova, 2002] oder Oximldsungen begtylcholinesterasen-Biodetektoren
[Worek, 2004]. Wenn diese Spulschritte nicht mebsraichen, kann entweder das
gesamte Tragermaterial mit dem Enzym ausgetausetilen oder eine neue Anbindung
von Targets erfolgen.

Es konnte das Enzym Acetylcholinesterase durchifsgg®e Antikdrper mit Koimmo-
bilisation von Avidin-Biotin-Verbindungen auf Ob&then angebunden werden. Durch
die Avidin-Biotin-Bindung konnte die RegeneratiomduBeladung mit neuem Enzym ein-
fach durchgefiihrt werden. Zuerst wurde das alteylBrausgewaschen und anschliel3end
konnte durch Injektion frischer Enzymldsung dieseseut immobilisiert werden [Marko-
Varga, 1992].

Eine Mdglichkeit, automatisiert Tragermaterial zusaen mit den Targets zu wech-
seln, wurde von Kindervatet al. beschrieben. Dabei wurde bei einer FlieRinjekianias
lyse der Biodetektor mit AChE als Zielstruktur hedtt. Diese Enzyme wurden uber
Aminogruppen an magnetische Partikel gebunden ARtevitat der gekoppelten AChE
wurde photometrisch und elektrochemisch getestetAAwendung als Detektionseinheit

wurde beladenes Tragermaterial in einem permanektagnetfeld durch mehrfache
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Injektion angereichert und somit der Reaktor gepadkn die Enzyme zu wechseln,
wurde das Magnetfeld abgeschaltet und das Trageriaadusgewaschen. Anschlie3end
konnte eine erneute Bepackung erfolgen [Kinderyd®90]. Dieses Prinzip wurde bisher
nicht in der Kopplung an eine HPLC-Trennung vorghist

Die online-Kopplung eines IMERs als Nachséulenmeakaich einer HPLC-Trennung
wurde mit dem Enzym Peroxidase gezeigt [Kurth, 19%ls Tragermaterial fir die
Enzyme diente pordses Glas. In einer HPLC-Trennuaiglen verschiedene organische
Peroxide getrennt und das Eluat anschliel3end paita-Hydroxyphenylessigsaure
(PHOPA) als Substrat versetzt. Dieses Gemisch wdudeh einen IMER-Reaktor gelei-
tet und so die enzymatisch katalysierte ReaktionArIOPA als Messgrof3e festgelegt.

Die Peroxide als Inhibitoren fuhrten zum Signaleirdt.

HPLC und homogener Enzymreaktor: Bei homogenen Nachsaulenreaktoren werden
sowohl Substrat als auch Enzym als Lésungen kaetinch zum HPLC-Eluat zuge-
pumpt. Dabei ist meist eine Verdinnung des Eluaté&endig, um die desaktivierende
Wirkung v. a. der organischen Lésungsmittel aufitieyme gering zu halten. Ein Vortell
gegenuber der IMER-Technik ist die Tatsache, dagsder Zeit frische Enzyme zur Ver-
fligung stehen.

Bereits 1976 wurde ein Nachsaulenreaktor mit Gasbisegmentierung zur Bestim-
mung von Carbamaten vorgestellt [Moye, 1976]. Aty kam Cholinesterase unter
anderem aus Stubenfliegenkdpfen zum Einsatz. Ny¥lattoxylacetat diente als Sub-
strat. Die Detektion erfolgte fluorimetrisch bener Anregungswellenlange von 430 nm
und einer Emissionswellenlange von 501 nm. Die Relagzeiten betrugen max. 4.5 min
zur Inhibition und 3.5 min zur Inkubation mit deralfStrat.

Zur Untersuchung von Antioxidanzien und Spezies,rdaktive Sauerstoffverbindun-
gen bilden, wurde ein online-Assay etabliert, dgrder Hemmung von Meerrettichper-
oxidase beruht. Dazu wurden nach RP-HPLC-Trennuiigemem Methanol-Wasser-
Gradient 10% des Eluates in den Biodetektor ge)aier Rest wurde zur UV-Detektion
genutzt. Das Eluat wurde mit Substrat (PHOPA) uradaKtoren aus einer Superloop
sowie mit verschiedenen Enzymen (Meerrettichpewsad Cytochrom P450s, Cyto-
chrom-P450-Reduktase, Superoxid-Dismutase) aus eweiten Superloop versetzt.
Durch eine Abfolge verschiedener biochemischer €ssz wird das PHOPA in sein
Dimer umgebaut, welches ein Fluorophor darsteltt mar Detektion dient. Zur Vermei-

dung einer Verschiebung der Basislinie wurde daatghit einem gegenlaufigen Metha-
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nol-Wasser-Gradienten derart modifiziert, dass imdex gleiche Anteil an Methanol in
den Biodetektor gelangte. Da Antioxidanzien denzBssen entgegenwirken, wurde bei
dieser Stoffklasse negative Signale erhalten, beiahderen untersuchten Stoffen resul-
tierten positive Signale, also eine VerstarkungPlezesses [Kool, 2007].

Zur Analyse von Inhaltsstoffen in Narzissenknolearde ein Test auf toxische Wir-
kung gegen AChE vorgestellt [Ingkaninan, 2000]. IN#&okratischer HPLC-Trennung
mit Methanol-Wasser-Diethylamin (40:60:0.05, v/v/ayf einer RP-Saule wurde der
Eluatfluss geteilt und 0.04 mL/min gelangten in d&@odetektor. Zunéchst wurden die
Substrate Acetylthiocholiniodid und Dithionitrobe®saure (Ellmanns Reagenz) sowie
das Enzym AChE mit einem Fluss von je 0.04 mL/midaaiert. Anschlieend erfolgte
die Inkubation in einem gestrickten Reaktor mit @0Innenvolumen. Die Detektion
erfolgte schlie3lich durch einen UV/Vis-Detektoi B85 nm. Parallel zur Detektion mit
dem Biodetektor wurden Chromatogramme mit einemDé¥ektor und einem massen-
spektrometrischen Detektor aufgezeichnet.

Eine andere Anwendung der AChE als Targetmolek@imem online-Assay zeigten
de Jonget al. [de Jong, 2006]. Nach Trennung der Analyten wudde Eluatstrom mit
Enzyml6sung versetzt und in einer ersten gestmckiReaktionsschleife inkubiert.
Anschliel3end erfolgte die Zugabe von Acetylcholilas in einer zweiten Reaktions-
schleife enzymatisch unter Bildung von Essigsauespglten wurde. Die Detektion
erfolgte durch ein Elektrospray-Massenspektromdier. Anwesenheit eines Inhibitors
konnte das Acetylcholin in geringerem Umfang umgeseerden.

Verschiedene Pflanzenextrakte wurden von Scheinél. auf die Anwesenheit von
Phosphodiesterase-Inhibitoren untersucht [Sched®3]2 Dazu wurde nach einer HPLC-
Trennung mit Methanol und Wasser als Losungsméiel Eluatfluss von 100 pL/min
abgetrennt, der Biodetektion zugefiuhrt und mit$ep2/min einer Phosphodiesteraselo-
sung sowie einer Losung cyclischen Guanosinmonggtads als Substrat versetzt. In
einer Inkubationsschleife konnte das Substrat dula® Enzym hydrolysiert werden,
wodurch die Intensitat des Fluoreszenzsignals abhn&8ei Anwesenheit von Inhibitoren
wurde der Umsatz verringert und resultierte in eWerstarkung der Fluoreszenzsignale.

Zur Analytik von hydrolysierten Milchproben wurdénéeverfahren angewandt, bei
dem nach chromatographischer Trennung die Analp@mallel mit konventionellem
Detektor und Biodetektor untersucht wurde [van Ekw2003]. Nach der Trennsaule
wurde das Eluat aufgeteilt und ein Teil mit MS gesen. Dem anderen Teil wurde

Angiotesin-konvertierendes Enzym zugesetzt und€@is inkubiert, anschlie3end wurde
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das intern gequenchte Substrat ortho-Aminobenzoegzhenylalanin-Arginin—Lysin—
Dinitrophenol-Prolin zugegeben und fur 120 s inkubi®as Auslesen erfolgte durch

einen Fluoreszenzdetektor.

1.4.2 Rezeptorbasierte Detektionssysteme

Rezeptorbasierte Methoden basieren auf einer dgerfden drei Moglichkeiten der
Detektion: (a) der Bestimmung der funktionalen Auwkung, z. B. Zellproliferation,
(b) der Produktion von sekundaren Botenstoffen wa&cidm, oder (c) der Interaktionen
von Rezeptoren mit Liganden [Major, 1995]. Bei dexwendung von freien Rezeptoren
bleibt nur die Moglichkeit, Gber Interaktionen eiDetektion vorzunehmen. De Joetal.
zeigen verschiedene Beispiele von Bindungsassdydewdong, 2005]. Um die Rezeptor-
Ligand-Bindung erfassen zu kdnnen, muss mindesterey der Bindungspartner eine
Markierung tragen. Radioisotopenmarkierung z. Brcd@H, 12 oder 3%P haben den
Vorteil, dass keine Effekte oder gar Einbul3en aefAffinitat auftreten. Nachteilig an
dieser Art der Markierung sind neben Kosten, Gekaitdind Abfall, auch die relativ lan-
gen Zeiten, die zur Detektion bendtigt werden. Sodbigt man ca. 25 min, um bei der
Radioisotopenmarkierung 10 000 Zerfélle zu messemjivgegen daflr bei der Fluores-
zenzmessung lediglich eine Messzeit von 50 ms nitig

Eine grobe Einteilung der Methoden kann in hetenegend homogene Assays vorge-
nommen werden, wobei bei heterogenen MethodernreienfLiganden nach der Inkuba-
tion entfernt werden [Hemmild, 1997]. Da bei homoge Rezeptor-Ligand-Bin-
dungsassays keine Abtrennung von freien und gelm@mdeiganden vorgenommen wer-
den muss, sind diese bei online-Detektionen eimiagh handhaben. Zur Detektion fin-
den Markierungsmethoden wie FluoreszenzpolarisafieiR), Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET) und Fluoreszenz-Korrelaspektroskopie (FCS) Anwendung.
Allerdings zeigte sich, das homogene Assays authmon Hintergrundfluoreszenz oft
geringere Sensitivitaten besitzen als heterogemdddg, 2005].

Gegenuber Bioassays mit Antikdrpern, haben Membramptorassays den \orteil,
dass durch sie ganze Chemikalienklassen mit togrsphharmakologischer und physiolo-
gischer Bedeutung erkannt werden kénnen. DurclEidjenschaft, dass Rezeptorsysteme
durch viele, strukturell verwandte endokrine Agtersaktiviert werden, kénnen klassen-
spezifische Biosensoren gebaut werden. Der Nadntefolchen Systemen ist die Tatsa-

che, dass aufgrund von Selektivitdtsproblemen efhe Identifizierung individueller
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Substanzen erfolgen kann [Fishman, 1998]. Um dabl&n der absoluten Spezifitat zu
Uberwinden, wurde in der Arbeitsgruppe um Zare\@rfahren entwickelt, bei dem CE
und Patch-ClampTechnik kombiniert wurden [Orwar, 1996]. Durch @éterte Informa-
tionen Uber aktivierte Rezeptoren wie Kinetik, Desbilisierungsrate der lonen-Kanale
und Offnungs- und Verschlusszeiten sowie die Migratzeiten aus der CE, konnten
Agonisten identifiziert werden.

Die Kompetition zwischen Analyt und zugesetztem leaten Liganden um die
Rezeptorbindung ist eine Mdglichkeit der Detektidazu missen vor der Messung
jedoch die freien Liganden abgetrennt werden. Ram durch Affinitatssaulen [Tang,
2000], Restricted-AccesMlaterialien [Boos, 1999] oder Hohlfasermodule [,ui996]
erfolgen.

Einen Rezeptor-Affinitatsdetektor (RAD) zur Detektivon strukturell &hnlichen Ste-
roiden in Urinproben mit Hilfe von humanem Ostrogeaeptor stellten Oosterkangpal.
vor [Oosterkamp, 1996]. Die gesamte Einheit wurdeoaline-Methode gestaltet. Nach
isokratischer Trennung der Komponenten mit Phogpifigr-Methanol-Acetonitril
(50:25:25 v/vIv) wurde kontinuierlich Ostrogenlégurum Eluat gepumpt und inkubiert.
Anschlie3end erfolge die Zugabe des Liganden Cduphisnit dem ebenfalls inkubiert
wurde. Nachdem die Inkubationsreaktoren durchlaufaren, wurde durch eiriRestric-
ted-Acces£C18-Saule gebundenes und freies Coumistrol albgdtre

Auch die Technik deFree-Flow Electrophoresié-FP) kann dazu verwendet werden,
freie von gebunden Liganden abzutrennen [Mazere2000]. Die Detektion konnte nach
der Separation z. B. durch FluoreszenzmessunggerfoEine Kopplung dieser Methode
an eine vorangeschaltete HPLC-Trennung wurde naitiiBund Streptavidin als Modell-
substanzen fur Ligand- und Rezeptorproteine gez€gbei wurde zu Proben zuerst
Streptavidin zugegeben und damit inkubiert. Die @@ifizierung erfolgte anschliel3end
durch Zugabe von Fluorescein-markiertem Biotin.deg& bildete Komplexe mit freiem
Streptavidin aus. Die Trennung von freiem und ap@avidin gebundenem markiertem
Biotin erfolgte via FFP. Jedoch stellte die Optirarey der Separation von gebundenem
und freiem Liganden einen grof3en Aufwand dar. Ri#eP des biochemischen Detektors
und die mobile Phase mussten zusatzlich in Bezhigliauelektrophoretische Trennung
optimiert werden.

Zur Analyse von Urokinase und dazu kreuzreaktiverbMdungen wurde ein RAD von
Oosterkampet al. entwickelt [Oosterkamp, 1998]. Nach einer Trenndogch RP-HPLC

wurde kontinuierlich Fluorescein-markierter Urolseaezeptor zum Eluat zugepumpt
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und fur 60 s inkubiert, so dass affine Analyten deisTrennung mit den Rezeptoren spe-
zifisch wechselwirken konnten. Anschliel3end wurdegebundene Rezeptoren aus der
Ldsung entfernt. Dazu wurde das Gemisch Uber eiffi@it@tssaule gepumpt, auf der
Urokinase immobilisiert war und somit freie Rezeptobinden konnte, wahrend Rezep-
tor-Ligand-Komplexe die Saule durchqueren und deiokm Fluoreszenzdetektor detek-
tiert werden konnten. Bei langen chromatographischaufen ergab sich durch die
Sattigung der Affinitdtssaulen ein Problem bei @stektion, da auch ungebundene
Rezeptoren passieren konnten und zur Signalbildheitgugen. Eine weitere Schwierig-
keit bestand darin, die Rezeptoren mit dem Flua@iasou markieren. Idealerweise sollte
nur ein Fluorophor pro Rezeptor gebunden werdendassen Bindungseigenschaften
nicht wesentlich zu beeinflussen.

Einen homogenen Rezeptor-Ligand-Bindungsassay,olee die Abtrennung von
freien Liganden auskommt, stellten Schoétehl. vor [Schobel, 2001]. In Extrakten aus
Naturprodukten sollten Analyten, die an Ostrogeepéaren binden, identifiziert werden.
Dabei erfolgte zunéchst eine chromatographischenineg und anschliel3end nacheinan-
der die Zugabe von Rezeptor und Ligand zu eineindési Eluats. Als Detektionseinheit
wurde ein Fluoreszenzdetektor verwendet. Das Rrider Messung bestand darin, dass
der Ligand Coumestrol die noch freien Bindungssiein den Rezeptoren belegt. Dieser
Ligand ist ein Fluorophor und hat ein Emissionsnmmaxn bei 438 nm, wenn er mit
340 nm angeregt wird. Der Ligand-Rezeptor-Kompleigjizeine Blauverschiebung hin
zu 410 nm und hat eine viermal hohere Signalintéhsits ungebundenes Coumestrol
[Nelson, 1984]. Dadurch kann durch Positiv- und &tedcontrolle das Signal bei 410 nm

zur quantitativen Analyse genutzt werden.
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NAORDERUNGEN AN DIE HYDROMECHANIK

2 Nachsaulenreaktoren bei der

FlUssigkeitschromatographie

Durch die Anwendung von Nachsaulenreaktoren wekaerallem zwei Ziele verfolgt:
Zum einen soll die Selektivitat durch spezifischeakionen erreicht werden, zum ande-
ren soll die Sensitivitat gegentber konventioneDetektoren verbessert werden. Bei der
Verwendung in der WBA spielt vor allem die selektdetektion toxischer Komponenten
in Probenlésungen eine wichtige Rolle. Die Empiicitkeit spielt nur gegentber den
Analyten eine Rolle, die auch in sehr geringen kamtationen toxikologische Relevanz
besitzen.

Vorteile von Nachsaulenreaktoren gegenuber vorgdi®tbn Reaktoren sind v. a., dass
die Trennungen in ihrer urspringlichen Form duréiigee und somit teilweise aus der
Literatur ubernommen werden kénnen sowie die Thtsadass Artefakte bei den Biotests
eine geringere Rolle spielen. Aul3erdem zeigt sioleatscheidender Vorteil darin, dass
Reaktionen nicht abgeschlossen und die Produkte stabil sein missen. Die einzige
Voraussetzung ist die Reproduzierbarkeit [Brinkme887]

In den Nachsaulenreaktoren konnten verschiedengen Aon Reaktionen durchge-
fuhrt werden, z. B. chemische [Saccetto, 1994] phdtochemische Derivatisierung
[Woolf 1999] oder Enzymreaktionen [Susumu, 1992.nhch Bauart werden andere
Anspriche an die Reaktorbauweise gestellt. Im Falge wird zunéchst auf die hydro-
mechanischen Anforderungen eines Nachsaulenreaktagyegangen. AnschlielRend wer-
den verschiedene Design-Moglichkeiten mit Anwendibegspielen aufgezeigt. Der

Schwerpunkt hierbei soll auf Anwendungen aus deneiBle der WBA liegen.

2.1 Anforderungen an die Hydromechanik

Bei der WBA wird zuerst ein Gemisch potenziellexifie durch HPLC aufgetrennt und
anschlieend nach Zugabe von Zielstrukturen miiktdagischer Relevanz mit diesen
zur Reaktion bzw. Wechselwirkung gebracht. Die Reakzwischen Analyt und Target
lauft im Nachsaulenreaktor ab bevor eine onlineekidn vorgenommen wird. Beim
Aufbau eines miniaturisierten Nachsaulensystemssarnit/berlegungen bezuglich Fliis-

sigkeitstransport, Mischen und Dispersion angéstatden.
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2.1.1 Flussigkeitstransport

Bei vielen Anwendungen der Nachsaulenreaktoren emizsm Eluatstrom weitere Rea-
genzien kontinuierlich zugefuhrt werden. Dazu kdanjeenach hydrodynamischer Gege-
benheit unterschiedliche Pumpen eingesetzt werdgayen, 2002]. Bei mechanischen
Pumpen werden dynamische Pumpentypen von Verdmguggen unterschieden. Erstere
sind charakterisiert durch permanente Energiezygabehingegen bei Verdrangerpum-
pen periodisch Energie zugefiihrt wird. Einen Ukiekbliber die Anwendung der Pumpen
und verschiedene Mdoglichkeiten des Flissigkeitsrartes in mikrofluidischen Syste-
men finden sich in der Literatur [Nguyen, 2002; €@2004].

Bei hoéheren Flissen in der Grélenordnung von 1@njoLbis zu einigen mL/min
kommen in der Regel Verdrangerpumpen wie peristdlé Pumpen, Zahnriemen- und
Kolbenpumpen zur Anwendung. Bei geringeren FlissenL/min-Bereich, wie er bei
Lab-on-a-ChipTechnologien bendtigt wird, werden die Flisse tees nicht durch
mechanische Pumpen gewahrleistet, sondern durdtrépporese, Elektroosmose oder
magnetohydrodynamische Pumpen [Bilitewski, 2003].

Die nichtmechanischen Pumpen haben gegeniber deamamschen den Vorteil, dass
sie eine Pfropfstromung in Kanalen oder Kapillanesbilden [Shao, 2006]. Diese kommt
daher, dass durch das Anlegen eines externenistiidn Feldes eine elektrische Doppel-
schicht durch den Reaktor bewegt wird. Durch digkbsitat des Mediums bildet sich
Uber den gesamten Querschnitt eine homogene FfeRgedigkeit aus [Engelhardt,
1993a]. Demgegentber bildet sich bei mechanisctegtmm Flissigkeiten stets ein para-
bolisches Stromungsprofil aus. Dabei liegt die sbehrlieRgeschwindigkeit in der Achse
des Kanals. Daraus resultiert eine Dispersion derlyen entlang der Fliel3richtung (vgl.
Abschnitt 2.1.2). Aufgrund dessen waren nichtmed@m@ Pumpen fir den Aufbau eines
FlieRreaktors zu bevorzugen. Allerdings bedingtldieigang mit elektrokinetisch erzeug-
ter Bewegung einen deutlich héheren Aufwand unddbroft Kompatibilitdtsprobleme
mit sich.

Neben der Dispersion sind noch weitere Parameedet aufzubringende Rickdruck
sowie die Pulsation beim Aufbau eines Nachsaulétweszu beachten. Dies hat eben-
falls Einfluss auf die Wahl der geeigneten Pumperdas jeweilige System.

Zur Kontrolle des Flusses wird je nach Flussrateuaterschiedliche Messmethoden
zurtckgegriffen [Nguyen, 2002]. Bei hohen Flussmaite mL/min-Bereich kann durch
mechanisch bewegte Teile die Flussrate bestimndeveBei geringeren Flussraten kom-

men andere Messprinzipien zum Einsatz, meist imRan thermischen Sensoren. Dabei
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wird Uber eine Heizung und Thermosensoren, dieem [luss eingebracht werden, die
Warmekonvektion gemessen, die ein Mal3 fur die GisBhwindigkeit darstellt [Lamme-
rink, 1993].

Auch die Thermostatisierung der Reagenzien kanmia@ichen Pumpentypen proble-
matisch sein. Der Einsatz v. a. von Biomolekulei®, sie in der WBA verwendet werden,
macht es notwendig, konstante Temperaturen halté&drmen. Dies ist z. B. bei Spritzen-
pumpen nur schwer zu erreichen. Sogenaperloopsbieten hierflr eine Losung.
Diese als Vorratsbehalter dienenden Schlauche koeirdach thermostatisiert werden
[Kool, 2005]. Die Beforderung der Reagenzien etfalgrch das Pumpen von Verdrén-

gungsflussigkeit [van Elswijk, 2003].

2.1.2 Dispersion

Die Geschwindigkeit des Volumenstroms ist Gber Qeerschnitt nicht konstant. Die Art
des Flusses ist entscheidend fir die Anderung @sci@vindigkeitsvektoren in Abhan-
gigkeit deren Position. Man kann zwischen laminatem turbulentem Fluss unterschei-
den [Gerthsen, 1997].

Ursache fur diese Geschwindigkeitsunterschiedestiemn Reibungskraften aufgrund
der Viskositat. Diese lassen die Geschwindigkedl@mKontaktstelle mit der festen Wand
gleich Null werden, die Geschwindigkeit steigt &itte hin an und wird im Zentrum des
Rohres maximal.

Da bei turbulentem Fluss aufgrund chaotischer Beweggind Vermischung der Mole-
kile ein Austausch der Kraftmomente stattfindetyuh@ert insgesamt eine gleichméaRigere
Geschwindigkeitsverteilung. Man erhalt eine sogetaPfropfstromung (Abbildung 2.1,
gepunktete Linie). Im Gegensatz dazu ist der Hhessaminarer Stromung aus einzelnen
Schichten aufgebaut, wodurch kaum ein Energietesirsgattfindet und sich so ein para-

bolisches Stromungsprofil ausbildet [Mott, 2000].

ri T T
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\ |
ABBILDUNG 2.1: Strémungsprofile bei turbulenter (gepunktete Linie) und laminarer (durch-
gezogene Linie) Stromung mit ortsabhangigen Geschmdigkeitsvektoren. Es resultiert ein
parabolisches Strémungsprofil (laminar) bzw. eine Ropfstromung (turbulent).
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Wenn ein Flussigkeitszylinder der Langend dem Radius mit der Geschwindigkei
bewegt wird und die Druckkraftp= 7124p mit der Reibungskrafg=2 7zl 7im Gleichge-
wicht steht, gilt:

dv _ Ap
i 2nlr (2.1)
Dabei bezeichnen die Variabledie Viskositat ung den Druck. Das parabolische Stro-
mungsprofil lasst sich mathematisch wie folgt besitfen, wobew, die Stromungsge-
schwindigkeit im Zentrum des Rohres mit dem RadRiist:
_ Ap 2 . _ Ap 2
vV = VO_ZI’]lr mit Vo = 2Pp (2.2)
Durch das Gesetz von Hagen-Poiseulle wird der Vehstrom eines laminaren Flusses

beschrieben:

R
: A
V = Io 2mrv(r)dr = 8—nFR4 (2.3)

Die mittlere Stromungsgeschwindigkeit Uber das gesdRohr errechnet sich dann aus:
V= Vo y (2.4)
= = v, _
mR? 2

Da der Fluss der Flussigkeit im Zentrum des Robdmgspelt so hoch ist wie die durch-
schnittliche Geschwindigkeit, kommt es bei Nachsérdaktoren zur axialen Dispersion
zweier aufeinander folgender Analytbanden.

Mit Hilfe der Reynolds-ZahBi [Kutter, 2004] kann unter gegebenen Bedingungen,
also einem gegeben RohrradiRseiner gegebenen Stromungsgeschwindigkeibwie
der Dichtep und der Viskositaty der Flussigkeit, eine Aussage dariiber gemachtemerd
ob in der Kapillare eine laminare oder eine turhtdeStrémung vorherrscht.

0= 2vIpIR (2.5)
n
Fur Reynoldszahlen unter einem Wert von 1000 heerstaminare Bedingungen [Gerth-
sen, 1997]. Der Umschlagbereich, in dem eine lamaiS&rémung durch kleine Stérungen
in der Stromlinie in eine turbulente Stromung untagln kann, liegt bei 1000%2000.
Bei hbheren Reynoldszahlen gelangt man in den &ed@r turbulenten Stromung.
Wie das folgende Beispiel zeigt, werden Nachséakgtoren in der Regel bei lamina-

rer Stromung betrieben [Weigl, 1999]. Bei einerdshate von 140 pL/min durch eine
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lineare Kapillare mit 0.52 mm Innendurchmessem @&mer Stromungsgeschwindigkeit
von 1.01-1¢ m/s, errechnet sich eine Reynoldszahl 9tr6. Bei der Berechnung wur-
den sowohl Dichte als auch Viskositat der Flissigide &hnlich der Werte flr Wasser bei
25°C angenommenp€997 kg/n?, 7=8.91-10% kg/ms [Mott, 2000]). Unter diesen Bedin-
gungen liegen eindeutig laminare Bedingungen vor.

Das daraus resultierende parabolische Stromungjsipifdét bei Nachsaulenreaktoren
ein Problem. Chromatographische Banden, die inRkaktor gelangen, verbreitern sich.
Dies fuhrt zu Einbuf3en in der Auflésung sowie zumk8&n der Nachweisempfindlichkeit
aufgrund von Verdinnung der Analyten. Die Variaez Bandenverbreiterung bei lami-
narem Stromungsprofil kann unter idealen Bedinganggch Gleichung (2.6) berechnet
werden [Deelder, 1978]:

,  td

= 1 2.6
96D, (20)

Oy

Es sindt, die mittlere Reaktionszeitl der Innendurchmesser der Reaktionskapillare und
D, der molekulare Diffusionskoeffizient des Analyten.

Bei einer offenen Reaktionskapillare mit 0.52 mmdndurchmesser betragt die Stan-
dardabweichun@; nach einer Reaktionszeit von 15 min nach Gleichi2g) 0.84 min
unter Verwendung einem typischen Diffusionskoeéfieen fur kleine Molekile von
D,;=1-10° cnf/s zur Berechnung. Unter der Annahme einer Gauifiam Bande
betragt die Halbwertsbreitegw=2,354 -0, [Cammann, 2001]. Bei oben gegebenem Bei-
spiel ist also davon auszugehen, dass die Analgithaich durch die Reaktionskapillare
um ca. 2.0 min verbreitern wirde.

Nachdem neben den Retentionszeitgyy Undtg 5 die Basispeakbreitevg=40) in
die AuflosungRg mit eingeht (Gleichung (2.7)), kommt es bei eiBandenverbreiterung
ebenfalls zur Abnahme der Auflésung [Skoog, 1996].

_ 20 (tz),—(tg),]

(2.7)
S W, +W,

Theoretisch kann durch das Verkleinern des Kaplilleshmessers die Varianz verringert
werden (Gleichung (2.6)), jedoch erhéht sich naem dHagen-Poisseulle-Gesetz der
Ruckdruck im System dadurch. Da der Radius mitsgéehsten Potenz in die Gleichung
eingeht, wirde beim Halbieren des Radius der Riuckdbei gleich bleibendem Volu-

menstrom und das 64fache steigen.
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Dem Effekt der Bandenverbreiterung kann z. B. eyggegewirkt werden, indem die
Kapillare verformt wird. Dies kann durch einfach&&keln oder durch gestrickte Reak-
toren realisiert werden. Andere Mdglichkeiten hietke Segmentierung durch Gas oder

Flussigkeiten sowie die Erzeugung turbulenter Stnigen in gepackten Reaktoren.

2.1.3 Mischen

Da mikrofluidische Reaktoren meistens durch nieglfiRpynoldszahlen gekennzeichnet
sind (Abschnitt 2.1.2) und somit bei laminarem Flesszelne Flussigkeitsschichten
nebeneinander flieRen, kann die Mischung verschedEllssigkeiten, z. B. Eluat und
Reaktandenldsungen, nur durch Diffusion erfolgeresBr Diffusionsweg ist in zwei

Dimensionen Uber den Radiuabhéngig von der Zett[Berg, 1993]:

r’ = 4Dt 2.8)

Bei einem typischen Diffusionskoeffizienténvon 5-10° m?/s furr spharische Molekiile
zwischen 500 g/Mol und 1000 g/Mol [Jakeway, 2000¢ehnet sich eine Diffusionszeit
von ca. 0.5 min fir 0.25 mm, einem gangigen RadarsKapillaren. Fur 50 pum werden
lediglich 1.25 s bendtigt.

Es wurden verschiedene Methoden angewandt, urateon-a-ChipAufbauten eine
Verwirbelung von Flissen zu erhalten [Hessel, 20B8] dem Bau von Mischstrukturen
kann auf zwei Methoden zurlckgegriffen werden:\adgiund passives Mixen [Locasico,
2004]. Bei aktiven Mixern ist zusatzlicher Energitrgand notwendig. Dies kann durch
Mikromixer erfolgen [Lu, 2001]. Eine andere Moglieht besteht darin, durch akustische
Anregung von im System befindlichen Luftblasen eitischung hervorzurufen. Dabei
dient die Phasengrenze als Membran, die zur Sclwmogngeregt wird [Liu, 2002].
Durch Verwendung einer piezoelektronischen Kerakoknte diese durch Ultraschall
angeregt werden und somit ein turbulenzahnlichesd$=lerzielt werden [Yang, 2001].
Auch der Einsatz von elektrischen Feldern zur Egmeg von elektrophoretischen Kréf-
ten, die zur Verwirbelung an der Grenzschicht zthwesczwei laminaren Schichten ist in
der Literatur beschrieben [Yaralioglu, 2004].

Aul3er aktiven Mischern kommen auch passive zumaEndei denen die Molekular-
bewegungen ausgenutzt werden. Dabei wird die DisitmnKanal durch geometrisches
Verformen der Reaktorkapillare verringert. Mit Albmae der Kapillargro3e wird die Dif-

fusionszeit verkurzt (Gleichung (2.8)). Dieses Bipnwurde fur FlieRinjektionsanalytik
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(FIA) gezeigt [Veenstra, 1999]. Jedoch ist diesehdde limitiert durch den sich erhéhen-
den Ruckdruck, der nach dem Hagen-Poiseulle-Getsity.

Eine weitere Moglichkeit, eine Durchmischung zue&inen, ist das Einsetzen von
Gas- oder Flussigkeitssegmenten. Das Mischen kabeidliurch Ausbilden eines bolus-
formigen Flusses verstanden werden [Snyder, 19T8bth die Reibung an der Kapillar-
wand bilden sich zwei parallele zirkulare Stromunges (Abbildung 2.2), wodurch das
Vermischen in longitudinaler Richtung schnell diatten kann. Der Einsatz von
Poly(dimethylsiloxan) als Segmentierungsfllissigkaitrde von Ticeet al. beschrieben,

um farbige wassrige Flussigkeiten in Mikrokanalan/ermischen [Tice, 2003].

-—

d:

. Gas N 3 Gas FlUssigkerit Gas

ABBILDUNG 2.2: Zirkulare Stromungen innerhalb eines Flissigkeitssegments bei gassegmen-
tiertem Fluss. Durch den Flussigkeitsfilmd; findet ein leichter Ubertrag in das nachfolgende
Segment statt [Snyder, 1976a; Snyder, 1976b].

2.2 Gestrickte/gehéakelte/gewickelte Kapillarreaktoen

Wie im vorherigen Kapitel dargestellt, zeigen saif Grund der geringen Flisse und
Flussraten bei Nachsaulenreaktoren im Regelfallinare Flieprofile. Bei geraden
Kapillaren kann in diesem Fall die Durchmischungjdéch durch Diffusion stattfinden.
Diese ist oft ungentigend und zeigt sich im RausdegrGrundlinie, bedingt durch Flis-
sigkeitsfahnen, die sich durch den laminaren Fusbilden.

Um diese Effekte zu unterdriicken, muss die Schiddifidung in der Kapillare aufge-
hoben werden, was durch einen radialen Massengiaeskicht werden kann. Dies kann
durch Wickeln der Kapillare oder durch Stricken Beaktionskapillare mit einer Strick-
liesl erfolgen [Engelhardt, 1982]. Auch das Hakedm Kapillaren erweist sich als funk-
tional [Poulsen, 1986]. Dabei zeigt sich, dass ehesm gehékelten und gestrickten
Kapillaren keine Unterschiede im Gebrauch festzligstavaren [Engelhardt, 1993b].

Durch Zentrifugalkréfte treten in gewickelten Ka@ien Sekundarfliisse in den Bie-
gungen auf, die orthogonal zur Flie3richtung védawnd so zu radialer Durchmischung
fuhren [Kaufman, 1998]. Da die FlieRgeschwindigkaiZentrum der Kapillare am groé(3-

ten ist, wird kontinuierlich die Flussigkeit vonehinach aul3en Richtung Kapillarwand
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gewirbelt. Dadurch wird die Flussigkeit in zwei @trungen durch die Kapillare geleitet
[Moulin, 1996].

Um bessere quantitative Aussagen uUber die Gutged#rickten Kapillaren machen zu
kénnen, wurden theoretische und experimentelle Badlhagen von Tijssen [Tijssen,
1980] und Deeldeet al.[Deelder, 1983] durchgefiihrt. Der Einfluss der King auf die
Dispersion kann tber die Dean-Z&m (Gleichung (2.9)) und die Schmidt-Zet(Glei-
chung (2.10)) abgeschéatzt werden.

.
Dn =0 DJZ (2.9)
r.C

Sc = D_:Ep (2.10)
Einfluss auf diese Zahlen haben die Reynolds#gidie Radien der Kapillang und der
Wicklungr. sowie die Viskositat und die Dichte der durchgeleiteten Flissigkeit.

Fur Werte vorDn?-Sc<100 konnte kein signifikanter Unterschied der axialdsp®r-
sion zwischen geraden und gewundenen Reaktionkkapil festgestellt werden. Im
Bereich von 108Dn?-Sc>5000 hingegen konnte die axiale Dispersion um bis zeizw
Drittel reduziert werden [Janssen, 1976]. Das bdedass die Bandenverbreiterung mit
enger Wicklung und haufigen Richtungswechseln rieduwerden kann. Die in der Lite-
ratur beschriebenen Methoden arbeiten meist mésréden in der Hohe von 10 cm/s und
mehr.

Bei Untersuchungen zur Verringerung der DispersiorKapillarreaktoren wurden
gestrickte und gerade Kapillaren nach Microbore-BRhiteinander verglichen [Kauf-
man 1998]. In Kapillaren mit 300 pL Volumen wurdEhisse von 30 pL/min bis zu
1.2 mL/min getestet. Die Dispersion konnte durchrggde Kapillaren um 44% verbes-
sert werden. Da die Dispersion im linearen Reagébir grol3 ist, reicht diese Mal3hahme
nicht aus, um die chromatographische Auflésung U8egere Strecken bei geringer
Flussrate aufrecht zu erhalten. Daher empfiehit der Einsatz der gestrickten Kapillaren
v. a. bei kurzen Inkubationszeiten bis zwei Minuben Flussraten im mL/min-Bereich
[Engelhardt, 1993b; Kuhlmann, 1997].
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2.3 Gassegmentierte Reaktoren

Neben der physikalischen Verformung der Kapillabesteht mit der Segmentierung des
Flusses eine weitere Moglichkeit, die longitudinBlispersion zu unterdriicken. Aul3er-
dem wird das Mischen der Reaktionslésungen verbe@sebildung 2.2). Dazu kann die
Segmentierung der Reaktandenldésung entweder mib@asmit nichtmischbaren Flus-
sigkeiten erfolgen. Die Longitudinaldispersion wirdterdriickt, da die Segmente in sich
abgeschlossen sind und kein Ubertrag in andere wgrstattfinden kann. Dieses Prin-
Zip wurde bereits 1957 von Skeggs beschrieben [BketP57] und in der Klinischen
Chemie in Form von FIA-Systemen angewandt. Hiersket derAutoanalyzeder Firma
Technicon herausgehoben [Cerda, 1999].

Die Flussigkeitssegmentierung hat der Gassegmangegegenitber den Vorteil, dass
die Kompressibilitdtsunterschiede der verschieddPleasen geringer sind. Dies aul3ert
sich in den Druckschwankungen und somit in derf¥geschwindigkeit im System. Fluk-
tuierende FlieRgeschwindigkeiten sind oft die Umsawon verrauschten Grundlinien
[Edwards, 1999].

Die Segmentierung mit nichtmischbaren organischésuhgsmitteln wird in der
online-Extraktion von in wassriger Phase enthalieBabstanzen eingesetzt [Fogelqvist,
1986; Apffel, 1984]. Soll keine Extraktion durchgkft werden, kdnnen nur hydrophile
Analyten mit dieser Methode untersucht werden [8ehp1981]. Da in der WBA héaufig
hydrophobe, durch RP-HPLC getrennte Analyten untdrswerden und die Nachsaulen-
reaktionen auf Grund der Biokompatibilitat in wégsr Losung durchzufiihren ist, kame
es wahrend der Inkubationszeiten zur ExtraktionAlegilyten in die organische Phase.
Dadurch stiinden sie der Detektion nicht mehr zufiigeing. Daher konzentrieren sich
die Betrachtungen im Folgenden auf gassegmentiethdsaulenreaktoren.

Die longitudinale Dispersion wird durch das Veramder Segmentierung gegeniber
der bei linearen Reaktoren stark reduziert. Allegdi kénnen die bandenverbreiternden
Prozesse nicht vollstandig unterdriickt werden, daexr Kapillarwand ein Flussigkeits-
film ausgebildet wird, durch den ein Ubertrag ircifalgende Kompartimente stattfindet
[Nord, 1984]. Die Dicke dieses Films ist abhanguom wer Oberflachenspannung und der
Viskositat der verschiedenen Kompartimente [TraGl05]. Je grol3er diese Filmdicke
wird, umso mehr erhoht sich der Ubertrag und damiBandenverbreiterung.

Die Lange der Gassegmente muss eine kritische Lébgeschreiten, die bei dem

1.5fachen Kapillardurchmesser liegt. Anderenfatiarien Gasblasen innerhalb des Flus-
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sigkeitsstroms wandern oder es kann zur Bildung Sospensionen bei Flissig/flussig-
Segmentierung kommen [Ahmed, 2006]. Bei geringekapillardurchmesser wird die
Dispersion in der Regel kleiner. Jedoch wird duli@se Mal3inahme gleichfalls die Ver-
ringerung der Flussrate sowie eine Erh6hung dem8atierungsfrequenz erforderlich,
um im optimalen Bereich zu arbeiten. Bei 0.5 mmelmfurchmesser und einer Flussrate
von 240 pL/min betragt diese theoretisch 35 Bies ist technisch schwer erreichbar
[Frei, 1982]. Frequenzen von 2 bei Abtrennung der Blasen vor der Detektion [Krull
1986] bzw. von 53 ohne Abtrennen [Deelder, 1983] sind in der Prggisrauchlich.

Die Abtrennung der Gasphase, ohne zusétzliche Baedareiterung zu verursachen,
stellt beim Aufbau eines gassegmentierten Flusgegrd3te Herausforderung dar. Dass
der Einfluss der Abtrennung auf die Bandenverbmertg sehr grol3 ist, zeigten Scholten
et al.[Scholten, 1982]. Eine optimale Leistung kann tidhrch konventionelle Metho-
den, z. B. unter Verwendung eines T-Stucks, erzietden [Deelder, 1983].

Der unterschiedliche Energieaufwand zur Verformdeg Gas- bzw. Flissigkeitsseg-
mente kann zur Abtrennung eingesetzt werden. DdrelOberflachenspannung lassen
sich Gasblasen weniger leicht deformieren. Dadbuatben sie einen héheren Riuckdruck
an hydrophilen Nanoporen als wassrige Losungenclibgeschickte Anordnung kann so
eine Phasentrennung erreicht werden [Tsai, 2002].

Jedoch ist ein physikalisches Entfernen der Blageht unbedingt notwendig. Bei
genugend groRRen Flissigkeitssegmenten konnen den @aline oder im Nachhinein
digital bearbeitet werden. Dies kann z. B. durdftdies Filtern am Computer erfolgen
[Smythe, 1974; Edwards, 1999]. Schon 1969 wurdéleirmusfiltern der Blasen beschrie-
ben: Durch Messung der Leitfahigkeit zwischen Emgand Ausgang der Messzelle
konnten Luftblasen erkannt werden. Uber eine Rethlitung wurde der XY-Schreiber
angesteuert. Bei geringerer Leitfahigkeit wurdeS&ignal erzeugt, das den Schreiber aus-
schaltete und somit wurde die Luftblase nicht azdégEhnet [Habig, 1969].
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3 Proteinphosphatasen

3.1 Bedeutung von Proteinphosphatasen

Durch ihre grof3e Bedeutung in der Signaltbertradgnegukaryontischen Zellen [Hervé,
2002] spielen Proteinphosphatasen (PP) als Ziétstren bei der WBA eine wichtige
Rolle. So haben die PP und die Protein-Kinase ndargagonist, wichtige Funktionen z.
B. bei der Muskelkontraktion [duBell, 2004], beinlyGgenstoffwechsel [Clotet, 1995],
bei der Proteinsynthese [Ernst, 1982] oder im Lstbéfivechsel [Panserat, 2001]. Durch
spezielle Rezeptoren kann in einer Zelle durch &mgolekile eine Amplifikationskas-
kade ausgeltst werden. Dabei werden durch Phodrang mittels Kinasen die Ziel-
proteine und das SignalUbertragungssystem aktivlient Gegensatz dazu fuhrt die
Dephosphorylierung durch Proteinphosphatasen zwakiderung des Systems. Der
Empfangerzelltyp sowie die Signalintensitéat istseheidend fir das Resultat der Signal-
Ubertragung [Christen, 2005].

Phylogenetisch werden die Phosphatasen in die leaddl Phosphotyrosin-Phospha-
tase-Familie (PTP) sowie die zwei Familien der i8&hreonin-Phosphatasen (PPP und
PPM) unterschieden [Cohen, 1989]. Je nach Famiimé&n Phosphorsaureester an den
entsprechenden Aminosauren der Substrate abgespedtden.

Serin/Threonin-Phosphatasen sind verantwortlicldiéirSignalweiterleitung und wer-
den funktional in zwei Typen eingeteilt, Proteinppbatase 1 und Proteinphosphatase 2.
Letztere untergliedert sich weiterhin in PP2A, PRl PP2C [Shenolika, 1994]. Die
Unterteilung der beiden Typen erfolgt nach Subspetifitat, Sensitivitdt gegentber Inhi-
bitoren und Abhangigkeit von bivalenten Kationen @ke 3.1). Innerhalb der Familie
der Serin/Threonin Phosphatasen stellt der Typ d#® Hauptkomponente dar und ist an
vielen regulatorischen Prozessen beteiligt. Sid aufgrund ihrer katalytischen Unterein-
heit unterteilt in PP4, PP, PPY1 und PPY2 [Cohen, 2002]. Dabei codieren drei Gene
die vier Isoformen [Herzig, 2000]. Jedoch gibt esimeds 50 regulatorische Untereinhei-
ten, mit denen die vier katalytischen Untereinhrelismden konnen. Dadurch ergeben sich
verschiedene Funktionalitaten, die bestimmte Satsgiezifitdten, begrenzte subzelluléare
Bereiche und diverse Regulationen aufweisen. Diesilat es, eine Vielzahl an zellularen

Funktionen auszufiihren, die durch unabhéngige Mesimen kontrolliert werden
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[Cohen, 2002]. Da lediglich 150 Proteinphosphatasesavon 40 fir Serin/Threonin-
Phosphatasen — gegeniber ca. 500 Protein-Kinagem éenen zwei Drittel Serin/Threo-
nin-Kinasen — im menschlichen Genom codiert sistdie Kombination von katalyti-
scher und regulatorischer Untereinheit eine Mogkth zur breiteren Anwendung
[International Human Genome Sequencing Consorta@al].

TABELLE 3.1: Biochemische Klassifizierung der SerifThreonin-Phosphatasen [MacKintosh,
1999].

PP1 PP2A PP2B PP2C
Phosphorylierung der B a a a
Untereinheiten der

Phosphorylasekinase
Absolute Abhangigkeit - - cat Mg?*
von bivalenten Kationen

Inhibition durch IC56=10 NM  1C55=0.1 nM gering -
Okadasaure

Inhibition durch MC-LR  1Gg=0.1nM  IC55=0.1 nM gering -

Aktivitat gegen Casein  sehr gering hoch sehr gering hoch
als Substrat

3.2 Inhibitoren

Da in der vorliegenden Arbeit nur mit Proteinphcsjalse 1 gearbeitet wurde, sollen
lediglich die Inhibitoren fur diese Spezies erdrteerden, die in der Regel auch Inhibito-
ren fur PP2A darstellen. Es gibt einige natirliabrkemmende Inhibitoren [Hardie,
1989], die auch zur Erforschung der Rolle der retoégn Phosphorylierung bei der Zell-
regulierung verwendet werden.

Zu diesen Inhibitoren gehdrt die von marinen Diagéllaten produzierte Okadaséaure.
Diese wird von Schwammen und Muscheln aufgenommegilt als der Hauptverursa-
cher der diarrh6ischen Muschelvergiftung [Bialoja@88]. Weitere Inhibitoren sind das
Tautamycin, das vom Bakteriu8treptomyceproduziert wird [MacKintosh, 1990a] und
das Calyculin A, ein Polyketid, das aus dem SeeanhiwDiscodermia calyxsoliert
wurde [Ishihara, 1989].

In der WBA von Wasserproben sind vor allem die @yanobakterien produzierten
cyclischen Hepatotoxine von groRem Interesse. Djan@Gbakterien, auch Blaualgen
genannt, sind weltweit verbreitet in Binnen- undskdingewassern und produzieren eine
Vielzahl an Toxinen. Dabei kdnnen v. a. die bei@mppen der Hepatotoxine und der

Neurotoxine unterschieden werden [Feuillard, 1922].den Neurotoxinen zéhlen die
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cyanobakteriellen Alkaloide Saxitoxin, Cylindrospempsin, Anatoxin-a sowie Anatoxin-
a(S) [Codd, 2000]. Die wichtigsten Hepatotoxindlstedie Microcystine (cyclische Hep-
tapeptide) [MacKintosh, 1990b] und die Nodulariegdische Pentapeptide) dar [Mat-
sushima, 1990].

Sowohl Microcystine als auch Nodularine bestehes einer Ringstruktur mit einer
ungewohnlichen &r-Aminoséure, der (2S,3S,8S,9S)-3-Amino-9-methoX;&trime-
thyl-10-phenyldeca-4E,6E-diensaure (ADDA). Daduecheben sich fur diese Strukturen
unterschiedlich Detektionsmethoden: zum einen mdehDoppelbindung des ADDAS
eine UV-Detektion bei 238 nm mdglich, zum anderemden monoklonale ADDA-spezi-
fische Antikorper zur immunspezifischen Bestimmuainggesetzt [Zeck, 2001b].

Die Microcystine sind aus sieben Aminosauren awdgel{Abbildung 3.1). Durch
ADDA, D-Glutaminsaure, N-Methyl-dehydro-alanin, Oahin, der variablen L-Amino-
saure (X), D-Asparaginsaure und einer weiterenatégin L-Aminosaure (Y) wird ein
Peptidring gebildet, bei denen D-Glucose und D-Aspgasaure Uber die Nebenketten

eingebunden sind und daher in der iso-Form vorfiege

[D-Glu (iso) (6)] [ dehydroAla (7)
COOH R2 R3
N~
HN ™
Adda (5)] o
OMe 37 o) 0~ H
: HyCo
N o

: ——
CH, CH, Y NLXSg
variabel (4) o  COOH |variabel (2)
D-Asp (iso) (3)

ABBILDUNG 3.1: Struktur von Microcystinen, wobei R fur H oder CH 5 stehen kann.

Die Vielfalt der Microcystine, die sich durch Metleyung und Demethylierung der Sei-
tenketten sowie die variablen L-Aminosauren erggiatgrof3. Es sind mehr als 60 Micro-
cystine bekannt und isoliert, die den oben beskblnen Aufbau besitzen [Gupta, 2003].
Da vor allem die beiden variablen L-Aminosauren die Vielzahl der Microcystine
verantwortlich sind, wurde die Nomenklatur auf @=sis des Einbuchstabencodes der
Aminosauren aufgebaut. Microcystine werden in demMCYST XY oder auch MC
XY geschrieben [Carmichael, 1988]. So bedeutet. dd Kirzel fur das am haufigsten
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vorkommende Microcystin [WHO, 1998] MC-LR, dasshsan der X-Position Leucin (L)
und an der Y-Position Arginin (R) befindet. Tabdél@ zeigt einige exemplarische Ein-

buchstabencodes fur Aminoséauren, die bei Microngstivon Bedeutung sind.

TABELLE 3.2: Aminosauren und deren IUPAC- und Einbuchstabencodes [Holtzhauer, 1997].

Aminosaure IUPAC-Code Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Phenylalanin Phe F
Leucin Leu L
Arginin Arg R
Tryptophan Trp w
Tyrosin Tyr Y

Der in Abbildung 3.2 gezeigte Bindungsmechanismusle/diir die Wechselwirkung von
Microcystinen mit Serin/Threonin-Phosphatasen ggz€iraig, 1996]. Dabei wird das
Microcystin am katalytischen Zentrum der PP schaéfinerhalb von Minuten — in einer
Gleichgewichtsreaktion gebunden und fuhrt zur Degi@kung der katalytischen Unter-
einheit. Uber einige Stunden erfolgt in einem zemiBchritt die Bildung eine kovalenten

Bindung am Cystein 273 [MacKintosh, 1995].

( C__a > |
\ — _aal < 'I
“_ PPIPP2A Gleichgewicht \
B (Minuten) ~_PPiFPRIA
Kovalente Bindung
(Stunden)
J? / -
PAS f‘/
EN—s—Hzc J\/ |"i .
EFD——I——.___ \\ — 7
~___ PP1/PP2A -~

ABBILDUNG 3.2: Bindungsmechanismus von Microcystine an die katalytische Unterein-
eineit der PP1 und PP2A [Craig, 1996] mit kovalenteBindung an das Cystein-273 [MacKin-

tosch, 1995].
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Goldberget al. kokristallisierten PPd und MC-LR und konnten so Aussagen uber die
Lage des Microcystins in der katalytischen Tasa®Ehzyms machen [Goldberg, 1995].
Die ADDA-Seitenkette liegt in einem hydrophoben Bra, der aus dem aktiven Zentrum
herausfuhrt. Mit der Bindungstasche des Enzymsrirdie beiden Aminosauren D-Glu-
taminsaure — mit der Carboxylgruppe — und N-Metgtydro-alanin in Wechselwir-
kung. Letzteres bildet eine kovalente Bindung reindCystein-273 des Enzyms aus. Dies
erfolgt durch eine nucleophile Addition des Thimig-orm einer Michael-Addition an den
a,B-ungesattigten Alaninrest des Microcystins. Ausistben Griinden kdnnen die Nodu-
larine nicht kovalent gebunden werden. Okadaséeigt 2in dhnliches Bindungsverhal-
ten einschliel3lich der kovalenten Bindung an das/@kZentrum wie die Microcystine
[Maynes, 2001].

Die Aufnahme der Microcystine erfolgt v. a. in deber durch Hepatocyten. Es konn-
ten Aufnahmeraten von 10.72 + 1.14 pMol-thih0® Zellen [Runnegar, 1995]. Durch die
Inhibition der PP kommt es zur UberphosphorylierdagIntermediarfilamente des Cyto-
skeletts. Dies fuhrt zu einer morphologischen Vdeiiang der Hepatocyten und somit der
Stabilitat des Lebergewebes. Akute Vergiftungen khicrocystinen fihren zusammen
mit dem hydrostatischen Druck der Blutgefal3e zwscan intrahepatischen Blutungen,
die todlich verlaufen kénnen. Es zeigt sich audhissdeine chronische Belastung mit
Microcystinen zu Tumorwachstum fihren kann [Humpd@§99].

Die zwei wichtigsten Falle von Vergiftungserscheigen wurden in Australien und
Brasilien festgestellt [Falconer, 2005]. In Ausieal wurde durch regelmafiiges Einbrin-
gen von Phosphatdiinger und anorganischen Sticksitofifrinkwasserreservoir eutro-
phiert und es kam zur Algenblite. Nach Beschwergen Verbrauchern wegen
Geschmack und Geruch des Wassers wurde Kupferguifaterstérung der Algenzellen
in das Reservoir eingebracht, was eine AusschuittandMicrocystinen nach dem Zelltod
zur Folge hatte [Falconer, 2005]. In der brasiBahen Stadt Caruaru wurden bei 126
Patienten eines Dialysezentrums nach Behandlungyartobakteriell verseuchtem Was-
ser akute neuro- und hepatotoxische Symptome fasilje Diese fuhrten bei 60 Patien-
ten zum Tod [Pouria, 1998].

Der Grenzwert fur MC-LR in Trinkwasser, der von dorld Health Organisation
(WHO) vorgeschlagen wurde, liegt bei 1 pg/L andmeiund intrazellularem Microcystin
[WHO, 1998]. Dabei steht nicht die akute ToxizitatVordergrund, sondern vielmehr die

chronische Vergiftung und die Tumorpromotion. Dreééert wurde aus demdo Observ-
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able Adverse Effect Levebn 40 pug/kg abgeleitet [Fawell, 1999]. Wie obesdhrieben,

besteht bei chronischer Zufuhr der Microcystine @efahr der Tumorbildung. Studien
aus China zeigen, dass die von der WHO vorgesamgg&renzwerte die Tumorbildung
unterstitzen [Uendo, 1999]. Es wurde ein Zusamnenlavischen dem haufigen Auf-
treten von primarem Leberkarzinom und der Belastdeg Trinkwésser aus Seen und
Bachen mit Microcystinen hergestellt. Dabei konntkirch ELISA-Messungen auch
Konzentrationen von 90 ng/L bis 460 ng/L festgdisteérden. Durch diese Ergebnisse
zeigt sich, dass eine Absenkung der Grenzwertd® &1f pg/L fur Microcystine ratsam

ware.

3.3 Enzymaktivitatstests

Bei der Durchfiihrung von Inhibitionstests mit Piogdhosphatasen wird in der Regel ein
homogenes Format verwendet. Zur Steigerung der iBdijghkeit werden Enzym- und
Probenlésung haufig vorinkubiert und anschlieRered Restaktivitat des Enzyms zur
Zugabe einer Substratlésung mel3bar gemacht. Digationszeiten sind abhéangig von
der Geschwindigkeit des Substratumsatzes und defiBaifichkeit des Auslesesystems.
Dabei liegen die Vorinkubationszeiten im Bereicim@omin bis ca. 15 min und die Inku-
bationszeit mit dem Substrat bei 10 min [Honkari990] bis zu 120 min [Heresztyn,
2001].

Um eine moglichst hohe Sensitivitat von Enzymtestgrreichen, wurde gezeigt, dass
die eingesetzten Enzymkonzentrationen mdoglichsingegehalten werden muissen
[Heresztyn, 2001]. Das zeigt auch Tabelle 3.3. Beniederen Konzentrationen wird der
Substratumsatz jedoch zu gering und die Signale&dmicht mehr vom Rauschen unter-
schieden werden. Die indirekt proportionale Bezrghmwischen Sensitivitdt und Enzym-
konzentration lalt sich durch die stdéchiometriscBendung und der starken
Wechselwirkung von Enzym und Toxin erklaren [Crdig96].

TABELLE 3.3: Abhéangigkeit von IC gq und Quantifizierungslimits von der Konzentration der
PP1[Heresztyn, 2001].

Konzentration an IC5q Quantifizierungs-
PP1 [Units/mL] [ng/mL] limits [ng/mL]
0.1 0.45 0.1-2.0
0.25 0.5 0.15-1.8
0.5 0.7 02-22
1.0 1.4 0.6-4.0
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Eine Moglichkeit, die Aktivitat der PP zu bestimmetellt die Endpunktbestimmung mit
32p dar. Dabei werden physiologisch relevante Suleswae Phosphohistamin mit radio-
aktivem Phosphat, dagP enthalt, markiert [Brautigam, 1988]. Nach Inkudsatmit der
PP wurde durch Zugabe von 50% TrichloressigsaueeRdiaktion gestoppt und nicht
umgesetzte Substratproteine fielen aus. Durch Zegdtion wurden die denaturierten
Proteine entfernt. Proben aus dem Uberstand wuatérPapierfiltern getrocknet und
durch Szintillationsz&hlung die Radioaktivitat esnt [Killilea, 1978].

Ein Nachweis, der ohne radioaktive Markierung auski, beruht auf der Reaktion
von Phosphat mit Malachitgriin (Abbildung 3.3 d) undyesduertem Phosphomolybdat
zu einen Komplex, dessen Absorption bei 620 nm gserewerden kann [Harder,1994].
Als ein mogliches Substrat fiir die PP kamen Cafe&ladopoulus, 1991], aber auch
Phosvitin, ein hoch phosphoryliertes Eigelb-Prgteiom Einsatz. Bei dieser Methode
stort freies Phosphat die Detektion und muss daimesr quantitativ abgetrennt oder die
Probe stark verdinnt werden [Heresztyn, 2001].

Eine sehr oft angewandte Methode zur Aktivitatsbasung der PP verwendpara-
Nitrophenylphosphat (pNPP) als Substrat. (Abbild8rgja). Dieses wird durch Protein-
phosphatase dephosphoryliert und bildata-Nitrophenol, einen gelben Farbstoff, der
bei 405 nm sein Absorptionsmaximum hat [CarmichBE@$9] und einen molaren Extink-
tionskoeffizienten von 16500 Mdlem? [MacKintosch, 1999] besitzt. pNPP ist ein
unspezifisches Substrat und es kann eine Aktibigsmmung nur bei gereinigten Phos-
phatasen vorgenommen werden. Vergleicht man diksksimetrische Verfahren mit
Fluoreszenz-basierten Assays so zeigt sich, dasg dowohl hdhere Prazision als auch
Empfindlichkeit aufweisen [Mountfort, 1999].

Als Substrate flr Fluoreszenzmessungen eignertsibietanzen, die ihre Fluoreszenz-
eigenschaften durch enzymatische Dephosphoryliever@ndern. Beispiele hierfur sind
4-Methyl-umbelliferylphosphat (MUP, Abbildung 3.3 a)nd Fluoresceindiphosphat
(FDP, Abbildung 3.3 e). Bei einem Vergleich der lemidSubstrate unter Verwendung von
PP2A und Okadasaure zeigte sich kein signifikadtderschied in der Sensitivitat [Viey-
tes, 1997].

Eine weitere Verbesserung der Empfindlichkeit kenmit dem fluorogenen Substrat
6,8-Difluoro-4-methyl-umbelliferylphosphat (DifMUPrreicht werden [Fontal, 1999].
Durch den geringeren pKW\Vert des 6,8-Difluoro-4-methyl-umbelliferyl (pk4.7)
gegentber dem 4-Methyl-umbelliferyl (g7.8) ist beim optimalen pH-Wert fir PP1 und

PP2A von pH=7 die Fluoreszenzquantenausbeute hoher.
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ABBILDUNG 3.3: Substrate zur Aktivitdtsbestimmung der Proteinphosphatasen. Die angege-
benen Wellenldngen sind die Absorptions- bzw. Anreggs- und Emissionswellenlangen.
(@) PNPP Qax=405 nm), (b) DifMUP Qg,=358 nm, Ag;=455 nm), (¢) MUP Ag,=360 nm,
Aem=449 nm), (d) Malachitgrun, (e) FDP kg,=490 nm,Ag,=514 nm).

Bei der Bestimmung der toxischen Effekte in Reddpromul beachtet werden, dass die
Wirkungen der verschiedenen Microcystin-Kongenechatrndentisch sind, d. h. nicht alle
Microcystin-Arten hemmen Proteinphosphatasen glsteink [Gupta, 2003]. Das ist zu
beachten, wenn bei Realproben ohne vorhergeheraading die Toxizitat als Summen-
parameter bestimmt wird. Die Konzentration von wgeniaktiven Microcystinen wirde
dann unterschatzt und die von aktiveren Microcgstiiberschatzt werden. Auch ist zu
beachten, dass in Realproben cyanobakterielle Ratesgen die Ergebnisse verféalschen
kénnen [Sim, 1993].

Neben der Bestimmung der Konzentrationen stellb alie Abschatzung der potenziel-
len Giftigkeit der Probe durch PP-Inhibitionstesitse Schwierigkeit dar. Tabelle 3.4 zeigt
den Vergleich zwischen EgWerten verschiedener Microcystine bei akuten Tithig-
tests aufT. platyurusund IGyWerten auf PP1 und PP2A. Die Tendenzen bei den PP-
Assays zeigen gleiche Tendenzen, jedoch konnte k&nrelation mit den akuten Toxizi-
tatstest gezeigt werden [Blom, 2005]. So war drehimorische Wirkung des Kongeners
[D-Asp?,(E)-Dhb’IMC-RR bei PP-Tests deutlich geringer als bei dedeaen Toxinen.

Im Test mitT. platyuruszeigte sich jedoch eine der hdchsten ToxizitédDees zeigt, dass
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beiin vivo Toxizitatstests andere Mechanismen wie Aufnahmendport oder Entgiftung
einen starken Einfluss auf die Gesamttoxizitatlfébenwesen haben. Es wurden auch
Bindungen zwischen Microcystinen und detEinheit der ATP-Synthase beobachtet
[Mikhailov, 2003].

TABELLE 3.4: IC 55- und LCgsg-Werte verschiedener cyanobakterieller Toxine. Dieakute
Toxizitat wurde mit FeenkrebsenT. playurus gemessen [Blom, 2005].

Toxin IC 5 [NM] LC 5q [UM]

PP1 PP2A T. platyurus
Nodularin 0.28 0.16 14
MC-LR 0.25 0.05 10.8
MC-YR 1.0 0.26 4.7
MC-RR 0.68 0.1 7.0
[D-Asp’]MC-LR n.b. 0.09 35
[D-Asp3,(E)-Dhb’]MC-RR 1.8 2.4 3.5

Fur die WBA zeigt sich die vorgeschaltete chromedpgische Trennung der Probe als
ein vielversprechender Weg, die Analyse ohne denaufgezeigte Problematik bei Sum-
menparameterbestimmungen durchzufiihren. Eine s&lopplung wurde von Zecét al.
gezeigt [Zeck, 2001a]. Dabei wurde eine mehrdinrade Detektion von Microcystinen
online und offline verwendet. Online wurden mitesim PDA die Chromatogramme auf-
gezeichnet. In Mikrotiterplatten wurde das frakieste Eluat parallel mit ELISA und PP-
Inhibitionstests untersucht. Die Identifizierungsfiiver Proben erfolgte durch Messun-
gen mittels ESI-TOF-MS.
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4 Leuchtbakterien

Da Enzyme weitgehend selektiv auf Giftstoffgruppeagieren, muss zur Bestimmung
der Gesamttoxizitat von Umweltproben auf andergdistrukturen zuriickgegriffen wer-
den. Eine Mdglichkeit besteht darin, Leuchtbakieaés Zielstruktur einzusetzen, um den
gewulnschten Summenparameter zu erhalten [Ribo,.1990

Neben Pflanzen und Algen kommen auch Fische, Ra#ténse und Wasserfléhe als
Testorganismen zum Einsatz [Farré, 2003]. Problisatatei Biotests mit solchen Tar-
gets sind die Reproduzierbarkeit und die Standarthiarkeit sowie die im Regelfall lan-
gen Expositionszeiten und die relativ grof3en Preblemina, die zur Durchfiihrung der
Tests bendétigt werden.

Kleinere Testorganismen erlauben das Verwenden gerngeren Testvolumina
[Reemtsma, 2001]. Die Verwendung von mikrobiololyest Targets fuhrt zu schnelleren
und kostengunstigeren Testsystemen und ist dahibaus ethisch weniger bedenklich
als Tiertests [Tothill, 1996]. Aus diesen Grundemé&n mikrobielle Biotests zum Toxizi-
tatsscreening immer mehr Anwendung in der Abwasdieeaeitung und in der Qualitats-
kontrolle von Wasser. So existiert mit der DIN EN I3CB848 eine verbindliche
Vorschrift, die auf der inhibitorischen Wirkung vamnalyten auf das Leuchtbakterium
Vibrio fischeriberuht.

Die Bioassays, bei denen Bakterien die Targetstalns, konnen in funf Klassen
gegliedert werden. Dabei beruht die Einteilung deif hervorgerufenen und getesteten
Wirkung von toxischen Analyten [Pavez, 2006]: Wduahs der Population, Substratver-
brauch, Atmung, ATP-abhangige Lumineszenz und Biabteszenzinhibition. Testspe-
zies fur Metaboliserungsvorgange sind z. B. coli oder Pseudomonas putidaAls
Vertreter der Leuchtbakterien werden vPaotobacterium phosphoreyibrio harveyi
undPseudomonas fluoresceemgesetzt.

Am haufigsten findet jedoch in neuerer Zeit dasdhgbakteriumvibrio fischeri Ein-
satz in Bioassays [Brack, 2003]. Diese Bakterienl $bram-negativ und leben symbio-

tisch mit verschiedenen Meeresbewohnern zusammen.
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ABBILDUNG 4.1: Genereller Uberblick tiber die biochemischen Prozesse zur Entstehung der
Biolumineszenz durch Luciferase und Luciferin (Ribdlavinphosphat (FMNH,) und ein lang-
kettiger Aldehyd (R-CHO)) bei Vibrio fischeri. Es sind: ACP Acyl Carrier Protein, AMP Aden-
osinmonophosphat, ATP Adenosintriphosphat, CIEELChemical Induced Electron Exchange
Luminescence, NADP Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat R-COOH Fettsaure

[Bourgois, 2001].
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Unter Biolumineszenz versteht man die Luciferasedigaierte Reaktion von molekula-
rem Sauerstoff mit Luciferinen, wobei es zur Lichitesion kommt. Es ist zu beachten,
dass die Ausdricke Lucferase und Luciferin allgemdiusdriicke fir Enzyme und Subs-
trate bei einer Biolumineszenzreaktion darstel@efiniert werden sie durch die Spezifi-
kation des wirkenden Organismus [Wilson, 1998]. DEffiekt der Biolumineszenz

beobachtete schon der griechische Philosoph Aeis®ior 2500 Jahren [DelLuca, 1982].

Abbildung 4.1 gibt einen Uberblick tiber die wichtigs biochemischen Reaktionen,
die wahrend des Biolumineszenz-Prozessadhno fischeri ablaufen. Durch die Luci-
ferase wird die Oxidation des bakteriellen Lucistinamlich eines reduzierten Ribofla-
vinphosphates (FMN}) sowie eines langkettigen aliphatischen Aldehy®REHKO) zu
einem oxidierten Flavomononucleotid (FMN) und eifettsaure (RCOOH) katalysiert.
Dabei wird die freiwerdende Energie (115kcal/Ma@i)Form von Licht der Wellenlange
490 nm abgestrahlt [Bourgois, 2001]. Dieses kamctdeinen entsprechenden Detektor
wie Photomultiplier, Photodiode oder empfindlichiénte aufgenommen werden [Ellis,
1999].

Die komplexe Regulation dieses Prozesses erfalgt dielux-Gene. Die Transkrip-
tion dieser Gene wird durch den Autoinducer, dasayl-L-homoserinlacton (AHL) akti-
viert, wenn eine kritische Konzentration von eimddolekilen pro Zelle erreicht wird.
AHL ist ein vom Bakterium hergestellter Transmittéer durch die Zellmembranen dif-
fundieren kann. [Dunlap, 1988]. Ein weiterer Parsaneder die Regulation beeinflusst,
ist die cAMP-Konzentration [Meighen, 1991].

Die Lumineszenzmessung stellt eine sehr empfindlidiethode dar, toxische
Bestandteile in Proben zu erkennen [DIN, 1998].miderweise werden die Leuchtbakte-
rientests bei 15°C und bei einem pH-Wert von 7%biger Natriumchloridlésung durch-
gefuhrt. Da es sich b&fbrio fischerium ein marines Bakterium handelt, ist ein gewisser
Salzgehalt in der Losung notwendig [Nagata, 2006). die Stabilitéat des Testformats zu
erhéhen, wurde bei 15°C und pH=7 gemessen, jediecNatriumchlorid-Konzentration
zwischen 0.3 M und 0.5 M im Probenvolumen gehalB=i.0.1 M ebenso wie bei 1 M
Natriumchlorid konnte kein Lumineszenzsignal mebmgssen werden. Das bedeutet,
dass bei SufRwasserproben vor der Messung zundahSatkgehalt eingestellt werden
muss. Da die Lumineszenzreaktion Sauerstoff veditabeeinflusst der Sauerstoffgehalt
der Probe die Leuchtkraft der Bakterien und salenso wie pH-Wert und Temperatur

konstant gehalten werden.
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Die Intensitat der Biolumineszenz der Bakteriensaspn ist von der Zelldichte abhan-
gig. Daher kann eine Abnahme des Leuchtsignalsestdwaus steigendem Anteil toxi-
scher Analyten in der Losung oder aus der AbnahereZglizahl resultieren. Diese
Tatsache kann in der Fehlinterpretation von Umwelipn resultieren. Die Messung der
optischen Dichte der Suspension bei 670 nm kanBestimmung der Zelldichte genutzt
werden. Bendiraat al. stellten einen Bioreaktor vor, bei dem eine patalBestimmung
der Intensitat der Biolumineszenz und der Zelldichhline undin situ mit Hilfe von
faseroptischen Instrumenten erfolgen konnte. Aucd mdgliche Anwendung in der Bio-
sensortechnik wurde erwogen [Bendiraa, 2004].

Eine Anderung des Lumineszenzsignals kann durcécliezdene Einfliisse hervorge-
rufen werden [Kudryasheva, 2006]. So kann die Abmaldurch die Anwesenheit einer
echten toxischen Substanz ausgeldst werden, dah dtruktur-Wirkungs-Beziehungen
entschlisselt werden kdénnen [Cronin, 1998]. Belepimerflr sind die Hemmung von
Enzymsystemen, chemische Reaktionen mit Zellkonmariten, Stérungen der Mem-
branfunktion der Zelle oder Wechselwirkungen miz&aoren auf der Zelleoberflache.

Auch physikalisch-chemische Effekte kbénnen fur Weyerung der Biolumineszenz-
signals verantwortlich sein [Kudryasheva, 2006] kBonen unreaktive aromatische Ver-
bindungen in delCIEEL-Mechanismus (Abbildung 4.1) eingreifen und so dignines-
zenz verandern. Die Anwesenheit von SchweratometeinProbe kann die Singulett-
Triplett-Ubergangsrate verandern. Durch die Wedatisieing mit Elektronendonoren in
den Proteinen (Schwefelatome und Thiolgruppen) mehKationen aus der Losung star-
ken Einfluss auf die enzymatischen Prozesse. Hileras Problem stellt die Wasserlos-
lichkeit der Analyten dar, die nicht immer in emtsghenden Konzentrationen 16slich
sind [Brack, 1999].

Neben den Probeninhaltsstoffen kommt es durch Namian den Messprozeduren und
durch Verwendung unterschiedlicher Reagenzien ziudditzu Abweichungen in den
Messergebnissen mit Leuchtbakterientests. Es fiflilesig- und gefriergetrocknete Bak-
terien Anwendung. Dabei unterscheidet sich die &torz zur Rekonstituierung der Bak-
terienproben [DIN, 1998].

Um den Einfluss verschiedener Chemikalien auf diglutnineszenz der Bakterien
vergleichen zu konnen, wird meist der gg@Vert eines Analyten bestimmt. Dieser gibt
die effektive Konzentration des Toxins an, bei d#im Biolumineszenz innerhalb eines
angegebenen Zeitraumes um 50% abnimmt [van EvE83]L Kaiser konnte zeigen, dass

eine sehr gute Korrelation von E@Werten aud/ibrio fischeriAssays und LEBy-Daten,
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die mit anderen aquatischen Spezies wie GoldfiscRagenbogenforellen, Daphnien
oder Algen ermittelt wurden, besteht. Bei der Etmgpder LB-Daten aus Tests mit
Saugetieren muss zwischen den moglichen Aufnahmaweégal, intravends, durch die
Haut usw.) unterschieden werden. Die Korrelatiosieid nicht so gut wie mit marinen
Spezies, aber der Vergleich mit Daten aus intravg@jebenen Toxinen zeigt eine gute
Korrelation [Kaiser, 1998].

Die Anwendungsmoglichkeiten der Leuchtbakteriestesihd sehr breit gefachert
[Pavez, 2006]. So konnten nicht nur Grund- und @&ehienwasser analysiert werden,
sondern auch komplexere Proben wie zum Beispiel a8ser [Farré, 2002]. Auch die
Toxizitatsbestimmung von Sedimentproben durch lakioin und anschliel3endes Abtren-
nen der Bakterien durch Filtration [Salizzato, 1J9@@8irden durchgefihrt und in einer
Studie auf die Reproduzierbarkeit in mehreren Lab@etestet [Ross, 1999].

Verschiedene Hersteller bieten Leuchtbakteriensysgtme samt dem kompletten
Zubehor an. In einer Studie wurden drei verschiedestandardisierte Testsystemen
unterschiedlicher Hersteller auf deren Vergleickbargetestet [Jennings, 2001]. Dabei
wurden in einer Toxizitatsstudie 81 Chemikalien deén Systemen ToxAl&tt(Merck),
Microtox® (Azur Environmental) und LUMIStdX (Hach-Lange) unter standardisierten
Messbedingungen vermessen und die ErgebnisseclagliEs zeigten sich reproduzier-
bar dhnliche Ergebnisse mit allen drei Testformasafiern der Operator unter strikter
Einhaltung der Standards die Tests durchfihrte.

Wenn in der WBA nur Leuchtbakterien als Targetsgesetzt werden, besteht die
Gefahr, manche Schadstoffe systematisch zu Uberselaez. B. Matrixelemente den
Effekt maskieren kbnnen [Reemtsma, 2001]. Systembge#&lonnen Inhibitoren des Pho-
tosystems Il nicht mit dem Leuchtbakterientest ssfawerden. Dadurch bleiben
bestimmte Herbizidklassen wie Triazine mit dieseetdBtionssystem unentdeckt [Brack,
2003]. Durch agonistische und synergistische Edfédann die Toxizitat einer Probe mas-
siv verandert werden.

Aus der Literatur ist zum Zeitpunkt der vorliegend&rbeit keine Anwendung der
Inhibitionstests von Leuchtbakterien bei der FlAeptiei Nachsaulenreaktionen gekop-
pelt an eine chromatographische Trennung bekameinker beschriebenen Kopplung von
HPLC und Biotest wurde der Teil des HPLC Eluats,idePhotodiodenarray ein Signal
zeigte, fraktioniert in einer Mikrotiterplatte gesaelt und anschliel3end dem Toxizitéats-
test mitVibrio fischeriin der Platte zugefihrt [Reemtsma, 1999]. Dabelgte nicht die

kontinuierliche Aufzeichnung der Toxizitat wahrethels HPLC-Laufes, wie es mit einem
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online-system madglich ware. Fiekhal. stellten einen offline durchgeftihrten Inhibitions-
test mit Leuchtbakterien vor [Fiehn, 1997]. Daberde durch wiederholtes Fraktionieren
nach einer schrittweisen Festphasenextraktion rd@bitionsassay auf einer Mikrotiter-
platte durchgefihrt.

Um spezifische toxische Wirkungen mit Leuchtbaldetests durchfiihren zu kénnen,
wurden rekombinante Biolumineszenz-induzierbBrecoli-Stamme mit unterschiedli-
chen Plasmiden geziichtet. Diese Plasmide enthalten transkriptionale Fusion von
E. coli-Stress-Promotor undibrio fischeri luxCABEOperon. Bei der Anwesenheit der
Chemikalien, die den Stress-Promotor stimulierezigen diese Zellen Lumineszenz
[Choi, 2003]. Die so modifizierteB. coliwurden von Lee und Gu eingesetzt [Lee, 2005].
In einem Mehrkanalsystem wurden verschiedéneoli kultiviert. Durch Injektion von
Giftstoffen zeigte jeder Kanal eine individuelledgrung der Intensitat des Lumineszenz-
signals auf Grund der Zelltoxizitat. Dabei wurdds ®oxizitatsklassen DNA-, Protein-
und Zellmembran-zerstérende Reagenzien eingedetd. System bestand aus einem
zweistufigen Minireaktor. Der erste Reaktor regiiedas Zellwachstum durch kontinu-
ierliche Zufuhr von frischen Bakterien. Im zweit@eaktor wurden die pulsweise injizier-

ten Proben mit den Leuchtbakterien vermischt uedlidiizitatstests durchgefuhrt.
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5 Auswahl der Targets fur die Wirkungs-
bezogene Analyse

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Targetsiinek fir eine WBA mussten einige
bestimmte Voraussetzungen erfullen. Sie wurdenrdadoeh den folgenden Kriterien aus-
gewahlt: Zum einen sollten toxikologisch relevaimi®rmationen gewonnen werden, die
durch Interaktionen von Analyten mit den Targetginten gewonnen werden konnten.
Da der Biodetektor als online-System eingesetzdemrsollte, mussten die Reagenzien
Uber den Verlauf der gesamten Messung kontinuredigegeben werden. Daher war ein
weiteres Auswahlkriterium, namlich eine kostengigrest Beschaffung, zu beachten. Des
Weiteren sollten die Targetstrukturen Gber einegdgien Zeitraum hinweg eine konstante
Aktivitat aufweisen. Auch sollten starke Signalustdiede zwischen gehemmten und
nicht gehemmten Proben bei moglichst kurzen Inkabhsteiten entstehen, da dieser
Unterschied als Messgrél3e herangezogen werdea.sollt

Die Wahl fiel zum einen auf das Enzym Proteinphasade, das als Indikator fr eine
hepatotoxische Wirkung von Substanzen zu betradbteAum anderen wurden Leucht-
bakterien vom Stammibrio fischeriausgewéhlt. Diese sollten zur Aufklarung der Allge
meintoxizitat einer Probe dienen, falls keines dpezifischen Targets eine toxische

Wirkung anzeigen sollte.

5.1 Indikator fur Hepatotoxizitat:
Proteinphosphatase

Die Wirkung der Toxine, die von Cyanobakterien pzdrt werden, kann im Rahmen
einer WBA Uber die Bindung an Serin/Threonin-Phasaben detektiert werden. Aller-
dings sind diese Enzyme von Kofaktoren abhéngigdiad.ager- und Arbeitsstabilitat ist
niedrig. Die erhaltenen Phosphataseldésungen wdrdktioniert und fir mehrere Monate
bei -80°C in Lagerungspuffer aufbewahrt. Das Auftawnd Verdinnen der einzelnen
Aliquote erfolgte jeweils kurz vor Beginn der Mesgen. Enzymaktivitats- und
Enzyminhibitionstests sowie Tests zur Vertraglichken Losungsmitteln wurden auf
Mikrotiterplatten und in Klvetten durchgefuhrt, ule entsprechenden Parameter fiir die

online-Detektion vorab zu optimieren.
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Die verwendeten Proteinphosphatasen wurde im Ralemes BMBF-Projekts von Prof.
Dr. R. D. Schmid und Prof. Dr. T. T. Bachmann vonstitut fiir Technische Biochemie in
Stuttgart hergestellt und dem Institut fir Wassenaie zur Verfiigung gestellt. Es han-
delte sich hierbei um ein Fusionsprotein aus eigain fluoreszierenden Protein (GFPuv)
und einer humanen Proteinphosphatase(Abbildung 5.1). Im Folgenden wird dieses

Fusionsprotein nur als ProteinphosphataséPIPIn) bezeichnet.

N-terminaler Protease
His-Tag Schnittstelle
| | |
GFPuv Protein-Phosphatase 1a

ABBILDUNG 5.1: Aufbau des Fusionsproteins PPt der Projektpartner aus Stuttgart.

Durch die Kopplung beider Proteine konnten zweketsthiedliche Arten der Detektion
angewendet werden. So konnte das Fusionsprotear Matwendung des Proteinphos-
phatase-Teils und eines geeigneten Substrats@staim Testen der Analyten auf hepa-
totoxische Wirkung verwendet werden. Hierbei erfeldie Detektion substratspezifisch
durch Fluoreszenz- oder Absorptionsmessungen. Deteih konnte die reine Anwe-
senheit des Fusionsproteins und damit der Protespgitatase durch Fluoreszenzmessung
des GFPuv bei einer Anregungswellenlange von 39%imineiner Emissionswellenlange
von 509 nm festgestellt werden.

Um die Konzentration an Enzym zu ermitteln, die Ztimsatz kommen sollte, wurden
Experimente durchgefiihrt, bei denen die Konzemmatier Enzymlésung variiert wurde.
Als Vergleich wurden dazu parallele Messreihen kdgediihrt, bei denen die Enzyme
zunachst mit Microcystin LF inhibiert und anscheed nach Zugabe einer 6,8-Difluoro-
4-methyl-umbelliferylphosphat-Lésung (DifMUP) erfigé die Signalaufzeichnung. In
Abbildung 5.2 ist zu erkennen, dass bereits eing/BRpnzentration von 1 U/mL ausrei-
chend war, um Signalunterschiede zu erhalten, WieMi@ssbereich ausreichend grof

waren, um erfolgreich Inhibitionstests durchzufiire

5.1.1 Substrate

Bei der Auswahl des Substrates fir die online-Megsn wurde darauf geachtet, dass
hohe Umsatzraten mit dem Enzym erzielt werden l@mnBei kurzer Inkubationszeit
sollte moglichst viel Substrat umgesetzt und sdralie Signalintensitaten erreicht wer-

den. Da die inhibitorische Wirkung in Form einegaiives Signals detektiert wurde,
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konnte mit einer gréReren Signalintensitat eine Irlkg Inhibition sehr empfindlich

nachgewiesen werden.

9000 - [ ungehemmt
[ gehemmt

8000 —
7000 —
6000 —
5000 —

4000 —

3000 —-
2000 —-
1000 —-
o_;L_L . . .
1 2 4 6 7

Enzym-Konzentration [U/mL]

Intensitat [RFU]

ABBILDUNG 5.2: Einfluss der PPla-Konzentration auf die Signalintensitat. Verglichenwur-
den mit MC-LF (10pg/L) gehemmte und ungehemmte Enzwlésungen. (Fehler: Standardab-
weichung, n=3)

Als Substrat wurdeara-Nitrophenylphosphat (pNPP) untersucht. Da die Amivang als
online-Verfahren aufgebaut werden sollte, mussgezdauntersuchende Substrat Gber den
gesamten Zeitraum zudosiert werden. Die Tatsadss diese Substanz preisglinstig zu
erwerben ist, macht es zu einem potenziell geeggn&ubstrat. Durch enzymatische
Dephosphorylierung des pNPP entstehen anorganigtiesphat ungara-Nitropheno-
lat. Letzteres kann bei einer Wellenléange von 4@5detektiert werden. Allerdings ist der
Extinktionskoeffizient mit 16500 Molcmi® sehr niedrig. Um Signale zu erhalten, bei
denen die Empfindlichkeit ausreicht, um das SysteimDetektion nutzen zu kdnnen,
wére es anstrebenswert, die Reaktionszeit flr deyiEreaktion so lange wie moglich zu
gestalten. Dies wirde einen online-Aufbau allerdinigl komplizierter machen.

Physikalisch bedingt sind Fluoreszenzmessungenngége Absorptionsmessungen
sensitiver. Daher sollte ebenfalls ein solches Babgetestet werden. Wichtig bei der
Auswahl war, dass die Anregungs- und Emissionswiéligen fir das zu untersuchende
Substrat in einem anderen Bereich lagen als jenda$i GFPuv. Deshalb wurde als Ver-
treter der Fluoreszenzfarbstoff DifMUP fur Fluoreszmessungen in der Mikrotiterplatte
getestet. Dessen Anregungswellenlange liegt ben88nd seine Emissionswellenlange
bei 450 nm.
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Abbildung 5.3 zeigt die Inhibitionskurven mit beid&ubstraten. Die Inkubationen mit
dem Enzym und dem Toxin, bzw. dem Enzym und densigathwurden jeweils bei iden-
tischen Zeiten durchgefihrt (siehe Legende). Lethgtlie Konzentration des Enzyms
musste bei der Verwendung von pNPP um den Faktdwohér gewahlt werden, um bei
gleichen Zeiten noch &hnliche Substratumsétze lzalten. Dies fiihrte auch dazu, dass
mit dem Fluoreszenzfarbstoff geringergd@Verte erhalten wurden.

Zur Bestimmung der Aktivitat wurde der Quotient gghemmten und ungehemmten

Signalintensitaten errechnet und mit 100 multigliziSo erhielt man die relative Aktivi-

tat in [%].

120 //

» DifVUP
o pNPP

100+

g

Aktivitat [%]
8

20

/L
T 7 A T T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 0.1 1 10 100

Microcystin LR [pg/L]

ABBILDUNG 5.3: Vergleich der beiden Substrate pNPRund DifMUP: Es wurden unter iden-
tischen Inkubationsbedingungen mit DifMUP empfindlichere Kalibrierkurven erhalten. Pro-
teinphosphatase & wurde mit Microcystin LR (MC-LR) inhibiert. Die IC sy-Werte betrugen
mit DifMUP 1.5 pg/L und mit pNPP 8.0 ug/L. Bedingumgen: Enzymlésung (179 uL, 1 U/mL
(DIfMUP) bzw. 10 U/mL (pNPP)) und MC-LR-L6sung (20 uL, verschiedende Konzentratio-
nen) wurden 10 min bei RT inkubiert, dann erfolgtedie Zugabe von je 1 puL Substrat. Die ver-
bleibende Enzymaktivitat wurde nach 10 min bei RT lestimmt. (Fehler: Standardabweichung,

n=3)
Weiterhin wurde untersucht, wie stark die Autoplygerate beider Farbstoffe in wassri-
gem Medium war. Dies ist eine wichtige Grof3e fin daline-Assay, da die Substrate
Uber langere Zeitraume hinweg bei Raumtemperatwéssriger Losung vorlagen. Dazu
wurden wassrige Substratdsungen von je 0.5 mM bkellfeund Uber 1 h vermessen. Es

zeigte sich, dass bei beiden Substraten nach $tnaede weniger als 2% Signalzuwachs
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zu verzeichnen war. Die Zugabe von 10% Methanajteezudem keinen messbaren
Effekt auf das Signal.

Um einen maglichst geringen Verbrauch an Substatrzeichen, wurden weitere
Tests fur die Optimierung der DifMUP-Konzentratidarchgefihrt. Hierzu wurde im
MTP-Format die Enzyml6sung (2U/mL) mit Microcystisung (0.1 pg/mL) gehemmit.
Als Substrat-Konzentrationen wurden 0.5 mM, 1 mM @@ mM gewabhlt. Parallel dazu
wurden nichtinhibierte Referenzproben gemessen.M@sesungen tber einen Zeitraum

von 40 min ist in Abbildung 5.4 dargestellt.

100

—u—0.5mM
—e—1mM
—A—10mM
95 - \
90 \

Relative Aktivitat [%0]

- —
80-_ \

75 : . : . : . , . , . , . ,

Zeit [min]

ABBILDUNG 5.4: Aktivitat der PP1 a nach 10 min Inkubation mit MC-LF (0.1 pg/mL) bei un-
terschiedlichen DifMUP-Konzentrationen. Die relative Aktivitat errechnet sich aus dem Quoti-
enten von gehemmtem Signal und ungehemmter Kontr@l zum gleichen Zeitpunkt. (Fehler:
Standardabeichung, n=4)

Generell gilt, dass die Sensitivitat eines Assaysa hoher ist, je niedriger die verblei-
bende Aktivitat bei Hemmung des Targets mit gleicfexin-Konzentration ist. Bei lan-
geren Inkubationszeiten zur Farbentwickung zeigieh seine Verbesserung der
Sensitivitat fur alle Substrat-Konzentrationen.eAinderen Parameter wurden dabei nicht
variiert. Die Realisierung wurde jedoch im onlinerfdhren aufwendiger und kostenin-
tensiver durch héheren Chemikalienverbrauch. Tdetzkleinen Dissoziationskonstante
von 38 pM [Takai, 1995] schien bei hoheren DifMUB#gentrationen (10 mM) eine

Kompetition aufzutreten, sodass die relative Akdivdes Enzyms wieder anstieg. Unter-
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stitzt werden konnte diese Vermutung durch dieathts, dass die Konzentration an
Toxin mit 10.4 nM deutlich geringer war als die @sstrates.

Der Michaelis-Menten-Theorie zufolge erhdht sich steigender Substratkonzentra-
tion die Umsatzgeschwindigkeit [Voet, 1994], undresultieren starkere Intensitaten bei
gleicher Reaktionszeit. Dies wird durch die in Tab®.1 dargestellten Messungen besta-
tigt. Der grof3te Signalunterschied lag mit 10% dieri mittleren getesteten Substratkon-
zentration. Da das Substrat teuer ist, wurde zumaneaus 0konomischen Grunden, zum
anderen aber auch durch die grofdte prozentualerBifz die mittlere Konzentration von
10 mM gewahlt.

TABELLE 5.1: Gemessene Intensitdten nach 10 min Inkbation von PPXr der Konzentration

1 U/mL mit (gehemmt) bzw. ohne (ungehemmt) Microcys LF und anschlieBender Ent-

wicklung mit verschiedenen DifMUP-Konzentrationen (ber weitere 10 min. Die Fehler
wurden als + Standardabweichung (s) angegeben. (nF4

) Intensitat + 1s
Eingesetzte

Konzentration an ungehemmt gehemmt Differenz
DifMUP [mM] [RFU] [RFU] [%0]
5 18.0+0.6 17.3+1.0 4
10 34.6 +0.6 31.3+1.88 10
100 285.6 £ 16 268.0 +6.5 6

5.1.2 Inhibitoren

Fur das aufzubauende online-System sollten alsbibohén fur die zur Verfigung
gestellte Proteinphosphatase vassrige Standardldsungen verschiedener Microwysti
dienen. Um die Bedingungen fur den online-Testminueren, wurden Tests in Mikroti-
terplatten durchgefiihrt. Dabei wurden verschiedetebationszeiten sowohl fur die
Reaktion von Enzym mit dem Toxin als auch fur dischlieRende Reaktion von Enzym
mit dem Substrat getestet. Da kurze Zeiten furvadegtere Entwicklung entscheidend
waren, wurden die getesteten Inkubationszeiterea@glt, dass maximal 40 min benétigt
wurden, bis das Ergebnis ausgelesen werden konnte.

Als Inhibitoren wurden exemplarisch Microcystin (RIC-LR) und Microcystin LF
(MC-LF) verwendet und in verschiedenen Konzentratio vermessen. Die sich daraus
ergebenden Kalibrierkurven sind in Abbildung 5.5gdestellt. Die auf der Ordinate aufge-
tragenen Inhibitionsraten (RI) wurden, wie in Absithl1.5 beschrieben, nach Zhet
al. [Zhou, 2006] modifiziert berechnet. Aus den aufyemen Kurven lassen sich als

wichtige GroRe die Igg-Werte als die Konzentrationen, die einen halbmaiem Effekt
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produzierten, bestimmen. Tabelle 5.2 zeigt fur dielén verwendeten Toxine die ermit-
telten IGgWerte bei variierten Inkubationszeiten. Auch kamtie Nachweisgrenzen

aus den Daten nach der 3s-Methode berechnet werden:

LOD = )_(Blank+ 3 [BBIank (5.1)

Dabei sindLOD die Nachweisgrenzeg, der Mittelwert der Blindwertmessung und
Sgiank die Standardabweichung der Blindwertmessung.

Die ICgy-Werte unterscheiden sich bei den verschiedenenbhtionszeiten nicht
signifikant voneinander. Die Nachweisgrenzen fur-ME zeigen die Tendenz, sich mit
zunehmender Inkubationszeit fur die Farbentwicklhimgzu héheren Konzentrationen zu
verschieben Jedoch sind auch hier die Unterschmih von groR3er Bedeutung. Jeweils
10 min Inkubationszeit fur beide Inkubationsschritellten ausreichende Zeitrdume dar,
um in offline-Messungen niedrige Nachweisgrenzed Uiastmittelpunkte zu erhalten.
Diese fanden auch in den online-Verfahren Anwendurgdywurden etabliert.

TABELLE 5.2: Inhibitionszeiten und resultierende ICgy-Werte sowie LODs. Bei den

Inkubationszeiten ist die erste Zahl die Reaktionszt von Enzym und Microcystin, die zweite

Zeit die Inkubationszeit mit dem Substrat zur Farbentwicklung. (Fehler:
Standardabweichung, n=4)

Inkubationszeiten Microcystin LR [ng/L] Microcystin L F [ug/L]
IC 50 LOD ICs0 LOD
10 min/ 10 min 6.16 + 0.34 1.16 0.88+0.13 0.02
10 min / 20 min 6.58 £ 0.40 2.45 1.06 £0.28 0.01
20 min / 10 min 5.79+0.22 1.87 0.95+0.25 0.02
20 min / 20 min 6.64 +0.28 2.03 1.12+0.17 0.01
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ABBILDUNG 5.5: Inhibitionstests der PP1a mit Microcystinen bei unterschiedlichen Inkuba-
tionszeiten in der Mikrotiterplatte. Die ersten Zahen der Legende geben jeweils die Inkubati-
onszeit von Enzym und Toxin, die zweite die von Egm und Substrat an.Oben: Inhibition mit
Microcystin LR (MC-LR), Unten: Inhibition mit Microcystin LF (MC-LF). (Fehler: S tandard-
abweichung, n=3)
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5.1.3 Stabilitat des Enzyms

Aktivitatsverlust: Da beim online-System die Zudosierung des Erzlgantinuierlich
Uber den gesamten Zeitraum der Messung hinweggeriosollte, mufte ausreichend
Losung fur eine komplette Messung bereitgestelfter. Der Aktivitatsverlauf der PR1
Uber den Zeitraum von eineinhalb Stunden wurdeiligtkines Kuvettentests ermittelt.
Da schon lange bekannt ist, dass die Aktivitat safgetauten Enzymen bei erneutem
Abkuhlen absinken kann [Heber, 1968], sollte gleatig der Einfluss der Umgebungs-
temperatur, bei der die fertige Enzymlosung gelagerde, auf die Enzymaktivitat ge-
testet werden.

Die Durchfuihrung erfolgte in Klvetten wie unter &hsitt 11.4 beschrieben mit pNPP
als Substrat. Die verwendeten Enzymlésungen wuiildenden Testzeitraum hinweg zum
einen bei RT und zum anderen bei 0°C gelagert.EHdgebnisse sind in Abbildung 5.6

dargestellt.
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ABBILDUNG 5.6: Aktivitatsverlust der PP1a durch Lagerung von verdinnten Enzymlésun-
gen bei RT und 0°C Uber 106 min. Zusatzlich gezeidggraue Punkte) ist die Differenz der bei-
den Signale. (Fehler: Standardabweichung, n=3)

Man erkennt bei beiden Kurven einen linearen Abdit Aktivitat Gber die Zeit. Die
Aktivitdten im ersten Messintervall unterschiedachsnicht, da die Behandlung der
Enzymlésungen bei diesen Messungen identisch wes.d&n bei 0°C gelagerten Proben

wurde jeweils 5 min vor der Messung ein Aliquotrembmen und in einem Wasserbad
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auf RT erwarmt, sodass jedes vermessene Aliquangdger dem bei RT gelagerten einen
weiteren Abkuhl- und Erwarmungszyklus durchliefeifferenz zwischen den beiden
Reihen blieb konstant, d. h. die Lagerung bei Od€ehkeinen Einfluss auf die Abnahme

der Aktivitat. Die Gesamtaktivitat sank durch dem@mperaturzyklus um ca. 10% ab.

Einfluss der HPLC-Parameter: Zur Trennung von Microcystinen wird in der HPLC
haufig Acetonitril als organisches Eluens verwerjtiriluoto, 1997]. Um den Einfluss
verschiedener Losungsmittel zu testen, wurden inPNFbrmat Messreihen mit Metha-
nol und Acetonitril durchgefthrt. Dabei wurden zendEnzymlésungen je 30% (v/v)
einer methanolischen bzw. Acetonitril-haltigen Liigwzugegeben, um einen Gesamtge-
halt von 0% - 30% an Losungsmittel einzustellene lis Abbildung 5.7 ersichtlich wird,
war Methanol als mobile Phase besser geeignetawAitril, wie auch schon von Fabel
et al. [Fabel, 2007] fur PP 1 der Firma Sigma festgestalrde. Bereits ab einem Gehalt

von mehr als 20% Acetonitril konnte kein Signal migstgestellt werden.
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ABBILDUNG 5.7: Einfluss der in der HPLC verwendeten Losungsmittel auf die Aktivitat der
Proteinphosphatase. (Fehler: Standardabweichung, r8)

Haufig wird in der HPLC-Trennung von Microcystindmifluoressigsaure (TFA) als

Additiv eingesetzt, wobei Ublicherweise 0.05% (vid@r Saure eingesetzt werden
[Aguete, 2003]. In einem MTP-Test wurde die Verliéltkeit des Enzyms gegen 0.05%
(v/v) TFA getestet. Die Versuchsbedingungen wurgiegentber denen in Abschnitt 11.3

beschriebenen in der Form geéndert, dass das Wagwbn Enzymldsung und potenziell
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toxischer Probenlésung 4:1 (v/v) bei einem Gesalataen von 150 pL betrug. Dies ent-
sprach dem verwendeten Verhéltnis im online-Systera. Pufferkapazitat war ausrei-
chend, und der pH-Wert blieb stabil bei 7. Lautes{T konnte kein signifikanter

Unterschied zwischen den Proben nachgewiesen werden

5.1.4 Zusammenfassung

In MTP-Tests wurden die Bedingungen zur Durchfiruon Inhibitionstests mit dem

Fusionsprotein untersucht. Es stellte sich dabeauss dass fiur eine kontinuierliche
Zugabe des Substrates DifMUP besser geeignetsigtNiPP, da die Empfindlichkeit von
DifMUP hdoher liegt und kein signifikanter Untersetiim Autohydrolyseverhalten fest-
zustellen war. Als die am besten geeignete Konagair an Substrat erwies sich 1 mM
gepaart mit einer Enzymkonzentration von 1 U/mLe Dihibitionszeit mit den Analyten

wurde auf 10 min festgesetzt, ebenso die Inkubstieih mit dem Substrat DifMUP. Die

Aktivitat der Proteinphosphatase wurde stichprob@nger Kuivettentest untersucht.
Hierbei kam das Substrat pNPP zum Einsatz. Diedévifdtstests wurden zum einen
durchgefuhrt, wenn neue Batches Verwendung farad®sar, auch, um die Langzeitstabili-

tat der Lagerung zu Uberprtfen.

5.2 Indikator fur die Gesamttoxizitat:
Leuchtbakterium Vibrio fischeri

Es wurden lyophilisierte Leuchtbakterien vom StaMiirio fischeri eingesetzt, um die
Mdoglichkeit zu erdffnen, eine allgemeintoxikolodiec Aussage Uber die Analyten
machen zu kénnen. Zur Optimierung der Parametedimblick auf ein online-System

wurden auch hier MTP-Tests durchgefihrt.

5.2.1 Medienwahl

Der existierende DIN-Test zur Bestimmung von allgartoxischen Wirkungen wassriger
Proben mit Leuchtbakterien, DIN EN ISO 11348-3 [D1I998], wird als Klvettentest mit
einem Gesamitflissigkeitsvolumen von 510 pL duradifgef Zur Verdiinnung der Leucht-
bakteriensuspension wird dabei — wie auch vom tagfien der Leuchtbakterien empfoh-
len — 2% Natriumchlorid, 0.2% Mangan(ll)chlorid udd3% Kaliumchlorid in wassriger

Ldsung verwendet.
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Bei den Tests nach dem DIN-Verfahren werden nuh di&cmin und 30 min Datenpunkte
gemessen. Die Messungen erfolgen bei 15°C. Im et8iystem musste eine kontinuierli-
che Zudosierung dévibrio fischeri Suspensiorerfolgen. Daher sollte die Intensitat der
Biolumineszenz Uber einen langeren Zeitraum hinmagleichten Schwankungen bzw.
geringer Abschwachung unterliegen. Da dies in adehegenden Untersuchungen im Fall
der Verdinnung mit Natriumchlorid-Lésung nicht deall war, wurde als Medium zum

Verdinnen ein modifiziertes Nahrmedium [Dunlap, 2]98rwendet. Zusétzlich zu den
in der Literatur angegebenen Substanzen wurde eimcRhosphatpuffer hinzugegeben,
um eine bessere pH-Stabilitdt im online-Verfahrewghrleisten zu kénnen. Durch die
Verwendung des Nahrmediums konnte eine besserezeasigbilitat des Signalniveaus

erreicht werden. Dies ist in Abbildung 5.8 zu enkem.
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ABBILDUNG 5.8: Langzeitmessungen der Lumineszenzgnale vonVibrio fischeri mit 2%iger
Natriumchlorid-Lésung und modifiziertem Nahrmedium nach Dunlapet al. [Dunlap 1992] bei
19°C in der MTP. Die Fehlerbalken wurden aus Ubersihtsgriinden nicht eingezeichnet, jedoch
betrug die Standardabweichung nicht mehr als 1.5%(n=3)

Dadurch konnte die Suspension Uber einen langes#gradm hinweg verwendet werden.
Die Messungen wurden unmittelbar nach dem Verdugestartet, sodass die Phase des
Temperierens auch gemessen wurde. Diese Phasg iétrmin. Die starkste Signalab-
nahme war innerhalb der ersten 20 min zu beobachteRall des Nahrmediums betrug
diese 44%, bei Natriumchlorid als Medium sogar 62&b.Zeitraum von 20 min bis

120 min wurde im Fall des Nahrmediums der gleichéalAbeobachtet wie in den ersten
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20 min. Bei den Verdiunnungen mit Natriumchlorid-ung war nach 120 min kaum noch
eine luminometrische Aktivitat zu erkennen. Aucigie sich, dass die Signalintensitaten
und damit auch die Differenz zum Nullsignal mit d&dhrmedium, absolut gesehen,
hoher lagen. Diese Differenz sollte im online-TastMessbereich dienen und daher einen
maoglichst grof3en Bereich unfassen.

Um die Signalintensitat noch weiter zu erh6hen,deardie Substanzen zusammen mit
cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP), das eimhtige intrazellulare Verbindung
im Prozess der Lumineszenzentwicklung darstellinfBp, 1989] und N-Acyl-L-homose-
rinlacton (AHL), das als Autoinducer die Leuchtk&rder Bakterien moduliert
[Boettcher, 1995], als Additive im Nahrmedium gédesDiese Tests erfolgten in der
MTP. Die Verdinnung der Bakteriensuspension belr2@, so dass die Konzentration
von Vibrio fischeri bei ca. 18 Zellen/mL lag. Zum Verdiinnen wurde das modifizert
Nahrmedium verwendet. Die in Abbildung 5.9 angegebeKonzentrationen beziehen
sich auf das Gesamtvolumen der Losung.

Die relative Leuchtintensitat (Angabe in %) wurdeach Multiplikation des Quotien-
ten aus modifizierter Signalintensitat (Zugabe Aldgitivs) und unmodifizierter Intensitat

mit dem Faktor 100 berechnet.
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ABBILDUNG 5.9: Tests der beiden Additive AHL und cAMP zur Verstarkung der Signalinen-
sitaten bei konstanter Bakterienkonzentration. AlsMedium zum Verdinnen der Leuchtbakte-
rien diente ein modifiziertes Nahrmedium. (Fehler:Standardabweichung, n=9)
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Der Einfluss von cAMP auf die Leuchtintensitat exsvsich gegentber dem von AHL als
starker. Bei beiden Substanzen wurde ein Intespitteau erreicht, bei dem eine Erho-
hung der Konzentration nicht mehr zu einer Steiggrmer Leuchtkraft beitrug. Durch die
Kombination beider Additive wurde die beste Sigteatgerung um fast 50% gegeniber
von unmodifizierten Messungen erzielt. Durch stégk8ignale bei gleicher Bakterien-
konzentration wird die Empfindlichkeit gesteigata bereits im Falle geringer Inhibition
groRere Signalunterschiede gemessen werden kdnnen.

In der Reaktionskette zur Lumineszenzentwickungls@auerstoff eine wichtige
Rolle [Bourgois, 2001]. So lasst sich mit bloRengAleobachten, dass die Leuchtinten-
sitat gesteigert wird, wenn man einen Kolben mibdroLeuchtbakterienkonzentration
schuttelt und somit fur erhdohte Sauerstoffzufuligsdieses Prinzip sollte fir die Taug-
lichkeit bei der online-Detektion untersucht werd®ie Messungen wurden wie in
Abschnitt 11.3 beschrieben durchgefiihrt.
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ABBILDUNG 5.10: Modifikation der Leuchtkraft durch Einblasen von Sauerstoff bzw. Press-
luft iber 1 min in je 2 mL Bakteriensuspension. Alernativ dazu wurde ein Ansatz geschwenkt.
Die relativen Intensitdten beziehen sich auf Ansagz die nicht behandelt wurden. (Fehler:
Standardabweichung, n=3)

Abbildung 5.10 zeigt die relativen IntensitatsveféauDas Einleiten von sauerstoffhalti-
ger Luft oder reinem Sauerstoff fihrte zu eineri&irigung der Leuchtintensitat, die ver-

mutlich durch eine Stressreaktion der Bakteriendrgierufen wurde. Das Schwenken der
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Suspension Uber den gleichen Zeitraum zeigte Keirteffekte auf das Leuchtverhalten.
Betrachtet man die Loslichkeit von Sauerstoff insééa, zeigt sich, dass diese bei 20°C
mit 9.2 ppm [McEvoy, 1996] gering ist. Dies erladl¢ Vermutung, dass die verwendeten
Flissigkeitsvolumina zu gering waren, um eine sikgmte Erhéhung des Sauerstoffge-
halts in der Losung bezogen auf die Gesamtzahaldiandenen Zellen zu erzielen. Des
Weiteren tauschte sich der geloste Sauerstoff #aniteder Umgebungsluft aus.

Eine andere Mdglichkeit, Sauerstoff in eine Losenzubringen, ist die Zugabe von
Wasserstoffperoxid ($0,). Dieses kann vom bakterieneigenen Enzym Katabgebaut
werden [Visick, 1998], indem die Katalase vors(4 oxidiert und von einem zweiten
Peroxidmolekil unter ©Bildung wieder reduziert wird [Chelikani, 2004]. éfzu wur-
den Testreihen mit verschiedenen Gehalten gd,Hm MTP-Format gemessen. Wie in
Abbildung 5.11 gezeigt, hatJ@, mit steigender Konzentration einen negativen H&¥l
auf die Signalintensitat. Die Leuchtkraft nimmt haniger Zeit wieder zu, erreicht aller-
dings nicht die Intensitaten des Kontrollansatbes. Verlauf der Kurven gleicht sich ab
ca. 50 min dem der Blindmessungen an. Ab einem IGedia 0.1% tritt die antiseptische
Wirkung des HO, auf, die Bakterien werden total gehemmt und dgn&8intensitat

bricht zusammen.
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ABBILDUNG 5.11: Einfluss von Wasserstoffperoxid aufdie Signalintensitat der Leuchtbakte-
rien. Verschiedene Konzentrationen werden bei 19°@etestet, wobei immer ca. 0Zellen/mL
verwendet werden. (Fehler: Standardabweichung, n=4)
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Es zeigte sich, dass sich durch eine Zufuhr vore&#nff weder durch Einleiten in Form
von reinem Sauerstoff oder Umgebungsluft noch duhepabe von Wasserstoffperoxid

eine Steigerung der Signalintensitaten erreichest.la

5.2.2 Inhibitoren

Als Testsubstanzen zum Aufbau eines Detektors natySe allgemeintoxischer Substan-
zen sollten chlorierte Phenole verwendet werdee.t®tische Wirkung dieser Stoffklasse
im Hinblick auf verschiedene Leuchtbakterien is$ der Literatur hinreichend bekannt,
z. B. auf das LeuchtbakteriuRibrio harveyi[lsmailov, 2000] oder auf deBhotobacte-
rium phosphoreurfKaiser, 1991].

Die Tests erfolgten wie unter Abschnitt 11.3 besten im MTP-Format. Sie sollten
nicht zur Optimierung der Nachweisgrenzen dienengdsrn zur Abschatzung der Toxizi-
tat auf das eingesetzte Leuchtbakterium. Aucheseliinittelt werden, wie kurz die Inku-
bationszeit gewahlt werden konnte, um die Messungedalgreich durchfihren zu
kénnen. Nach dem DIN-Verfahren [DIN, 1998] erfolytdie Messungen nach 15 min
bzw. 30 min Inkubationszeit. Fur den online-Deteksmllte diese Zeit aber kirzer
gewdahlt werden. Da keine konditionierbare Kammerdén online-Aufbau zur Verfu-
gung stand, musste zuséatzlich der Einfluss der ®eatypr geprift werden, da die im DIN-
Verfahren verlangten 15°C mit dem mdglichen Aufbant erreichbar waren. Dazu wur-
den Inhibi-tionsmessungen bei 23°C und bei 21°C3pwitDichlorphenol (3,4-DCP) als
Inhibitor durchgefihrt. Die aufgetragenen Inhibisoaten (RI) wurden wie in
Abschnitt 11.5 beschrieben berechnet.

Bei héherer Temperatur stieg die effektive Konzatian, bei der 50% der Testorganis-
men einen Effekt zeigen (Eg von 9.7 mg/L + 0.5 auf 26.1 mg/L + 2.3 an. DiecNa
weisgrenze, berechnet nach der 3s-Methode (sietienBhg (5.1)), verschlechterte sich
mit der Temperaturerh6hung von 0.1 mg/L auf 0.5LmBks Weiteren konnte beobachtet
werden, dass bei héherer Temperatur die Standaaidetmwmngen ebenfalls stiegen und
dadurch eine genaue Kalibrierung nicht moglich abbildung 5.12). Ein weiteres
Absenken der Temperatur im online-Aufbau war testiminicht realisierbar. Daher wur-
den die weiteren Versuche bei 21°C durchgefuhrt.

Die Kalibrierkurven fir die Chlorphenole 2,4-Dichptenol (2,4-DCP), 3,4-Dichlor-
phenol (3,4-DCP), 3,5-Dichlorphenaol (3,5-DCP), 2,8;Tetrachlorphenol (2,3,4,6-TCP)
und 2,3,5,6-Tetrachlorophenol (2,3,5,6-TCP) wurden21°C aufgenommen, um deren
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inhibitorische Wirkung bei kurzer Inkubationszait ermitteln und um spéater die Qualitat
der erzielten online-Ergebnisse einordnen und eaigén zu kénnen. Tabelle 5.3 zeigt

die in der MTP gemessenen Parameter der sigmoi#akdorierkurven.
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ABBILDUNG 5.12: Einfluss der Temperatur auf die Inhibitionskurven von Vibrio fischeri. Die
Hemmung erfolgte mit 3,4-DCP. Die Messungen wurdejeweils unter gleichen Bedingungen
durchgefuhrt, lediglich die Temperatur wurde variiert. (Fehler: Standardabweichung, n=4)

Die Nachweisgrenzen fur die gewahlte Substanzklagsen im Bereich von 0.1 mg/L
bis 7.8 mg/L angesiedelt. Es lieR sich jedoch Reemd fiir eine Anderung der Nachweis-
grenzen mit dem Chlorierungsgrad der Phenole &dlgst Das Gleiche galt fur die B&
Werte, die im unteren bis mittleren mg/L-Bereiclyesiedelt waren. Der EgWert gibt
Aufschluss dariber, wie affin Hemmsubstanzen gdgemdem Target sind. Die beiden
Substanzen 2,4-DCP und 3,5-DCP zeigten die gedangaffinitaten, sowohl durch die
hdchsten Nachweisgrenzen als auch die hochstemifiefpunkte.

TABELLE 5.3: Daten aus den Kalibrierkurven fur verschiedene Chlorphenole. Gezeigt sind

die ECgg-Werte, die Nachweisgrenzen (LOD) sowie die quasikaren Bereiche der Kurven.
Die Messungen erfolgten in MTP bei 21°C. ( n=3)

Quasi-linearer

Substanz ECsp+ 1S [mg/L] LOD [mg/L] Bereich [mg/L]
2,4-DCP 40+1.7 1.5 20 -100
3,4-DCP 9.7+0.5 0.1 3-30
3,5-DCP 26.4+1.2 7.8 15-40
2,3,4,6-TCP 94+29 1.2 5-40
2,3,5,6-TCP 106 +£1.0 1.3 5-20
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5.2.3 Stabilitat der Bakterien

Losungsmittelvertraglichkeit: Die WBA kombiniert die physikalisch-chemische five
nung mit einer biochemischen Detektionsmdglichkeity potenzielle Schadstoffe zu
identifizieren. Daher muss der Bioinhibitionsdetektompatibel mit der mobilen Phase
der chromatographischen Trennung sein.

Da sich die Trennung auf RP-HPLC konzentrierte,dear die haufig verwendeten
Lésungsmittel Methanol und Acetonitril sowie zusigtz Aceton mit den Leuchtbakterien
in Mikrotiterplatten inkubiert und anschlie3end &ignalintensitaten ermittelt. Die Inku-
bationsdauer betrug 5 min. Die Leuchtbakterien wnrhit dem Nahrmedium verdinnt,
um die Daten auf das online-System Ubertragen noéd

Die Ergebnisse zeigten, dass Methanol die gerirtggische Wirkung von den gete-
steten Losungsmitteln auf die Leuchtbakterien h&ttéhrend bei geringen Konzentratio-
nen die signalschwéachende Wirkung der drei Lésuitggrhnlich war, wurde ab einem
Gehalt von 8% die Lumineszenz durch Acetonitril ukckton deutlich starker unter-
drickt (Abbildung 5.13 oben). Da die chromatogragies Trennung nicht nur isokra-
tisch, sondern als Gradiententrennung erfolgentesolinussten auch hodhere Kon-
zentrationen vertraglich sein. Dies traf am ehestghMethanol als Lésungsmittel zu.
AulRRerdem sollte ein mdglichst grol3er Volumenarted Eluatstroms nach der Trennung
in die Biodetektion flieRen, um eine Erhéhung dexchwveisgrenzen durch Verdinnen
und Teilen von Flussen und damit auch den injiereAnalyten gering zu halten. Daher
wurden weitere Tests zur Vertraglichkeit gegeniMethanol so durchgefiihrt, dass zu
110 pL Leuchtbakteriensuspension unterschiedliaiiarivina an 50%iger bzw. 90%iger
methanolischer Losung zugegeben wurden (Abbildubhg binten). Es zeigt sich eine
gute Ubereinstimmung der Ergebnisse bei dhnliclaanvenanteilen an Methanol durch
die Zugabe unterschiedlicher Mengen an Flissigk&8.8% bei 20 pL mit 90% und
13.3% bei 40 pL mit 50% Methanol).

Da in der Flussigchromatographie der GradieneinRegel mit bis zu 90% Methanol
gefahren wird, war hier eine deutliche Einschramkim Bezug auf die in den Biodetek-
tor Uberfuhrbaren Menge gegeben. Verbesserungemdwiediglich durch eine Modifi-

kation der chromatographischen Methode im Hinbéiokden Gradienten erfolgen.
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ABBILDUNG 5.13: Einfluss von Lésungsmitteln auf dieLeuchtbakterien. Die Tests wurden im
MTP-Format durchgefiihrt. oben: der Einfluss verschiedener méglicher Lésungsmitiefiir die
vorangehende HPLC-Trennung.unten: zu 110 pL Bakteriensuspension wurden verschiedene
Volumina von 50% bzw. 90% methanolischer Losung gezhben. Ab einer Zugabe von 60 pL
(16.6% bei 50%iger L&sung) tritt in beiden Fallen @e totale Inhibition auf. (Fehler: Standard-
abweichung, n=4)
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pH-Stabilitat: In der WBA soll die biochemische Detektion mgindklassischen Analy-
senmethoden kombiniert werden. Im Rahmen dieseeifsbllte die Kopplung an einen
Photodiodenarray (PDA) und an einen massenspektnscteen Detektor (MS) erfolgen.
Die lonisierung und damit die Signalausbeute beipesitiven Elektrosprayionisation
(ESI) wurde durch die Zugabe von 0.1% Ameisenséeireessert [Gustavsson, 2001].
Es wurden Tests zur pH-Stabilitat der Leuchtba&teridurchgefihrt, wie in
Abschnitt 11.3 beschrieben ist. Bei pH-Werten utend Uber 11 zeigte sich, dass eine
starke Hemmung des Lumineszenzsignals auftratM2asmum der Leuchtintensitat lag
bei einem pH-Wert von 7. Dies steht in gutem Einglanit dem im DIN-Test geforderten
pH-Bereich von 7 £ 0.2. Die Pufferkapazitat des ifmdrten Nahrmediums war ausrei-
chend, um bis 50% (v/v) der in der HPLC verwendetareisensauren Losung abzupuf-

fern und einen konstanten pH-Wert zu gewahrleisten.
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ABBILDUNG 5.14: Die Signalintensitaten der Leuchttakterien sind zeigen eine pH-Wert-Ab-
hangigkei. Bei MTP-Messungen ein Optimum bei pH=7Die Messungen wurden in modifizier-
tem N&hrmedium durchgefiihrt, dessen pH-Wert mit IMNaOH bzw. 1M HCI-Lésung einge-
stellt wurde. (Fehler: Standardabweichung, n=4)

5.2.4 Zusammenfassung

In offline-Experimenten wurden die Parameter zunfb&u eines online arbeitenden
Bioinhibitionsdetektors mivibrio fischerials Target ermittelt. Durch Wahl eines geeigne-

ten Mediums zur Verdinnung der Bakteriensusperngsiéiorm eines modifizierten Nahr-
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mediums unter Zugabe von cAMP und AHL konnte dabitat des Lumineszenzsignals
gegenuber dem gebrauchlichen Medium verbesserteweidie Verdinnung der Bakte-
rien auf ca. 10Zellen/mL war ausreichend, um eine Signalintengi@erhalten, die zum
Messen von Inhibitoren ausreichten. Ein pH-Wert ¥agrwies sich als am besten geeig-
net. Die Stabilitat vowibrio fischerigegenuber Methanol war mit ca. 35% Hemmung bei

8% Ldsungsmittel besser im Vergleich zu andereasgenh Losungsmitteln.
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6 Aufbau der Fluidik

Der Aufbau der Fluidik wurde teilweise von Frau Elltbernommen [Fabel, 2007], die in
ihrer Arbeit als Target das Enzym Acetylcholineasser als Indikator flr Neurotoxizitat
etablierte. In der vorliegenden Arbeit wurde dagyiem Proteinphosphatase {(PPIn) als
Indikator flr Hepatotoxizitat herangezogen, dasneliinant hergestellt wurde und somit
in ausreichender Menge fur Optimierungsprozess&/eritigung stand. Als Indikator fur
die allgemeine Toxizitat wurden Leuchtbakterien vBtammVibrio fischeriverwendet,
die kommerziell erhéltlich sind.

Das allgemeine Flussschema des BioinhibitionsdetektBID nach chromato-
graphischer Trennung ist in Abbildung 6.1 gezeigachlem die Probe Uber eine
Reversed Phasehromatographie (RP) getrennt wurde, wird der $-augfgeteilt. Ein Teil
des Flusses gelangt in den BID, der Rest des Edtlts optional fur andere Detektoren,

z. B. UV/Vis-Detektor oder Massenspektrometer,\z&nfligung.

Biotarget

Probe) HPLC l Inhibition Detektion

l —_—
andere

Detektoren

ABBILDUNG 6.1: Schematischer Aufbau des Bioinhibitonsdetektors im Sinne der Wirkungs-
bezogenen Analyse. Die grau gefarbten Abschnittensi nur bei Enzymen als Targets notwen-
dig. Beim Einsatz von Leuchtbakterien ist dieser Tig der zur Signalentwicklung dient, nicht

erforderlich.

Im Falle von Enzymen als Targetstruktur baute diehBID aus drei Teilen auf, namlich
aus zwei Reaktoreinheiten und einer Detektionséinkide in Abschnitt 1.4 erwahnt,
existieren mehrere Moglichkeiten, einen Nachséaelgktor aufzubauen. Es wurde in der
vorliegenden Arbeit ein auf homogener Enzyminhasitbasierender Detektor verwendet.
Vor der ersten Reaktorschleife wurde die Enzymigszum Eluatstrom zudosiert, vor der
zweiten Reaktorschleife erfolgte die Zugabe dess®ats zur Signalentwicklung. In bei-
den Reaktorschleifen verweilten die Losungen urgp8asionen Uber angemessene Zeit-
raume, um die erforderlichen Effekte auszubildareizt erfolgte die Datenerhebung mit

einem geeigneten Detektionssystem wie z. B. einkeior&szenzdetektor.
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Im Fall der Verwendung von Leuchtbakterien als @styuktur bestand der BID lediglich
aus zwei Kompartimenten. Hier war die Zudosierung® Substrates nicht notwendig, da
das Signal von den Bakterien selbst erzeugt wubike.Signalaufzeichnung erfolgte in
diesem Fall durch einen Lumineszenzdetektor.

Durch die Verwendung des online integrierten BlDstaad der Vorteil, zu jedem
Zeitpunkt wahrend einer Messung frische Target&adnstanter Menge zum Eluat der
Trennung zugeben zu kénnen. Nachteilig daran wdocje die Tatsache, dass grof3ere

Mengen an Chemikalien in Form von teuren Targeés &dibstraten verbraucht wurden.

6.1 Pumpenwahl

Die verschiedenen Flussigkeitsstrome mussten mitgen in das System eingebracht
werden. Hierbei war zur besseren Reproduzierbaekedt pulsationsarme, konstante und
kontinuierliche Zufuhrung wichtig. Generell bestimdie Auflosung des Schrittmotors
zur Bewegung von Kolben bei Spritzenpumpen und &gtlumpen das Pulsationsverhal-
ten. Dieses wurde am besten durch eine Kolbenputepd-irma VICI erreicht, deren
Schrittmotor eine Auflosung von 243 200 Schritte f00 pL besal3. Mit dieser Pumpe
wurde die PPd-Lésung dem BID zugefluhrt, die den grof3ten FlusSystem darstellte.
AulRerdem konnte die Enzymlésung, vorgelegt in Ziiggenrohrchen aus Polypropylen,
im Wasserbad auf 20°C temperiert werden. Nachtb#igder Kolbenpumpe war jedoch
das verhaltnismanig grofRe Totvolumen von ca. 100dak bei der Applikation des Sub-
strats mit 1 pL/min zu einem sehr hohen Verbrawefiityt hatte.

Die Zuleitung des Substrates wurde durch eine Zpmiumpe gewahrleistet. Hierbei
kam die Pumpe PHD 2000 (Harvard Instruments) zumsdtz, die von einem
hochauflosenden Schrittmotor angetrieben wird. Diaimale Schrittgeschwindigkeit,
die sich aus Flussrate und Kolbendurchmesser eregchetragt ein Schritt pro 27.3 s.
Dies entspricht einer Schritttange von 0.082 um. d@a Kolbendurchmesser in die
Schrittlange einfliel3t, sollte eine Spritze verweinderden, die mdglichst nah am zu
verwendeten Volumen der Losung liegt. Daher wurde 250-puL-Spritze verwendet, bei
der das Volumen in der Gré3enordnung des zu versveteh Volumens flr eine Messung
lag. Die Zugabe der Proteinldsung erfolgte mithidner Kolbenpumpe, die das
pulsationsarmste Stromungsprofil aufwies. Die Lébakterien wurden mit einer
Spritzenpumpe in das System geleitet, um einen iof&jyl geringen Stress auf die

Bakterien auszutiben.
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Da die zum Segmentieren eingesetzte Luft vor damrEszenzdetektor entfernt werden
musste, bestand die Notwendigkeit, den Flissigikeds) durch die Detektorzelle zu zie-
hen. Um dies moglichst pulsationsfrei zu bewerkgth, wurde zunachst versucht, durch
Kopplung eines mit Flussigkeit gefullten Schlaucheser Ausnutzung der Schwerkraft
den Fluss zu ermdglichen. Die Flussgeschwindigkaitdabei vom Durchmesser und der
Lange des Schlauches abhangig und somit nicht exastellbar. Das Vorhandensein von
Luft fihrte ebenfalls zur Verdnderung der FlieRhesondigkeit.

Eine weitere Mdglichkeit bestand in der Verwenddeg Kolbenpumpe von VICI, die
selbstansaugend ist. Jedoch zeigte sich, dass deh den geringen
FlieRgeschwindigkeiten die teilweise nicht entfemtLuftblasen als sehr stérend
erwiesen: Sie resultierten in einer unregelmaliBasislinie. Daher wurde zu diesem
Zweck eine Spritzenpumpe von Cavro verwendet, ddsemem Drei-Wege-Ventil
ausgestattet war. Unter Verwendung von zwei Sprjtdée im Pendelbetrieb eingesetzt
wurden, konnte unter der Steuerung durch das Rrograabview eine Spritze den Fluss
aufrechterhalten, wahrend die andere entleert wiindigblasen, die durch den Detektor
gelangten, konnten durch schnelle Entleerungsvgeyéder Spritzen zilgig aus den
Kolben eliminiert werden.

Als weiterer Zufluss in das System musste Luft ebrgcht werden. Dazu wurde eine
Schlauchpumpe eingesetzt. Die geforderten Voluminaren abhangig vom
Schlauchdurchmesser sowie vom Anpressdruck und DRfehgeschwindigkeit der

Walzen. Die Einstellung der Blasengrol3e war anedi€selle gut regelbar.

6.2 Gassegmentierung des Flusses

Da der Verbrauch an Reagenzien gering gehaltenenesdllte, wurden die Flisse mdg-
lichst niedrig gehalten und lagen bei einigen p/nllazu musste der Eluatstrom aus der
HPLC-Trennung geteilt werden, um bei geringen Vohararbeiten zu kdnnen. Des Wei-
teren musste auf die Losungsmittelvertraglichkeit dargets geachtet werden (siehe
Abschnitt 5.1.3 und Abschnitt 5.2.3). Um variable $9taten aus der HPLC in den BID
einstellen zu konnen, wurde bei den Messungen maitchtbakterien der Fluss durch
Restriktionskapillaren mit einem einstellbaren Bteder geregelt. Dies erwies sich als
sehr storanfallig fir Schwankungen, z. B. durch derch das Einbringen der Luftblasen
verursachten schwankenden Rickdruck im System.rDainele bei den Messungen mit

PPIn ein Flussteiler verwendet, der bei 200 puL/min diadungsrate von 1:20 hatte.
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Die Reaktoren wurden in Form véused-silicaKapillaren realisiert, die bei einem Innen-
durchmesser von 0.53 mm unterschiedliche Langeal3es Da die errechneten Rey-
nolds-Zahlen im Bereich von 5 lagen, konnte vorelaminaren Strémung ausgegangen
werden (Abschnitt 2.1). Dies fuhrt zu einer Dispensder zuvor aufgetrennten Analyten
aufgrund des Stromungsprofiles und damit verburmlebandenverbreiternden Effekten
im BID [Fabel, 2006].

Um diese Effekte zu minimieren, kann der Fluss sagrart werden. Fluidmechanisch
waére die Segmentierung mit nicht mischbaren Flkssign wie beispielsweise Hexan
einfach zu handhaben. Da an den Phasengrenzen hjedddssig-Flissig-
Extraktionsprozesse der zuvor durch RP-HPLC getegnAnalyten stattfinden, konnte
Hexan aber nicht eingesetzt werden. Die Segmentererfolgte daher durch das
Einbringen von Luft in das fluidische System. Dadturbildeten sich Kkleine
Reaktionsvolumina, die zum einen eine verbessad&le Vermischung innerhalb des

Segments bewirkten und zum anderen die Longitudisérsion verringerten.
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ABBILDUNG 6.2: Vergleich verschiedener Schlauchinnedurchmesser bei Verwendung einer
Schlauchpumpe zum Einbringen von Luft ins fluidiscle System zur Erzeugung eines gasseg-
mentierten Flusses.

Wie oben beschrieben, hing die Grol3e der Luftblagkar auch die Starke der Pulsation
vom Innendurchmesser und der LaufgeschwindigkeiRidlen ab. Bei kleineren Durch-

messern musste die Frequenz erhdéht werden, unihgleidtvolumina einzubringen.
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Wie in Abbildung 6.2 zu erkennen ist, eignen sichi&ache mit kleinerem Durchmesser
bei hoherer Frequenz der Pumpe besser zum Einbridge Luftsegmente als dickere
Schlauche und niedere Frequenzen. So betragt tiemmiAmplitude bei dem grol3volu-
migen Schlauch 4705 RFU * 2.1%, bei dem Schlauchlii=0.57 mm nur noch
3750 RFU % 2.1% Wird ein Schlauch mit zu geringemeimdurchmesser verwendet (z. B.

0.075 mm), so kann keine Luft mehr in das fluides&ystem eingebracht werden.

6.3 Blasenfilter

Wie in Abschnitt 7.1.2 erlautert, war die Zugabe Vadditiven zum Enzympuffer zur

Vermeidung der Adsorption der Enzyme an den Kapiiaaden der Reaktionsschleifen
notwendig. Da sowohl Pluronic F68 [Mulligna, 2008k auch BSA [German, 1985]
schaumbildende Substanzen sind, musste der Blaseafim Abtrennen der Luftblasen
neu konstruiert werden.

Das Prinzip, nach dem der Filter arbeitet, ist éiagr offenen Rinne. Der Blasenfiler
wurde aus einem PEEK-Block gefertigt. An der Urggeswurden die Anschlisse fur Zu-
und Ablauf der gassegmentierten Losung gesetzt. ddiech eine Bohrung an die
Oberflache kommende Lésung wurde von einer V-foemidrRinne aufgenommen. Der
Einbau des Blasenfilters in das fluidische Systafolgte unter ca. 30°. Durch die
Neigung der Rinne wurde die Ldsung, bedingt dur@h Schwerkraft, zum Auslass
gefuhrt, wo sie durch eine Bohrung zum Detektoeiged wurde. Am Ende der Rinne
wurde eine sich zur Bohrung hin verjingende RinoenvRand her eingefrast, um
eventuell Uberstehende Flussigkeiten abzutrangpentiund so das Vermischen mit

frischer L6sung zu vermeiden.

Lufteinlass

="

Fliissigkeits- Fliissigkeits-

einlass auslass
ABBILDUNG 6.3: Bild des konstruierten Blasenfilters. Durch den Lufteinlass konnte Druck-
luft angeschlossen werden, sodass ein Gasstrom Ulake Rinne resultiert. Dieser war hilfreich,
um Luftblasen zerplatzen zu lassen. Der Filter wurd unter einem Winkel von ca. 30° einge-
baut, so flieRt die Flissigkeit Richtung Auslass.
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Ohne die Zugabe von tensidischen Additiven odeteiftldsungen reichte diese Vorrich-
tung aus, die Luftblasen am Anfang der Rinne zuaizBh zu bringen. Da jedoch die
Zugabe solcher schaumbildenden Additive notig waurden die Luftblasen nicht oder

nur unvollstandig entfernt. Durch das Einbauenretiieheit neben der Rinne, mit der ein
Luftstrom Uber die Rinne geleitet werden konnterden die Luftblasen auch unter Ver-
wendung von Additiven effektiv entfernt. Der Luftstin konnte unter zwei verschiedenen
Winkeln, namlich unter 30° und 15° gegen die Flgbsung (siehe Abbildung 6.3) Uber

den Filter geleitet werden. Der Bauplan befindeh sim Kapitel ,Technische Zeichnun-

gen“ auf Seite 151. Es zeigte sich, dass der spitdénkel (15°) besser zum Abtrennen
geeignet war als der flachere, bei dem durch dierkie Luftblasen haufig nicht abge-

trennt wurden.

6.4 Umbau des Lumineszenzdetektors

Zur online-Detektion der toxischen Wirkung gegenidben Leuchtbakterien wurde ein
luminometrischer Detektor bendétigt, der im Durckfiuerfahren betrieben werden kann.
Da ein Detektor mit den benétigten Spezifikatiomeoht kommerziell erhéltlich war,
wurde ein handelsibliches Geréat in entsprecheneéeseNimgebaut.

Bei dem Gerat, das umgebaut werden sollte, handslteich um das Luminometer
Glowmax 20/20n der Firma Turner Biosystems. Im Zdge Umbaus musste ein neues
Gehause gebaut werden, das absolut lichtdichtnsesgste. Die technischen Zeichnungen
zum Bau des Gehéauses befinden sich im Kapitel ,ische Zeichnungen®.

Da der Detektor im Durchfluss arbeiten sollte, neissine Moéglichkeit gefunden
werden, Kapillaren in den Messraum hinein- und wtederauszufuhren. Dies wurde
durch Kapillarverbinder, die in den Deckel eingedtdt wurden, realisiert. Der Deckel
(technische Zeichnung auf Seite 154) wurde aus eMetallplatte gefertigt, die
anschlielBend schwarz eloxiert wurde. Zusammen aritAdissparung an der Oberseite
des Detektors sollte durch passendes Arbeitenafituichter Abschluss gefertigt werden.
Um eventuell noch durch die Spalten einfallendefizu eliminieren, wurde der Deckel
zusatzlich mit schwarzer Dichtmasse gegen das @bgidichtet.

Uberlegungen, einen Abfallbehalter in der Messkamrme installieren, waren
aufgrund von Platzmangel schlecht realisierbar. ekd8m muisste die Kammer zum

Entleeren oft gedffnet und dadurch die Abdichtutegsserneuert werden.
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Die neu gestaltete Messzelle bestand aus einerki@piare (Perfluorethylenpropylen-
Copolymer) mit einem Innendurchmesser von 0.51 mrd eimer Wandstarke von
0.5 mm. Das Messprinzip beruhte hier auf dem Samrwirselbstandig emittierten Pho-
tonen. Daher konnte der gassegmentierte Flusstditele Verwendung eines Blasenfil-
ters in den Detektor geleitet werden. Der kreisiganQuerschnitt der Messzelle
unterstitzte dies, da die Luftblasen hier nichtgeginbleiben konnten, wie es in Messzel-
len mit viereckigem Querschnitt beobachtet wurda.eihe moglichst hohe Quantenaus-
beute resultieren sollte, musste die Messzelleabowie moglich an den Photomultiplier,
den eigentlichen Detektor, herangebracht werdenu®aurden verschiedene Flusszellen-
halter gebaut (Technische Zeichnungen auf Seitd.)58ie sich im Volumen und damit
in der Lange der zur Detektion verfigbaren Abs¢lninterschieden (Tabelle 6.1).

TABELLE 6.1: Parameter der verschiedenen getestetefrlusszellen. Mit dem Luminometer
wurde standardmaRig 1 Messung/s durchgefiihrt.

Form Lange Volumen Durchflussdauer bei
[mm] [uL] 130 pL/min [s]

Strich 23 45 2.0

Kreis 68 13.4 6.1

Es zeigte sich, dass mit aufsteigender Volumenaabh die Signalintensitat zunahm.
Durch langere Messstrecken blieben mit zunehmebélege bei der Luftsegmentierung
das Volumenverhaltnis von Gasphase zu flissigesd’kanstant, da mehrere Segmente
gleichzeitig gemessen wurden. Dadurch wurde die isBaig gleichmaliger
(Abbildung 6.4). Inhibitionstests mit 3,4-DCP zeigtgute Signale bei langerer Fluss-
zelle, bei der kirzeren Zelle konnte kein signifites Signal aus dem Rauschen identifi-
ziert werden. Durch die Lange der Flusszelle bestensich auch die maximale Auf-
l6sung. Wird die Flusszelle zu lang, verringerhsadso die Auflésung, da das Volumen

der Flusszelle das minimale Volumen zwischen zwakB festlegt.
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ABBILDUNG 6.4: Basislinienvergleich bei unterschieichen Langen der Flusszelle. Die
Messzeit fir einen Punkt betrug je 1 s.
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7 Wirkungsbezogene Analyse mit

gassegmentiertem Bioinhibitionsdetektor

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit stellte dientifezierung toxischer Analyten unter
Anwendung der Wirkungsbezogenen Analytik dar. Didel konzentrierte sich vor
allem auf die Entwicklung von Nachséaulendetektamy®n zum Nachweis von toxi-
schen Effekten. Die dazu verwendeten Targetstraktwaren zum einen Richia pasto-
ris rekombinant hergestellte Fusionsproteine aus GkiRdwProteinphosphatase,lund
zum anderen lyophilisierte Leuchtbakterien vom Sta¥ibrio fischeri die von Hach-
Lange in Form eines Test-Kits bezogen wurden.

Da zu einem spateren Zeitpunkt eine Parallelisger BID mit anderen Detektoren
geplant war, sollte von Anfang an ein Aufbau mitiggem technischen Aufwand und
zugleich niedrigem Chemikalienverbrauch realisieztden.

Im folgenden Kapitel sollen beide Detektorsysteraggegstellt werden, mit denen die
jeweiligen Targets im Sinne der WBA online an vgeainende chromatographische Tren-
nungen gekoppelt werden kdénnen. Die Aufbauten &idd Targets unterscheiden sich
und werden jeweils getrennt vorgestellt. Die Opgirang erfolgte, wie in den vorange-

gangenen Kapiteln beschrieben, in Form eines gass@gerten Nachsaulendetektors.

7.1 Proteinphosphatase

Der Aufbau des online-Detektorsystems zur Bestimgndier Toxizitat gegentber Pl
sowie die damit erhaltenen Ergebnisse werden igefaden Kapitel vorgestellt und dis-

kutiert.

7.1.1 Aufbau

Das Flussschema der Messeinheit zur WBA mittelsibltibn der PP#& ist in

Abbildung 7.1 dargestellt. Mit einem Autosampler deirdie Probe in das chromatogra-
phische System injiziert. Auf einer C18-Saule gfel die Trennung mithilfe eines
Ldsungsmittelgradienten, der aus Methanol und Wassstand. Zur Anwendung kam

Methanol als organische Phase, da dieses, wietdbareiAbschnitt 5.1.3 beschrieben
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wurde, den geringsten toxischen Effekt auf das Enaysiibt. Beide Losungsmittel ent-

hielten 0.01% Ameisenséure, um eine bessere lomskeit im ESI-TOF-MS zu errei-

chen.
Enzym Substrat \
| Inhibition Farb-
bildung
Fluoreszenzdetektor
Blasen-
HPLC Pumpe N i

Flussteiler

Wasserbad
Peristaltik-
K pumpe (Luft) /

‘ Andere
yDetektoren

Abfall

ABBILDUNG 7.1: Aufbau des Detektorsystems zur Wirkungsbezogenen Analyse mit PRdals
Target. Der Aufbau der HPLC, die vorgeschaltet istwurde der Ubersichtlichkeit halber nicht
eingezeichnet. Der Kanal zu den anderen Detektoremurde an den UV/Vis- und an den mas-
senspektrometrischen Detektor gekoppelt. Kursiv gefirieben sind die beiden Effekte, die in
den Inkubationsschleifen stattfinden.

Nach der HPLC-Trennung wurde der Eluatstrom aufigeen Teil des Flusses wurde in
den gassegmentierten BID geleitet, der Rest standrdere Detektionsarten zur Verfi-
gung. Zum Einsatz kamen hier ein UV/Vis-Photodiateay (PDA) zur Absorptionsmes-
sung und ein massenspektrometrischer Detektorassting der Massen. Es zeigte sich,
dass im Fall der Microcystine keine Signale im P&Aalten wurden. Im Massenspektro-
meter hingegen konnten niedere Signale detektierten.

Der verwendete Flussteiler war maf3angefertigt ésighbildung 7.13 B), mit einem
Eingangsfluss von 200 pL/min bei einer Teilungskaig 1:20. Durch einen Ruckdruck
von ca. 40 bar bei einem Fluss von 200 pL/min kewlats Splitverhaltnis unabhéngig von
den Schwankungen des Riickdrucks im BID konstanaltgshwerden. Geringe Druck-
schwankungen, z. B. durch das Einbringen von Lgftsmten, waren gegen den vom
Splitter erzeugten Rickdruck unbedeutend. DurchFessteiler wurde auch der Anteil
des Eluates festgelegt, der in den BID eingespeiste.

Als Substrat zur Visualisierung der Enzymaktividér Proteinphosphatase wurde der

Fluoreszenzfarbstoff DifMUP eingesetzt. Die Auffeiang des Signals erfolgte mit
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einem Fluoreszenzdetektor bei einer Anregungswélge von 358 nm und einer Emis-
sionswellenlange von 455 nm mit einer Messfrequeamz21 Hz.

Um die Enzyml6ésung in das System zu pumpen, wurte kolbenpumpe der Firma
VICI verwendet. Die Zugabe der Losung erfolgte kauerlich Uber den Zeitraum der
Messung mit einer Geschwindigkeit von 40 pL/minsve&ch bei den Vorversuchen als
die optimale Geschwindigkeit herausgestellt h@tedie gesamte Inkubationszeit 20 min
betrug, wurde zum Ende der Messung, um Enzym ziespdie Enzymlosung getauscht
und eine reine Pufferldsung durch das System gepumpdie restliche Reaktorftllung
zu eluieren und messen zu kdnnen. Dieser Austanachte es nétig, eine Kolbenpumpe
zu verwenden, da mit einer pulsationsarmeren $mizmpe dieser Wechsel nicht mdg-
lich war. Die Zudosierung des Substrates erfolgteemer Spritzenpumpe der Firma Har-
vard Apparatus. Durch die Wahl einer kleinen Sprit250 pL) konnte eine
kontinuierliche Zugabe mit geringen Schwankungen&eleistet werden. Die Fliel3ge-
schwindigkeit wurde nach der Durchfiihrung von Opginmngsmessungen auf 1 pL/min
festgesetzt.

Als Inkubationsreaktoren kamen zwei 5 m lafgsed-silicakapillaren zum Einsatz,
die auf einen GC-Saulenkafig aufgewickelt waren. Qi@ Aktivitat der untersuchten
Enzyme zu verbessern, erfolgten die Inkubationgsehpei 30°C. Diese Temperatur
wurde durch ein Wasserbad erzeugt. Bei hoheren @atyen wurde die Autohydrolyse-
rate des Substrates zu hoch. So stieg der Wertao50 RFU bei 30°C auf 210 RFU bei
37°C an. Das maximale Messsignal lag, bedingt ddechDetektor, bei 1000 RFU.

7.1.2 Optimierung des Enzymflusses

Um Inhibitionsmessungen durchfihren zu koénnen, teusghergestellt sein, dass zu
jedem Zeitpunkt der Messung die gleiche Menge aryfrdurch das System den Detek-
tor erreicht. Hierzu wurden, wie in Abschnitt 13 dsbhrieben ist, online-Messungen mit
der Detektion des GFPuv-Labels durchgefiihrt. Da WHR definierten Verhaltnis von
1.1 kovalent mit der Proteinphosphatase gekoppelag, war das Signal des GFPuv ein
Malf fur die vorhandene Menge an BPZum Vergleich wurden analoge Referenzmes-
sungen mit dem Protein eGFP durchgefuhrt, welctre@suhd nicht an ein Enzym gebun-
den vorlag.

Erwartet wurde in beiden Fallen ein sprunghaftegn8lanstieg auf ein erhéhtes

Niveau mit dem Erreichen des Detektors der Prdisumg, sowie ein rascher Abfall des
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Signals auf das Ursprungsniveau, nachdem die Rloseing durch den Puffer ersetzt
wurde. Abbildung 7.2 zeigt den tatsachlichen Verlaaider Messreihen. Man erkennt,
dass der Verlauf der Kurve von freiem Protein déraroBeschriebenen sehr nahe kam.
Betrachtet man jedoch die Kurve des Fusionspratesiedt man fest, dass der Anstieg
sehr langsam, namlich Uber einen Zeitraum von S0voinstatten ging. Dies weist darauf
hin, dass das Fusionsprotein nicht ohne Wechsealwg&n durch die Inkubationsschlei-
fen zum Detektor gelangte. Da es sich um unterdtbiee Proteine handelte, kann kein
Vergleich der beiden Kurven Uber die absolute Isitéh gezogen werden. Die Tatsache,
dass sich die beiden GFP-Spezies nur in funf Andiaen unterschieden, liel3 den

Schluss zu, dass das Enzym fir die Retention wecatiich war.

14,5
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14,04 freies Protein

13,5
13,0 1
12,5

12,0 1

Intensitat [mV]

11,5 1
11,0 1
10,5

10,0

-
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ABBILDUNG 7.2: Vergleich der Signalverlaufe von freiem Protein (eGFPA,,=488,A,,,=509)

und dem Fusionsprotein (GFPuvAg,=395,A,,=509). Beide Losungen wurden mit dem TRIS-
Puffer PP1-1 hergestellt und im luftsegmentierten Mdus mit fused-silica Kapillaren als Reak-

toren gemessen. Die Peaks bei freiem Protein kommewn Luftblasen, die in den Detektor
gezogen wurden.

Um den Einfluss des Kapillarmaterials auf die Retender PP zu untersuchen, wur-

den, wie in Abbildung 7.3 gezeigt, unterschiedliétapillarmaterialien getestet. Da bei
allen Messungen die gleichen Bedingungen herrscktemte hier auch tber die absolute
Signalintensitat eine Aussage gemacht werden. igsezsich, dass bei der Verwendung
der PEEK-Kapillaren das hochste absolute Signatamd. Durch die nach Abschnitt 11.6

modifiziertenfused-silicaKapillaren verbesserte sich die Signalform dehtliegentber

92



RETEINPHOSPHATASE

dem Signal mit unmodifiziertefused-silicaKapillaren: Sie zeigte einen steilen Anstieg
und Abfall.

14,5 4— PEEK
I f silica
14,0 4- - - f silica mod
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”

bl sl
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ABBILDUNG 7.3: Unterschiedliche Kapillaren wurden unter gleichen Versuchsbedingungen
auf die Adsorption von PPh getestet. PEEK: PEEK-Kapillaren, f silica: fused silica Kapilla-
ren, f silica mod: modifizierte fused silica Kapillaren.

Bei PEEK zeigte sich jedoch, dass die LuftblasehtngleichmaRig verteilt waren, son-
dern wahrend des Durchlaufens der Inkubationsste@eerten und miteinander ver-
schmolzen. Damit wirde fur eine WBA die Segmenngrdeutlich schlechter. AuRerdem
zeigte sich, dass die Microcystine an der Ober8&stiarken Adsorptionseffekten unter-
worfen waren. Somit konnte PEEK nicht als Reaktdemal zur Verfligung stehen. Bei
den modifiziertenfused-silicaKapillaren trat nach je ca. 10 Messungen einelidbet
Erhéhung des Ruckdrucks im BID auf, sodass die €gmsentierung nicht mehr aufrecht-
erhalten werden konnte. Damit zeigte sich auchediegpillarart als nicht tauglich fir die
Verwendung im BID.

Aus der ELISA-Messtechnik ist schon lange bekatia$s unerwiinschte Adsorptions-
effekte durch die Zugabe von Proteinen oder and@ditiven verringert oder unter-
drickt werden kénnen [Vogt, 1987]. Daher wurdenetsthiedliche Additive getestet,
indem sie zuvor durch die als Reaktoren verwendgsaillaren geleitet wurden und sich
auch im Puffer der Enzyme wiederfanden. Dies maekterforderlich, einen neuen Bla-

senfilter zu konzipieren, wie er bereits in Abs¢h®i3 vorgestellt wurde.
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ABBILDUNG 7.4: Zugabe von Additiven zu den Enzyml&ungen.Oben: Vergleich von Casein
und BSA (je 0.001%) mit Messungen ohne Additive; @ Luftblasen wurden mit dem alten Bla-
senfilter entfernt. Unten: Zugabe von 0.005% Pluronic F68 und zusatzlich BSin verschiede-

nen Konzentrationen. Die Blasenabtrennung erfolgtenit dem neuen Blasenfilter. Gezeigt ist
weiterhin die Elutionsfraktion mit Hellmanex Il L6sung (2%), mit der die adsorbierten

Enzyme aus der Kapillare gewaschen wurden (Peaks ibga. 125 min).
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Ohne den Luftstrom konnten die Luftblasen mit detdifiven nur unzureichend entfernt
werden. Der Effekt ist in Abbildung 7.4 zu erkennargnn man die Kurve mit 0.01%
BSA als Additiv in der oberen Abbildung betrachtgid mit den Kurven der unteren
Abbildung vergleicht. Die Aufzeichnung der Daten iile obere Abbildung erfolgte unter
Anwendung des Blasenfilters ohne Hilfsgas. Bei ieter unteren Abbildung gezeigten
Messungen kam der neu konstruierte Blasenfilter@aisstrom zum Einsatz. Die in der
Kapillarelektrophorese als Additiv eingesetzte (Hygpropyl)-methyl-cellulose zur

Vermeidung von Proteinadsorption [Schulze, 2001jteebei dem in dieser Arbeit aufge-
bauten System keinerlei Effekte im Bereich von @0&v/w) [Schulze, 2007] bis 0.5%

[Bean, 1998].

Am gunstigsten erwies sich die Kombination aus B®A Pluronic F68. Hier zeigte
der Signalverlauf die steilsten Anstiege und Alefilei der Anderung der Enzymkonzen-
tration. In Abbildung 7.4 unten ist zusatzlich dagien der Kapillare mit Hellmanex Il
Losung nach ca. 105 min gezeigt. Die Spullésungtlegi den verwendeten Detektions-
wellenlangen ahnliche Signalintensitaten wie deweadete Puffer auf, sodass die Peaks
bei ca. 125 min auf eine enzymatische HerkunftisBeh lassen, die durch den Spulvor-
gang wieder von der Kapillarwand abgeldst wurden.

Zur Verifikation der adsorptiven Effekte wurde d&gstem weitestgehend vereinfacht,
um Storungen auszuschliel3en. In offline-Versucllgnwie in Abschnitt 13.1 beschrie-
ben durchgefuhrt wurden, konnten diese Effekte adymiert werden. Dies ist in
Abbildung 7.5 und Abbildung 7.6 gezeigt.

Messungen, mit denen das Adsorptionsverhalten delyfen auf verschiedenen
Oberflachen ermitteln werden sollte, wurden duréiige. Getestet wurden, wie in
Abbildung 7.5 gezeigt, PEEK-Kapillaren ufused-silicaKapillaren. Es zeigten sich auf
den PEEK-Kapillaren deutliche Adsorptionseffektée BI-Werte sanken auch nach funf-
fachem Spilen mit Losungsmittel nicht wieder aufi @indwert. Die Standardabwei-
chung ist gro3 und kann durch unreproduzierbare ungerichtete Adsorptionseffekte
erklart werden. Ahnliche Beobachtungen beziiglich Adsorptionseffekte wurden von
Hyenstrandet al. gemacht [Hyenstrand, 2001a], die die Adsorption icrocystinen
auf Polystyrol in Form von Pipettenspitzen untehgéuwatten. Die Adsorption hing mali3-
geblich vom Methanolanteil in der flissigen Phasekast ab einem Methanolanteil von
40% kam es zu einer deutlich Abnahme der Adsorptiaronline-System konnte kein so
hoher Anteil an Methanol verwendet werden, da dadmhphosphatase dabei denatu-

rierte.
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ABBILDUNG 7.5: Adsorptionsverhalten von Microcystinen an PEEK-Kapillaren und fused-
silica Kapillaren. Die Buchstaben zeigen die Volumina, @i an (A) Wasser/MeOH in Verhaltnis
90/10 und (B) Toxinldsung zugegeben wurden. (FehleBtandardabweichung, n=5)

Bei Messungen miused-silicaKapillaren wurde ebenfalls eine langsamere Abnatiene
RI-Werte beobachtet. Jedoch konnte hier das Simgat ca. dreifacher Volumengabe an
Losungsmittel wieder nahezu auf den Blindwert abgkswerden. Auch diese Beobach-
tung steht im Einklang mit den Ergebnissen von Ky@mdet al. [Hyenstrand, 2001b],
die Adsorptionseffekte von Microcystinen auf Glagearsuchten. Dass Antibiotika auf
PEEK-Kapillaren adsorptiv gebunden wurden, zeigiglmon Hambletoet al. [Hamble-
ton, 1995], was zeigt, dass AdsorptionseffekteRtEK messbar vorkommen kénnen.
Das Adsorptionsverhalten von RPivurde infused-silicaund PEEK-Kapillaren gete-
stet. Bei der Messung mitised-silicaKapillaren ohne Pufferadditive zeigte sich, dass
nach Elution des Enzyms die Werte nicht mehr aeifderte vor der Zugabe abfielen. Der
Waschpeak, der durch die Hellmanex II-Lésung vexwhtswurde, lieferte deutlich héhere
Signale als der eigentliche Enzympeak. Da die Biténein Mal3 fir die Enzymmenge
war, konnte daraus gefolgert werden, dass ein grifleder Enzyme auf der Oberflache
adsorbiert wurden. Da BSA eine leichte Fluoreszsizden verwendeten Wellenlangen
zeigte, lagen die Intensitaten bei Messungen mdithen generell héher. Die Basislinie
blieb bei diesen Versuchen nach einer Enzymgabderait erhoht. Durch das Eluieren
mit Hellmanex II-L6ésung wurde ein viel geringerea¥¢hpeak gefunden. Es blieb bei der
Zugabe von Additiven ein Adsorptionseffekt vorhamdesenn auch in deutlich abge-

schwachter Form. Die Kurven glichen sich in denlidahex II-Fraktionen sehr gut an.
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ABBILDUNG 7.6: Adsorption der PP1a unter Verwendung verschiedenen Kapillarmaterial-
ien in offline-Messungen. Die Fraktionen wurden irKavitdten von MTP gesammelt. Die Buch-
staben zeigen die zugepumpten Volumina von (A) P, (B) Enzymldsung und (C) Hellmanex
Il Losung. Oben: fused silica Kapillaren, bei der zum einen Enzymlésung ohne Aditive und
zum anderen Enzymlésung mit 0.005% Pluronic F68 und.1% BSA getestet wurdenUnten:
PEEK-Kapillaren, in denen Enzymlésung ohne Additivegemessen wurden. (Fehler: Standard-

abweichung, n=3)
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Die Messungen mit PEEK-Kapillaren wurden ohne digabe von Additiven durchge-
fuhrt; die Enzyme lagen in reinem Puffer vor. Egytan sich keine sichtbaren Adsorp-
tionseffekte: Der Elutionspeak der Enzymldsung sararf auf die zwei vorhergesagten
Fraktionen begrenzt, und die Intensitaten bei dgfeRosungen waren vor und nach der
Enzyml6sung im Rahmen der Fehlerbalken auf gleicNeraau.

Jenkinset al. [Jenkins, 2004] zeigten, dass eine alkalische ptraiase mit einer Bin-
dungskonstante von 5.9°21M s an PEEK bindet. Die Effekte sind jedoch klein und
nach 15 min in der GréRenordnung von ca. 0.5 nnfoldie Desorptionsrate war fir die-
ses Enzym mit 5.4-10s? so gering, dass bei den im Rahmen dieser Arbedhdefthr-

ten Messungen kein Tailing beobachtet werden konnte

7.1.3 FlieRinjektionsexperimente

Es wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen derreatigche Detektor nicht an eine
HPLC-Trennung gekoppelt wurde, sondern die Injekiiter Analyten im Sinne einer
FlieRinjektionsanalyse mithilfe eines manuellerektionsventils erfolgte. Dadurch soll-
ten eventuell storende Einflisse minimiert werdBas Volumen der Probenschleife
betrug hierbei 5 pL.

Der fur den Transfer in den BID erforderliche Flasgsprach der Grol3enordnung des
Eluatstroms bei der Kopplung an die HPLC. Die Pegikd wurde malRgeblich von zwei
Faktoren beeinflusst: Zum einen hing sie von def¥geschwindigkeit durch die Proben-
schleife ab, zum anderen von der Dauer der Durimsing der Schleife.

Die FlieRgeschwindigkeit, mit der der Austrag aes Brobenschleife erfolgte, war
indirekt proportional zur Peakbreite, wie dies inbdldung 7.7 zu sehen ist. In allen drei
gezeigten Fallen konnten die aus Fluss und Prolhemem errechneten Zeiten nicht
erreicht werden, jedoch wurde die Abweichung minehimender FlieRgeschwindigkeit
geringer. Bei der Injektion sollte ein moglichshieo und schmaler Peak generiert werden.
Dies wurde mit hoheren Flussraten erreicht, alfgsliwirden hohe Flisse durch den
Injektor hohere Flisse der auf den restlichen Kaméiit sich bringen, was nicht 6kono-

misch gewesen ware.
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ABBILDUNG 7.7: Massenspur m/z=987, die [M+H]-Spur fur das MC-LF. Manuelle Injektio-
nen von 5 pL erfolgten bei folgenden Flissen: (A)0lpL/min, (B) 50 pL/min (C) 30 pL/min.
Der Fluss durch die Probenschleife wurde nur zum Baden derselbigen unterbrochen.

Ein weiterer Faktor war die Dauer des Flusses ddietProbenschleife. Es wurde festge-
stellt, dass bei einer langeren DurchstromungsiieifPeaks einer deutlichen Verbreite-
rung unterlagen (Tabelle 7.1). Demgegeniber wurdeinzeren Durchflusszeiten ein

geringerer Integralwert erhalten. Dies bedeutetessdwveniger Analyt in das System
gelangte. Die Peaks zeigten mit hoheren Flusszeitensteigende Tendenz zu Tailingef-
fekten. Durch eine Verkirzung der Durchflusszenrkde die Peakbreite daher optimiert

werden, jedoch wurde nicht mehr die gesamte Anaytye in den BID eingebracht.

TABELLE 7.1: Zusammenhang zwischen Durchflusszeit nd Basispeakbreite sowie Integral.
5 uL einer MC-LR-L6sung (5 mg/L) wurden mit 10 pL/min direkt in das MS eingespritzt,
wobei die Zeit, in der sich die Probenschleife im IBss befand, variierte. (Fehler:
Standardabweichung, n=3)

Durchflusszeit Basispeakbreite Integral
4.5 min 4.5 min 200+ 11

1 min 2.4 min 150+ 9
0.5 min 2.0 min 140 + 10

Messungen zur Reproduzierbarkeit im Flieinjek@ntahren zeigten schlechte Repro-
duzierbarkeit und breite Peaks mit starken Tailifedgen (Abbildung 7.8). So wurde fur
die Inhibitionsrate von MC-LF (5 mg/L) ein Wert v@@% + 13% ermittelt (Fehler: Stan-

dardabweichung, n=4). Durch die Tatsache, dasBrdieenschleife nur fir die Dauer von
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1 min gespult wurde, fand keine vollstandige Elntiter Analyten statt. Somit konnte die
Menge an Analyt, die in den Biodetektor gelangiehtbestimmt werden und daher stark

schwanken.
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ABBILDUNG 7.8: Injektion von MC-LF (5 mg/L) in den BID. Die Pfeile markieren den Injek-
tionszeitpunkt der Probe. Bei der dritten Injektion wurde die Probenschleife fir 1.6 min im
Fluss belassen, was sich in einem starkerem Tailiregigt.

7.1.4 Kopplung mit anderen Detektoren

Um Messungen im Sinne der WBA durchzufiihren, salkte BID parallel zu anderen
Detektoren nach einer HPLC-Trennung der Analytewé&mdung finden. Als weitere
Detektoren wurden zum einen ein Photodiodenarragidar (PDA) der Firma Waters
und zum anderen ein Elektrospray-Flugzeit-Massduspaeter (ESI-TOF-MS) der
Firma Micromass ausgewabhilt.

Mit dem PDA konnten von den Microcystinen keine WitAbsorptionssignale gene-
riert werden. Daher war eine parallele Detektiosazomen mit dem BID in Anschluss an
die HPLC-Trennung nicht praktikabel.

Mit dem Massenspektrometer konnten bei héheren &anationen Signale generiert
werden,. Allerdings waren die Konzentrationen zaham fir eine analytische Anwen-
dung infrage zu kommen. In Abbildung 7.9 ist ein @hatogramm gezeigt, bei dem der
BID und das MS parallel nach der HPLC geschalteewan weiteren Messungen fanden

die Messungen mit dem BID ohne parallele Deteksgsteme statt. Der Rest des Eluats
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aus der HPLC wurde in einen Abfallbehélter geledetdie Detektionsgrenzen der ande-

ren zur Verfigung stehenden Detektoren deutlicht dbren des BID lagen.
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ABBILDUNG 7.9: Parallele Detektion mit BID und MS. Die Messung am MS erfolgte im TIC-
Modus, abgebildet ist die [M+H]-Spur (m/z=987). Es wurden zwei Injektionen durchgihrt:
die Messung am BID wurde nicht unterbrochen. Die Ifektionen erfolgten nach 45 min und
nach 70 min. Bis 10 min wird Pufferlésung detektiet; bis 20 min die DifMUP-Zugabe ohne
Enzym. Ab 20 min kommen Enzym und Substrat zum Detdor. Es wurden 18 pL/min aus der
HPLC in den BID eingespeist. X: Injektionspeaks, AMC-LF (5 mg/L), B: MC-LF (0.5 mg/L).

Weiterhin konnte beim Vergleich der Peakbreiten Aealyten, die von beiden Detekto-
ren aufgenommen wurden, beim BID eine deutliched®armerbreiterung zusammen mit
Tailingeffekten beobachtet werden. Da die MessungérLuftsegmentierung durchge-
fuhrt wurden, waren bandenverbreiternde Prozedgeusd von Longitudinaldiffusionen
auszuschliel3en. Dieser Effekt zusammen mit deadhes dass die Basislinie nach Ende
der Enzymgabe nach ca. 108 min nicht auf den Augsyaert absank, wiesen auf adsorp-

tive Effekte in den Reaktionsschleifen hin.

7.1.5 Reproduzierbarkeit

Um die Reproduzierbarkeit der Messungen zu testargen mehrere Versuchsreihen mit
Microcystin LR durchgefihrt und die Signale nachréaufen von HPLC und BID auf-
genommen. Die Inhibitionsraten wurden nach Gleich(il.8) ermittelt und sind in
Tabelle 7.2 dargestellt. Es zeigte sich eine gufgdtiizierbarkeit der einzelnen erfassten

Parameter. Damit verbunden war auch eine hohe @gmatuder Inhibitionsrate mit einer
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geringen Standardabweichung von 0.57%. Das RausdberBasislinie war auf die

gegenlaufig pumpenden Kolbenpumpen zurickzufutdarheim Phasenwechsel leichte

Flussspitzen auftraten. Dieser Effekt konnte natiminiert werden.

TABELLE 7.2: Inhibitionsraten (RI) fir MC-LR (0.7 n g Absolutmenge) und die Parameter,
aus denen sie berechnet wurden. Mittelwert (MW) undStandardabweichung (S) wurden fiir
n=5 berechnet.

HG [RFU]2  BI[RFU]P PI[RFU]®  RI[RFU]¢ MW [%] S [%]
25 340 137 64.44
25 370 143 65.80
25 325 129 65.33
30 300 125 64.81
30 340 140 64.52 64.98 0.57

aWert des Hintergrunds, verursacht durch Autopraelgies Substrats
b Theoretischer Wert der Basislinie zum Zeitpunkt Beakmaximums
CWert des Signals am Peakmaximum
dBerechnet nach Gleichung (11.8)

Bei der chromatographischen Trennung von zwei Migstinen konnte ebenfalls eine

hohe Reproduzierbarkeit erzielt werden, wie in Adilong 7.10 zu sehen ist. Unter den

angewandten Trennbedingungen hatte das MC-LR ea&tenRonszeit von 8.8 min, das
MC-LF von 15.2 min.
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ABBILDUNG 7.10: Messungen der Trennungen von MC-LR(1mg/L) und MC-LF (0.05 mg/L)

mit BID im online-Verfahren. Gezeigt ist nur jeweils derjenige Ausschnitt der Signalaufzeich-
nung, der einer Messung entspricht. Die Zeitskalemurde so gesetzt, dass die Injektion zum
Zeitpunkt t=0 min erfolgte.
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Bei der Betrachtung der Chromatogramme zeigte siabs die Basispeakbreiten mit ca.
7 min fur MC-LR bzw. 6.5 min fur MC-LF sehr grol3 vear Des Weiteren konnte starkes
Tailing beobachtet werden, so dass die Peaks keimartete Gaussform mehr aufwiesen.
Trotz der Zugabe von Additiven zur Deaktivierung @berflachen gegentber Adsorp-
tion erfuhr ein Teil der Komponenten im BID einet&#ion. Dies hatte einen direkten

Einfluss auf die Peakkapaziat, die durch die bneiteaks sehr gering wurde.

7.1.6 Kalibrierkurven

Mit der Gewahrleistung der Reproduzierbarkeit wardalibrierkurven fur die beiden
Microcystine MC-LF und MC-LR, nach vorangegangenBrennung via HPLC
(Abbildung 7.11), aufgenommen. Beim Vergleich demr/dur IG5 und der Nachweis-
grenze (LOD) von online-Detektion und offline-Mesgen in der MTP konnte festge-
stellt werden, dass im MTP-Verfahren deutlich nigeire Werte erzielt wurden, wie aus

Tabelle 7.3 zu entnehmen ist.

TABELLE 7.3: Vergleich der Parameter aus online- um offline-Kalibrierungen von MC-LR
und MC-LF. Die Konzentrationsangaben beziehen sicjeweils auf die eingesetzte Analytmenge
Fur das offline-Verfahren wurden die gleichen Inkukationszeiten wie online verwendet.
(Fehler: Standardabweichung, n=4)

Verfahren Microcystin LR Microcystin LF
IC 50 LOD ICs0 LOD
Online 78.79 ug/L £ 8.5 ug/L 8.30 pug/L 596.34 ng/LE® ug/ll  32.92 ug/L
Offline 6.16 ng/L = 0.34 ng/L 1.16 ng/L 0.88 pg/L AAG pg/L 0.02 pg/L

Da die Inhibitionsraten aus den Signalunterschienkischen Basislinie und Peakmaxi-
mum und nicht Gber die Peakflachen errechnet wuyrzieigte sich durch die starke Ban-
denverbreiterung eine Abschwéchung der Inhibitigmede. Des Weiteren wurde im
online-Verfahren — im Gegensatz zu den MessungeleirMTP — nur ein Teil der inji-

zierten Analyten gemessen, da es zu einer Abtrgndes Analyten von 90% nach der
Trennung und somit zur Reduktion der Analytmenga.k&dum anderen fuhrten Verdin-
nungseffekte wahrend der Trennung und beim Einkringp den BID sowie leichte

Adsorptionseffekte der Analyten an den Reaktorwénzie einer weiteren Konzentra-

tionsabnahme bei der anschlieRenden Detektion.
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ABBILDUNG 7.11: Kalibrierkurven von Microcystin LF  (MC-LF) und LR (MC-LR). Messun-
gen erfolgten online mit dem BID nach vorangegangem HPLC-Trennung. (Fehler: Standard-
abweichung, n=4)

7.1.7 Zusammenfassung

Die Schwierigkeit bei der Entwicklung einer Wirkigigzogenen Analyse mit RiPals
Targetstruktur lag vor allem an den adsorptivereksghaften des Enzyms auf den Kapil-
laroberflachen. Dies und die adsorptiven Eigendehafler Analytgruppe der Micro-
cystine verhinderten, dass die Auflosung, die dufigh chromatographische Trennung
erzielt wurde, trotz der Anwendung eines gassegerdem Flusses aufrechterhalten wer-
den konnte. Die Peakkapazitat sank dadurch drastisceine chromatographische Tren-
nung von Vielkomponentensystemen wirde keinen graBewinn in Bezug auf eine
Wirkungsbezogene Analytik bringen, da die Korrelatder Peaks in den verschiedenen
Detektionssystemen nicht eindeutig vorgenommen @vekann.

Es konnte trotzdem gezeigt werden, dass eine Kagpdun chromatographische Ver-
fahren moglich war und die Reproduzierbarkeit agkte, um das System kalibrieren zu
kénnen. Im Vergleich mit durchgefihrten offline-Masgen lagen die Nachweisgrenzen

jedoch um einige Zehnerpotenzen hdher.
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7.2 Leuchtbakterien

Zur Ermittlung der allgemeinen Toxizitdt von Anadygosungen wurde ein Bioinhibi-
tionsdetektor mit Leuchtbakterien etabliert. Deffl#au sowie Ergebnisse aus Fliel3injek-
tionsexperimenten und Messungen im Sinne der WBAdereim folgenden Abschnitt

dargestellt und diskutiert.

7.2.1 Aufbau

Der Aufbau des Bioinhibitionsdetektors mit den Leth@akterien vom Stamnvibrio
fischeri als Targetstruktur gleicht dem in Abschnitt 7.1els¢hriebenen System. Da die
Aktivitat der Bakterien direkt Gber die intrazelnlhervorgerufene Lumineszenzintensitat
bestimmt werden konnte, war eine Substratzugalye eréorderlich. Dadurch verringerte
sich der Aufbau des BID um eine Reaktionsschleii@ lnbestand somit aus einem Inkuba-
tionsreaktor in Form einer 4 m langkrsed silicaKapillare sowie der Detektionseinheit.
Dazu diente das in Abschnitt 6.4 beschriebe umgeblaumineszenzmessgerat. Um den
Einfluss von Streulicht zu minimieren, wurden di&ubationsschleifen in einer lichtdich-
ten Kammer installiert. Der Transferteil der Kagi# in den Lumineszenzdetektor sowie
die Kapillare, die aus dem Detektor in den Abfafidrt wurde, wurden mit Schrumpf-
schlauchen ummantelt. Dadurch konnte kein Fremdircklas System eingebracht wer-

den. Ein Flussschema des gesamten Aufbaus isthildding 7.12 gezeigt.

‘_,/I:éuchtba kterien

Fluss- Schrumpfschlauch
HPLC teiler Lichtdichte Kammer E—\s) 1]
e R o ~
Injektions-
ventil /
Inhibitionsschleifen ¢ i
J \
IT_erfitstaItlkpumpe Photomuiltiplier]
\ (Luft) Biolumineszenz-
‘ i\,_ detektor 4
Andere
Detektoren

ABBILDUNG 7.12: Flussschema des BID miwibrio fischeri. Die Injektion der Analyten in das
System erfolgte entweder durch vorhergehende HPLC+&nnung oder durch direkte Injektion
im Sinne einer FlieRinjektionsanalyse.
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Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde darauf igtet, die HPLC-Anlange mit ein-
zuzeichnen. Das System wurde sowohl an eine HPLGgkngekoppelt als auch als
FlieRBinjektionsmodul verwendet, wobei in dieseml & Injektionen Uber ein Sechs-
Wege-Ventil der Firma Rheodyne erfolgte. In diedeatl wurde kein Flussteiler einge-
baut; das gesamte Analysenvolumen gelangte in ¢en B

Die Flussteilermodule, die Verwendung fanden, smdAbbildung 7.13 dargestellt.
Der Vorteil des variablen Flussteilers lag dariassl die Splitrate frei gewahlt werden
konnte. Durch die Verwendung von Restriktionskapdh an den Ausgangen konnten die
Flisse zumindest fur den Zeitraum einer Messungtkom gehalten werden.

Die Reproduzierbarkeit war jedoch schwierig zu béstelligen, da der Fluss vor
jeder Messung exakt eingestellt werden musste igs®deinen entscheidenden Einfluss
auf die Ergebnisse hatte. Die Verwendung des fegestellten Flussteilers zeigte eine
gute Reproduzierbarkeit, jedoch konnten die Spétranicht variiert werden und waren

bei einem Eingangsfluss des HPLC-Eluates von 20thpLauf 1:20 eingestellt.

A)

- )

andere

HPLC W Detektoren
R

& EoaE

y

HPLC — TSI
Targetldsung gnglrre]EJlrglr’rlons

ABBILDUNG 7.13: Verwendete Flussteilermodule zum Hileiten des Eluates in den Biodetek-
tor. (A) Variabler Flussteiler, der Giber Restriktionskapillaren mit unterschiedlichen Detekto-
ren verbunden wurde. (B) Fester Flussteiler, der de Eluatstrom im Verhaltnis 1:20 teilt.
Durch hohe Innenwiderstande beeinflussten Schwankgen des Rickdrucks im System das
Split-Verhaltnis nicht.

7.2.2 Flie3injektionsexperimente

Losungsmitteleinfluss:  Die in offline-Tests erhaltenen Ergebnisse béekigder

Losungsmittel, mit denen die Bakteriensuspensiogdstellt wurde, konnten im Fliel3sy-
stem bestétigt werden. (Abbildung 7.14). Die Basislibei Messungen mit einer Natri-
umchlorid-Lésung zeigte nach 31 min eine Intensaihahme von 27%, wie die
Langzeitmessungen in der MTP erwarten lieRen. Déew&ndung des modifizierten
Nahrmediums verbesserte die Stabilitat der Baseslimd fuhrte zu einer Verbesserung
der Nachweisgrenzen. So konnte bei den MessungeBakterien in Natriumchlorid-

Losung eine Konzentration von 5 mg/L einer 3,4-DN#%ling nicht detektiert werden,

mit dem modifiziertem Nahrmedium hingegen schon.
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ABBILDUNG 7.14: Lumineszenzsignale, die nach der ljektion von 3,4-DCP in unterschied-

lich hohen Konzentrationen aufgenommen wurden. Di®feile zeigen die Injektionszeitpunkte

(je 20 pL). Es wurden in der ersten Serie (t=0 miny mg/L, in der zweiten Serie (t=8 min) 10

mg/L und in der dritten Serie (t=16 min) 100 mg/L hjiziert. A: Luftsegmentierter Fluss, 2%

NaCl-Lésung zur Verdinnung, B: Luftsegmentierter Fluss, modifiziertes Nahrmedium als

Lésungsmittel, C: keine Luftsegmentierung, modifizértes Nahrmedium als Lésungsmittel.
Tabelle 7.4 zeigt die Inhibitionsraten der Flief3tjensanalyse im Vergleich zu den Inhi-
bitionsraten, die nach dem DIN-Verfahren [DIN, 1p@8der MTP gemessen wurden. Bei
der Zugabe von AHL und cAMP zu den in NaCl-Lésurggdiinnten Bakterien hatte,
ebenso wie im Nahrmedium, eine Verbesserung debd@imgungen zur Folge, wurde
aber in den Vergleichsmessungen nicht angewandtiefargebnisse mit denen aus dem

DIN-Test vergleichen zu kdénnen.
TABELLE 7.4: Inhibitionsraten (RI) in Abhangigkeit der injizierten Konzentrationen von 3,4-

DCP. Die Berechnungen erfolgten nach den in Abschihill.5 beschriebenen Verfahren.
(Fehler: Standardabweichung, n=4)

Konzentration von RI £ 1s [%)]
3,4-DCP [mg/L]
MTP-Format online-System

Mod. Nahrmedium NaCl-Ldsung

5 16 +3.1 7+0.1 n.d.
10 51+2.4 16+0.4 11+0.1
100 90+£35 7312 58 £0.7
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Gassegmentierung: Bei einem grol3em Probendurchsatz ist es winsareet) die
Injektionsfrequenz mdglichst hoch zu wahlen. Umzeine Injektionen voneinander
getrennt zu halten, wurde die Flie3injektionsaraipsder gassegmentierten Form durch-
gefuhrt. Die Anwendung der Flusssegmentierung &ilzasatzlich zu einer besseren
Durchmischung der zusammengefuhrten Flissigkeitearhalb der fllissigen Segmente
[Dummann, 2003]. So konnten bereits Proben mit 3Ln3y-DCP von der Basislinie
unterschieden werden.

Die relative Standardabweichung der Basislinie Ubgen Zeitraum von 2 min
(n=120) zeigte keinen signifikanten Unterschiedsolien segmentiertem und unsegmen-
tiertem Fluss. Bei beiden belief sie sich auf 0.8% Reproduzierbarkeit der Basislinie

wurde Uber zehn Messungen getestet. Es zeigterkeicl signifikanten Unterschiede in
der Intensitat.

Kalibrierung:  Als Negativkontrolle wurde Penicillin G eingedet2ieses ist ein Anti-
biotikum, das nur auf wachsende Zellen Einfluss Hates in den Aufbau der Zellwand
eingreift [Martin, 1979]. Penicillin G zeigte bisi 2ziner Konzentration von 10 g/L weder
im MTP-Format noch im online-System einen inhiigohen Effekt.

Tabelle 7.5 zeigt die resultierenden ErgebnisseKadibrierkurven von unterschiedli-
chen Chlorphenolen. Verglichen wurden die im onNeefahren erhaltenen Ergebnisse

mit denen, die mit MTP-Format nach DIN-Vorschrifhalten wurden.

TABELLE 7.5: EC 55-Werte von Phenolen aus Mikrotiterplattentests nactDIN-Verfahren und

aus dem online-System. Die Messungen erfolgten jeNge bei 21°C. (Fehler: Standard-
abweichung, n=20)

Substanz MTP-Format online-System
Quasi-linearer Quasi-linearer
ECsot 1s[mg/L]  Bereich [mg/L] ECsot1s[mg/L]  Bereich [mg/L]
2,4-DCP 40+1.7 20 - 100 97.2+15 40 - 200
3,4-DCP 9.7+0.5 3-30 35.9+1.8 7-90
3,5-DCP 26.4+1.2 15 - 400 59.8£8.0 30 - 300
2,3,4,6-TCP 94+29 5-40 11.5+1.6 4-30
2,3,5,6-TCP 106+1.1 5-20 19.5+4.0 5-40
2.3,5,6-TCP 10.7+1.0 5-20 194+4.1 5-40

a Analytlosung enthielt 5 mg/L Huminsaure

Generell lagen die RI-Werte bei den Messungen emt &liel3injektionssystem niedriger
als die mit den MTP-Tests erzielten Ergebnissesfizathend lagen die EgWerte fur
die getesteten Phenole im MTP-Verfahren — bis aaHD8CP und 2,3,4,5-TCP — etwa um
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den Faktor zwei niedriger. Bei dem erwahnten Didddoivat waren die offline-Ergeb-

nisse um den Faktor vier hoher. Fur das Tetrachtorat konnten bei allen Messungen
fast identische Werte beobachtet werden. Die StdaBaeichung im Flie3injektionsver-

fahren lag mit 3.8% etwas hoher als die der Abwaigen bei den MTP-Tests, die durch-
schnittlich 1.8% betrug. Bei der Korrelation der Jg@Verte aus beiden Testverfahren
konnte eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisdgdstellt werden (Abbildung 7.15).

Als Malf3 hierfurfur diente die linearen Regressioadg mit R=0.97 (m=6).

40| ®™ Messwerte 2.4-DP
] Linearer Fit
35
= 304
(@)]
£ |
= 25-
(7]
@ |
= 204
o
|_ -
2 15
QS {1 2,3,4,6-TP
w104 } E
5 2,356-Tp 34DP
47

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
EC,, (FlieBinjektionssystem) [mg/L]

ABBILDUNG 7.15: Korrelation der EC 5g-Werte aus MTP-Tests und FlieRinjektionsanalyse
mit einer linearen Regression (y=0.38x + 2.51) mR?=0.97 (m=6). (Fehler: Standardabwei-
chung, n=20)

Ein Grund fir die bessere Sensitivitat im Plattenist die geringere Verdinnung der
Analyten in den Kavitaten. Hier wurden die gleichatumenverhaltnisse verwendet, wie
sie im Flie3system zum Einsatz kamen. Bei der tigakkonnte es durch Dispersion
innerhalb der Transferkapillare von Injektionsventim T-Stick und somit zum Bakteri-

enstrom zur Verdiinnung kommen und somit zu einenngerung der RI-Werte fihren.

Matrixeffekte: Des Weiteren wurde der Einfluss von maglicheriridiaktoren mit bei-
den Detektionssystemen getestet. Da eine Anwendaad-lusssystems im Bereich der
Wasseranalytik liegen kénnte, wurde als ein hadiffretender Matrixbestandteil Humin-
saure als Zusatzstoff untersucht. Es zeigten sglzbeiner Konzentration von 5 mg/L
keine signifikanten Einflisse auf die Toxizitatssw@wsgen. Die EEy-Werte lagen inner-

halb der Standardabweichungen der ohne Zugabe vomniddure gemessenen Proben.
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Diese Konzentration von 5 mg/L liegt Uber den Ui®ic realen Konzentrationen [Artin-
ger, 2000].

7.2.3 Kopplung an die HPLC

Die Signalintensitaten wurden in Abhangigkeit voer d-lussrate in den Biodetektor
bestimmt, wie es in Abbildung 7.16 dargestellt it den Einfluss von Methanol auszu-
schliel3en, wurde in den BID nur Wasser eingeldigtzeigte sich, dass die Signalintensi-
taten indirekt proportional zur Durchflussmengelieégn. Ab einer Flussrate des HPLC-
Eluates von etwa 100 pL/min in den Biodetektorp dst einer 1:1-Vermischung, sank
die Grundlinie zu stark ab, um noch eine ausreidbdempfindlichkeit zur Detektion der
Inhibitionssignale zu gewébhrleisten. Bei der Katigin von Flussrate und Signalintensi-
tat zeigte sich ein linearer Zusammenhang (y=-323.334688.1), der mit £0.996

(m=6) eine sehr gute Linearitat im gemessenen Bemaifwies.

3.5 ——BID
Fluss
3.0
2.5
2.0 4
A

1.5+

| v
J

0.0

Intensitat [ -10° RLU]
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ABBILDUNG 7.16: Variation der Flussrate von Wasserin den BID. Die Leuchtbakteriensus-
pension wurde mit 110 pL/min durch das System gepupt. Die Datenaufzeichnung der Fluss-
raten erfolgte parallel zum BID und wurde durch Suldraktion der Messwerte vom

Gesamtfluss aus der HPLC mit 200 pL/min berechnet.

Messungen mit einem Zufluss von bis zu 70 pL/mimenébei einer FlielRgeschwindig-
keit der Bakteriensuspension von 110 pL/min seiggrsSignalintensitat durchfuhrbar,
jedoch miusste der Einfluss von Methanol beachtetleve der bei absoluten Konzentra-
tionen von 10% MeOH uber 80% Inhibition hervoriigiehe Abschnitt 5.2.3).
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Eine Moglichkeit, den Losungsmittelgradienten i ¢#°LC zu beeinflussen, bestand
darin, die Anfangskonzentration an organischer @aasrhdéhen und den Gradienten mit
geringerer Endkonzentration flacher zu fahren (Khlyig 7.17 oben). Dies fihrte gene-
rell dazu, dass die Peaks hin zu geringeren Reteszeiten wanderten, die Auflosung R
von frih eluierenden Substanzen jedoch starke Reerlitt. Diese lagen schlief3lich
mit Rg<1.5 nicht mehr basisliniengetrennt vor.

Ein weiterer Ansatz zur Optimierung hin zu gerirggeMethanolkonzentrationen war
die Erhéhung der Temperatur der Trennsaule bis@€ unter Verwendung eines fla-
chen Losungsmittelgradienten (Abbildung 7.17 untBe).dieser Mal3nahme wurden alle
Peaks hin zu kirzeren Retentionszeiten verschdbienAuflésung der friih eluierenden
Substanzen blieb auch bei hoheren TemperaturerRgel.5. Die Integrale blieben
sowohl im Rahmen der Standardabweichung, wie aacbdy Veranderung des Gradien-
ten konstant. Da der Saulenofen eine Maximaltentipevan 60°C erreichen konnte, lag

hier die Limitierung dieser Optimierungsmethode.

----- 30% - 60% MeOH
—20% - 60% MeOH

Intensitat [ -10" AU]

Zeit [min]

ABBILDUNG 7.17: Optimierung der HPLC-Trennung zur R eduktion des MeOH-Gehaltes im
Lésungsmittel. Oben: Optimierung des Gradienten bei 60°C durch Variaton der Anfangskon-
zentration von MeOH. Unten: Veranderung des Chromatogramms bei Erhéhen des Tepera-
turgradienten linear von 20% auf 60% MeOH Uber eineZeitspanne von 35 min, anschlielRend
Rekonditionierung bei 30% MeOH. A: 2,4-Dinitrophend, B: 4-Fluor-2-nitrophenol, C: 2-
Methyl-4,6-dinitrophenol, D: 3,4-Dichlorphenol, E: 3,5-Dichlorphenol.

Trotz erhbhter Temperatur war ein Gradient von 2§1%zu 50% MeOH n6tig, um bei

gegebener Auswahl an Analyten alle zu eluieren.tékeiVersuche ergaben, dass die
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Flussraten aus der HPLC-Anlage in den BID dadutatkseduziert werden mussten. In
Abbildung 7.18 sind die Chromatogramme vonMessungereigt, die im Sinne der
WBA unter paralleler Detektion von BID und PDA digefihrt wurden. Dabei wurden
Flussraten von 11 pL/min und 22 pL/min aus der HAtéhnung in den BID miteinan-
der verglichen. Die Peakverbreiterung bei 3,4-D@G@ 8,5-DCP war auf den Gradienten
zurtckzufithren und ware durch einen steileren &gsiiuf eine héhere Endkonzentration
nach ca. 12 min vermeidbar gewesen. Durch die Kogpmit dem BID war diese Mal3-

nahme wegen der Methanoleffekte nicht anwendbar.
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ABBILDUNG 7.18: Wirkungsbezogene Analyse mit BID urd PDA als Detektoren. A: 2,4-Dini-
trophenol (200 mg/L), B: 4-Fluor-2-nitrophenol (300mg/L), C: 2-Methyl-4,6-dinitrophenol
(200 mg/L), D: 3,4-Dichlorphenol (300 mg/L), E: 3,5-izhlorphenol (300 mg/L).

Die Basisline des BID zeigte eine negative Steiguhig durch den MeOH-Gradienten
bedingt war. Durch die Peakverbreiterung der belighlorphenole in der HPLC erga-
ben diese auch im BID breite und flache Peaks. Béngleich der beiden BID-Spuren
mit unterschiedlichen Zuflussmengen aus der HPLGteesich, dass mit zunehmendem
Fluss des Eluats in den BID die Basisline absank. stéigenden Flussraten aus der
HPLC erhohte sich ebenfalls die Absolutmenge anlyaea, die den Toxizitatsmessun-
gen zugefuhrt wurden.

Die RI-Werte zeigten die erwartete direkte Abhakgigmit verdndertem Fluss. Bei

einem hoherem Fluss zeigte sich ein Anstieg dewRite. Durch einer weiteren Erho-

112



EUCHTBAKTERIEN

hung des Eluatflusses in den BID wurde der toxidethekt des Methanols zu grof3, und
es konnten keine Peaks mehr identifiziert werdendi@ Basisline bis auf die Hinter-

grundsignale zuriickging.

7.2.4 Zusammenfassung

Der Umbau des Lumineszenzdetektors wurde getestereigte eine gute Funktionalitat
zusammen mit der Flusszelle von 68 mm Lange. Daskidenssystem war unempfind-
lich gegen die Gassegmentierung, daher musste asphlase vor der Detektion nicht
abgetrennt werden.

Messungen in Form der FlieRBinjektionsanalyse wumileehgefihrt und zeigten gute
Ergebnisse, wenn auch die Inhibitionswerte genevedii- bis vierfach niedriger lagen als
in durchgefuhrten offline-Messungen. Als vorteithakigte sich die Verdinnung mit
modifiziertem Nahrmedium und die Zugabe von AHL wAdP.

Bei der Kopplung an die HPLC-Trennung zur Durchtiity einer WBA zeigte sich,
dass der Einfluss des Methanols sehr grol3 war ignddle Limitierung in der Detektion
lag, da die Analyten nur bei geringer Flussrate dawhit geringer Absolutmenge in den

BID eingespeist werden konnten.
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Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit demvidoklung von Detektionssystemen,
die zur Messung von Analyten im Sinne der WBA es&jet werden kdnnen, um die Ver-
knupfung des Auftretens einzelner Substanzen urehdexischer Wirkung herstellen zu
konnen.

Da die Auswahl der méglichen Targets grofl3 war, wardwei Vertreter ausgewahlt,
denen unterschiedliche Targetstrukturen zugrundenlaZum einen fiel die Wahl auf
Leuchtbakterien vom Stamwibrio fischeri die als Indikator fir die allgemeine Toxizitat
dienen sollten, zum anderen wurde die Proteinpladaph & ausgewahlt, ein Enzym,
das als Indikator fur die hepatotoxische Wirkungn vanalyten Anwendung fand. Das
Enzym wurde von Projektpartnern aus Stuttgart lsteffeund in Form eines Fusionspro-
teins, das aus einer Proteinphosphataseudd einem grin fluoreszierenden Protein
(GFP) bestand, bereit gestellt. Als Modellsubstanaeirden cyanobakterielle Toxine
sowie halogenierte Phenole gewahlt.

Es sollte zudem ein System aufgebaut werden, in eéi@® vorhergehende HPLC-
Trennung der Analyten und eine anschlieRende ciletektion mit verschiedenen paral-
lel geschalteten Detektoren miteinander verbundemd@n. Dadurch sollte eine mdglichst
einfach automatisierte Moglichkeit erschlossen wardim Probeninhaltsstoffe zu identi-
fizieren und deren Effekte zu charakterisieren.

Fur die Messungen mit dem Enzym als Target warEzmittlung der Aktivitat und
somit des Grades der Hemmung die Zugabe einesraigssnhotwendig. Zur Auswahl
standen einerseits das kostengunstigee-Nitrophenylphosphat, das nach Dephos-
phorylierung durch Absorptionsmessung detektientdere konnte, und andererseits der
Fluoreszenzfarbstoff 6,8-Difluoro-4-methylumbeltfyéphosphat. Die Enzyminhibitions-
tests konnten mit Letzterem empfindlicher durchpéfiiverden. Bei einem Verbrauch
von geringeren Mengen an Enzymen konnten beim &tzenzsubstrat nach kirzerer
Zeit schon auswertbare Signale registriert werdaher erwies es sich als angebracht,
den kostenintensiveren Farbstoff zur Anwendung mine-System zu bringen, auch
wenn die Zudosierung des Substrates kontinuietlicbr den Zeitraum der gesamten
Messung erfolgen musste. Zur stichprobenartigenrprtiing der Enzymaktiviat in der
Klvette — bei Verwendung neuBatchesund zur Uberprifung der Langzeitstabilitat bei
der Lagerung — wurde daara-Nitrophenylphosphat verwendet. Bei der Anwenduog v
Vibrio fischerikonnte auf die Zugabe von Substrat verzichtet ererda die Leuchtkraft
der Bakterien als Indikator fur toxikologische Hdffie von Analyten genutzt werden

konnte.
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In offline-Versuchen wurden die Targets hinsiclttlider Losungsmittelvertraglichkeit
untersucht, das als Laufmittel in der HPLC bendtigtde. Methanol erwies sich in bei-
den Fallen als das am besten geeignete Laufmiltddei zeigte sich, dass das Enzym
weniger empfindlich reagierte als die Bakterien,dsen die Konzentrationen an Metha-
nol unter 10% bleiben musste, um Uberhaupt Messudgechfiihren zu kénnen. Auch
wurde die Reaktion auf pH-Wert-Anderungen getesiebeiden Bioinhibitionssystemen
wurden Puffersysteme integriert, die im Rahmeneailegebrachten sauren HPLC-Eluates
eine pH-Anderung abpuffern konnten. Die Saurenssdiatten keinen Einfluss auf die
Target-Strukturen.

Fur die Proteinphosphatase wurden Versuche duréhgetim ideale Lagerbedingun-
gen fur die Aliquote wahrend der Messung zu erhals zeigte sich, dass die Lagerung
bei Raumtemperatur am vorteilhaftesten Uber dieeDder Messung war, nachdem die
Enzymaliquote kurz zuvor aufgetaut und verdinntdearwaren. Bei einer Lagerung bei
0°C zeigte sich ein Aktivitatsabfall.

Fur die Leuchtbakterien wurde ein neues Medium\Vardinnung verwendet, das es
erlaubte, Gber Zeitraume von mehr als 60 min hinb&gstabilem Grundsignal Messun-
gen durchzufuhren. Es handelte sich um ein modities Nahrmedium, dem zuséatzlich
noch N-Acyl-L-homoserinlacton sowie cyclisches Adsinmonophosphat beigefiigt
wurde, um eine starkere Leuchtintensitat bei geri&dakterienkonzentration zu erzielen.

Die online-Systeme wurden nach dem Vorbild des Wckolinesterase-Inhibitionsys-
tems von Frau Fabel [Fabel, 2008] konzipiert. Um idi der HPLC erzielte Auflosung
aufrechtzuerhalten, wurde der Fluss in den Inkobaschleifen durch Luftsegmentierung
unterbrochen und dadurch eine Bandenverbreiterurchd_ongitudinaldiffusion vermie-
den. Um eine gleichmalRige Segmentierung mit weniga®on zu erhalten, wurde die
Luft mit einer Schlauchpumpe, die mit hoher Frequend einem Schlauch mit kleinem
Innendurchmesser betrieben wurde, eingespeistalirdér Enzymmessung mussten die
Luftsegmente vor der Detektion wieder entfernt veardum ohne Stérungen messen zu
kénnen. Dazu fand ein Blasenfilter Verwendung,aleioffene Rinne konzipiert war, Gber
das ein Luftstrom geleitet wurde, um die Blaserpkifen zu lassen.

Da auf dem Markt kein geeigneter Durchflussdetektor Durchfluss-Lumineszenz-
messung im pL/min-Mal3stab existierte, musste emdélalbliches Klvetten-Lumino-
meter umgebaut werden, um im Durchflussmodus measé&@nnen. Dazu wurden ein
neues Gehause sowie ein Deckel entworfen. Durekelen konnten die Kapillaren in

den Detektor hineingeleitet und wieder herausgefirterden. Um den Eintrag von Streu-
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licht aus der Umgebung in den Detektor zu vermeidende der Aufbau weitestgehend
in einer lichtdichten Ausfihrung aufgebaut.

Bei Messungen mit Proteinphosphatagenrde festgestellt, dass das Enzym adsorp-
tiv auf fused silicaKapillaren bindet. Durch vergleichende Untersugammit freiem
GFP konnte gezeigt werden, dass das Fusionsproigim mit dem GFP-Teil mit der
Oberflache in Wechselwirkung trat.

Es wurden Uberdies Versuche unternommen, andergldamterialien mit besseren
Eigenschaften zu finden. Da die Notwendigkeit dassggmentierung bestand, konnten
Kunststoffe wie PEEK oder Teflon ausgeschlosserdarerda bei diesen Materialien die
Luftsegmente nicht konstant blieben und die Analydesorbiert wurden, wie in dieser
Arbeit fir PEEK nachgewiesen wurde. Eine Oberflachedifikation derfused silica
Kapillaren mit Methoxy-polyethylenglycol zur Deakrung wurde getestet, jedoch
zeigten sich hier bereits nach wenigen Messundaihéz Rickdricke, unter denen wei-
tere Messungen nicht mehr mdglich waren. Daher aadf eine Modifikation der
Enzyml6sung zurtickgegriffen und Pluronic F68 (0%03und BSA (0.1%) zugegeben.
Es zeigte sich jedoch, dass die in der Chromatbdgagzielte Auflosung nicht durch den
Bioinhibitionsdetektor hindurch aufrechterhaltenreen konnte. Die detektierten Peaks
zeigten eine starke Bandenverbreiterung, sodasPehdétkapazitat fir den Biodetektor
sehr gering wurde. Die Nachweisgrenzen lagen r3id Bg/L fur Microcystin LR bzw.
32.92 ug/L fur Microcystin LF um mehrere Potenzeeritlen Nachweisgrenzen der in
Mikrotiterplatten durchgefuihrten offline-Messungen.

Bei den Leuchtbakterien wurden Messungen durchgefiibi denen der Bioinhibiti-
onsdetektor als FlieRRinjektionsmodul verwendet eurdie Injektion erfolgte direkt in
das System, sodass die gesamte Analytmenge dekt@etgreichte. Die Messungen
zeigten EGg-Werte fur die getesteten Chlorphenole, die von Amgs 40 mg/L reichten
und in der GroRenordnung der als Vergleich durditgéén offline-Messungen lagen. Bei
den Messungen mit vorangehender HPLC-Trennungezsigh, dass die Inhibitionswerte
deutlich niedriger wurden. Hier fand ein Split d#BLC-Eluates statt: nur 5% der Analy-
ten gelangten in die Biodetektion. Aul3erdem zesith, dass der Einfluss des Lésungs-
mittels eine entscheidende Rolle spielte, weil &s Flussrate aus der Trennung zur
Biodetektion limitierte.

Fur die Weiterentwicklung der online-Leuchtbaktetests ware es erforderlich, eine
chromatographische Technik einzusetzen, bei detiohdt wenig organisches Lésungs-

mittel zum Einsatz kommt. Denkbar ware hier die dam Firma Bischoff entwickelte
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POP-LC, bei der die Trennung durch die Kopplungsekiedener stationdrer Phasen
erreicht wird und auf Losungsmittelgradienten vanizt werden kann, wie von Kuehnle
et al.[Kuehnle, 2008] zur isokratischen Trennung von @tem kirzlich gezeigt wurde.
Eine zweite Mdglichkeit ware die Anwendung einerchHi@mperatur-Flissigkeitschroma-
tographie, bei der der Losungsmittelgradient dwitten Temperaturgradienten bei iso-
kratischen Trennbedingungen ersetzt wird [GuillarB@4]. Letztere Moglichkeit wurde
schon 2005 in Kombination mit einem Enzymassaylgréich angewandt [de Boer,
2005].

Generell stellt sich die Frage, ob es erfolgreialiggre, ein System zu etablieren, das
nicht im online-Modus arbeitet, sondern eine Fraakgrung des Eluats z. B. auf einer
Matrix in Form von Mikrotropfchen erfolgt und ansief®end die Toxizitatstests auf die-
ser Oberflache durchgefuhrt werden. Dadurch koeirie Entfernung des organischen
Losungsmittels erfolgen und héhere Konzentratioes Analyten der toxischen Unter-
suchung zuganglich gemacht werden. Ein ahnlichez&uat, bei dem Immunoassays auf
einer CD durchgefiihrt werden und die Kopplung are éiiPLC vorgeschlagen wurde,
stellten Kidoet al.vor [Kido, 2000].
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URMPEN

9 Gerate

9.1 Pumpen

HPLC-System Alliance (2695, Waters GmbH, Eschborn)

Kolbenpumpe Model M6 pump (CP2-4841-100, VICI, GBamma Analysen-Technik
GmbH, Bremerhaven)

Schlauchpumpe Ismatec SA MS-Reglo (Ismatec, Warnthdondfeld)

Spritzenpumpe Cavro XL 3000 Modular Digital Pumpdcdn Deutschland GmbH,
Crailsheim)

Spritzenpumpe Model 11 (Hugo Sachs Elektronik ~vided Apparatus GmbH, March-
Hugstetten)

Spritzenpumpe (Model PHD 2000 Infuse/Withdraw (DD2, Hugo Sachs Elektronik -
Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten)

9.2 Detektoren

Elektrospray-Flugzeit-Massenspektrometer, LCT (Wicass, Waters GmbH, Eschborn)

Fluoreszenzdetektor 2020-FP-S mit 5 uL Durchflulés£6829-J003S, Jasco Labor- und
Datentechnik GmbH, Gro3-Umstadt)

Fluoreszenzreader Wallac Vicfdviultilabel Counter (Perkin Ellmer, Rodgau-Jugestjei

Luminometrischer Detektor, Glowmax 20/20n (Turnér-Bystems, Sunnyvale, USA)

Mikrotiterplattenreader Synergy™ HT Multi-DetectiMicroplate Reader (Biotek Instru-
ments GmbH, Bad Friedrichshall)

UV-Vis-Detektor, Photodiodenarray (996, Waters GmBisichborn)

9.3 Fluidik-Zubehor

3-Stopper-Schlauch, Tygon, 1.D. 0.19 mm (SCO04MABEC Laboratoriumstechnik
GmbH, Wertheim-Mondfeld)

3-Stopper-Schlauch, Tygon, 1.D. 0.57 mm (SCOO5MASBEC Laboratoriumstechnik
GmbH, Wertheim-Mondfeld)
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3-Stopper-Schlauch, Tygon, I.D. 0.64 mm (SCO05MABEC Laboratoriumstechnik
GmbH, Wertheim-Mondfeld)

3-Stopper-Schlauch, Tygon, I1.D. 1.02 mm (SCOO05®ABEC Laboratoriumstechnik
GmbH, Wertheim-Mondfeld)

Delrin Nuts 1/16* (Z-UC-P-202X, Upchurch Scientifltostnova Analytics, Landsberg)

ETFE Flangeless Ferrules 1/16" (Z-UC-P-200X, Upchugcientific, Postnova Analy-
tics, Landsberg)

ETFE Luer Adapter 1/4x28 (Z-UP-P-624, Upchurch Btifie, Postnova Analytics,
Landsberg)

FEP-Tubing, 1/16“x 0.002“ (Z-VI-TFEP120, Vici Valc®ostnova Analytics, Landsberg)

Flusssensor, CMOSens Liquid Flow Meter (ASL 16008énsirion AG, Zurich/
Schweiz)

Glaskapillare mit Polyimidbeschichtung, 660 um ® $3n (6540-TSP630660, Polymicro
Technologies, Optronis GmbH, Kehl)

Injektionsventil, 6 Wege (7725, Rheodyne,RohnerkP@A, USA)

Makeup-Flow Splitter, maf3gefertigt, 1:20 (529-62090-Cs, Sunchrom Wissenschatftli-
che Gerate GmbH, Friedrichsdorf)

Micro-Splitter Ventil, variable Splitraten (Z-UC-#51, Upchurch Scientific, Postnova
Analytics, Landsberg)

Trennsaule Luna C18(2), 50 mm x 4.6 mm, 5 um (1.6@58erck, Darmstadt)

PEEK Ferrules 1/16" (Z-UC-F-142x, Upchurch ScieatiPostnova Analytics, Lands-
berg)

PEEK Fingertight Nut 1/16, long (Z-UC-F-330X, Upgich Scientific, Postnova Analy-
tics, Landsberg)

PEEK Flangeless Nut 1/16* (Z-UC-P-230X, Upchurcle8tfic, Postnova Analytics,
Landsberg)

PEEK-Frit-in-a-ferrule 1/8%, 2 um (Z-UC-P-374, Upgich Scientific, Postnova Analy-
tics, Landsberg)

PEEK-T-Stick, 10-32 Anschlisse, 0.5mm Bohrung (ZR}XZ27, Upchurch Scientific,
Postnova Analytics, Landsberg)

PEEK-T-Stuck, 1/4-28 Anschlisse, 0.5mm Bohrung Z-&-712, Upchurch Scientific,
Postnova Analytics, Landsberg)

PEEK-Tubing 1/16* (Z-UC-P-712, Upchurch Scientifitpstnova Analytics, Landsberg)
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Peek ZDV Union, 0.02“ (Z-UC-P-704, Upchurch ScigatiPostnova Analytics, Lands-
berg)

Spritze mit PE-Dichtung und Luer Lock, 250 pL, P&, (2645818, ILS Innovative La-
bor Systeme GmbH, Stlitzerbach)

Spritze mit PTFE-Dichtung und Luer Lock, 10 mL, H-XL (2645078, ILS Innovative
Labor Systeme GmbH, Stlitzerbach)

Stainless Steel Fritte 0.2 pum (Z-UC-A-417, Upchusdentific, Postnova Analytics,
Landsberg)

9.4 Sonstiges

Einstufiger Gasruckdruckregler 0-40 psi (81890te%dh GmbH, Unterhaching)

Flaschendruckregler, Messung FM61 10 bar (71706#@38ser Griesheim GmbH, Kre-
feld)

Mikrotiterplatte fir Fluoreszenzmessungen, schwiatZprm, mittlere Bindungskapazitat
(655 076, Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen)

Mikrotiterplatte fir Lumineszenzmessungen, weilk,dfm, mittlere Bindungskapazitat
(655075, Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen)

Micro Inserts, 300 pL (WIC 47000, Wicom Germanypienheim)

Schraubkappen, Silikon/PRTFE-Septum, geschlitziG\W3945/B, Wicom Germany,
Heppenheim)

Rotilabd®-Zentrifugenrdhrchen, PP, steril, 15 mL (AN77.1yldRoth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe)

Schttler fur Miktotiterplatten (Easyshaker EAS,284.T, Crailsheim)

Target Schraubvial, 2 mL, klar (WIC 41150, Wicomr@any, Heppenheim)

UV-Vis-Spektrometer DU 650 (Beckmann Instrument)dfton/USA)

Waage Mettler AT261 Delta Range (Mettler-Toledog€n)
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ERNWENDETE CHEMIKALIEN

10 Chemikalien und Reagenzien

10.1 Verwendete Chemikalien

1,4-Dimercaptobutan-2,3-diol (DTT) (20291, Piereerbio Science Deutschland GmbH,
Bonn)

3-(Glycidyloxypropyl)-trimethoxysilan (GOPS},98.0% (440167, Aldrich, Taufkirchen)

4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonséaure (HES, >99.5% (H3375, Sigma,
Taufkirchen)

4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz Hexahydrat (B)¥Rt744, Sigma, Taufkirchen)

6,8-Difluoro-4-methyl-umbelliferylphosphat (DIfMURD6567, Invitrogen, Karlsruhe)

a—Amino-o-methoxy-polyethylenglykol (XTJ-506, Huntsman Adead Materials
GmbH, Bergkamen)

Aceton, Chromasolv (34850, Riedel-de Haén, Tauflar)

Acetonitril, LC-MS Chromasolv (34967, Fluka, Taufiien)

Ameisensaure, puriss. p.a., ca. 98% (94318, Filkatkirchen)

Cyclisches Adenosinmonophosphat (CAMP9% (A9501, Sigma, Taufkirchen)

Dextran 6000, aulseuconostospp, BioChemika, (31388, Fluka, Taufkirchen)

Dextran 15000 - 20000, ausuconostoc mesenteroid@4624, Sigma-Aldrich-Chemie
GmbH, Taufkirchen)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), puriss. p20.0% (03610, Sigma-Aldrich-
Chemie GmbH, Taufkirchen)

Hellmane® Il (Hellma GmbH & Co KG Miillheim)

Huminsaure, nativ (7821.1, Carl-Roth GmbH, Karlguh

(Hydroxypropyl)-methyl-cellulose, BioChemika (56340uka, Taufkirchen)

Isopropanol, purum;99% (59310, Fluka, Taufkirchen)

Kaliumchlorid, SigmaUltra;> 99% (P9333, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Taufkirchen)

Magnesiumsulfat Heptahydrat, SigmaUlt®8% (M5921, Sigma-Aldrich-Chemie
GmbH, Taufkirchen)

Mangan(ll)chlorid,>99% (244589, Aldrich, Taufkirchen)

Methanol, HPLC-MS Chromasol¥,99.9% (34966, Riedel-de Haén, Taufkirchen)

N-Acyl-L-homoserinlacton (AHL)>98% (K3007, Sigma, Taufkirchen)
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Natriumchlorid, SigmaUltra; 099.5% (S7653, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH,
Taufkirchen)

Natriumhydroxid

Pluroni® F127 (P244-250G, Sigma, Taufkirchen)

Pluroni® F68, Pflanzenzellkultur getestet (P7061, Sigmafkiechen)

Salzsaure purum, ca. 4 M (84435, Fluka, Taufkirghen

Sauerstoff 5.0 (I1001S10R2A001, Air Liqude, Grokedh)z

Schwefelsaure, puriss. p.a., 95-98% (84719, Flu&atkirchen)

Stickstoff 5.0 (I4001R18RVAO001, Air Liquide, Grobmssil)

Thioharnstoff, puriss. p.ax99.0% (88810, Fluka, Taufkirchen)

Tris(4-hydroxymethyl)-methylamin (TRIS), purum99.0% (93304, Fluka, Taufkirchen)

Trypton durch pancreatischen Verdau aus CaseinlI,®igma-Aldrich-Chemie GmbH,
Taufkirchen)

TWEEN® 20 (63158, Riedel-de Haén, Taufkirchen)

Wasser, HPLC-MS grade (34877, Riedel-de Haén, Tialnkbn)

10.2 Proteine, Enzyme und Organismen

Bovin Serum Albumin (BSA), lyophilisiert, pH=5.2 8812, Sigma, Taufkirchen)

Casein aus Rindermilch, gereinigt (C5890, SigmadaldChemie GmbH, Taufkirchen)

Grun-fluoreszierendes Protein eGFP (hergestellhi¢id in pUC-Vektor und irk. coli
DH5alphaexprimiert von AK Prof. Schmidt, Stuttgart)

LUMIStox Leuchtbakterien vom Stam¥ibrio fischeri lyophilisiert (LCK 488, Hach-
Lange, Dusseldorf)

ProteinphosphatasexFusionsprotein mit GFP (rekombinant hergestelRichia

pastorisvon AK Prof. R.D. Schmid, Universitat Stuttgart)

10.3 Standardsubstanzen

2,3,4,6-Tetrachlorphenol (2,3,4,6-TCP), Pestar@n/uL in Methanol (45907, Riedel-
de Haén, Taufkirchen)

2,3,5,6-Tetrachlorphenol (2,3,5,6-TCP), Pestal&l518, Riedel-de Haén, Taufkirchen)

2,4-Dichlorphenol, Pestanal (2,4-DCP), (35811, Biett Haén, Taufkirchen)

2-Methyl-4,6-dinitrophenol (DNOC), Pestanal (454B6#ka, Taufkirchen)
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3,4-Dichlorphenol, Pestanal (3,4-DCP), (36793, Bkt Haén, Taufkirchen)

3,5-Dichlorphenal, (3,5-DCP), Pestanal (46070, Riatk Haén, Taufkirchen)

4-Fluor-2-Nitrophenol, 99% (345059, Aldrich, Taufiien)

Microcystin LF, isoliert auMicrocystis aeruginosgALX-350-081, Alexis Biochemicals,
Axxora Deutschland GmbH, Lérrach)

Microcystin LR, isoliert aud/icrocystis aeruginos@ALX-350-012, Alexis
Biochemicals, Axxora Deutschland GmbH, Ldrrach)

Penicillin G Natriumsalz, BioChemika98% (13752, Fluka, Taufkirchen)

10.4 Pufferldsungen

TRIS-Puffer PP1-1 (pH=7)

6.06g TRIS
0.77g DTT

29mg EDTA
0.13g MnC}

mit 1M HCI auf pH=7 einstellen
auffillen auf 200mL mit MilliQ-Wasser

TRIS-Puffer PP1-2 (pH=8)

6.06g TRIS
0.77g DTT

29mg EDTA
0.13g MnC}

0.25% TWEEN 20
mit 1M HCI auf pH=8 einstellen
auffullen auf 200mL mit MilliQ-Wasser

LB-N&ahrmedium
1.11g CaGl

1.75g NacCl

75 mg KCI

1.23g MgSQ 7H,O
0.17g NaHPQ
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71 mg NabBPO,

0.5g Trypton

0.3g Hefeextrakt

0.3 mL Glycerin

0.22g HEPES

mit HCI auf pH=7 einstellen

auf 100 mL mit MilliQ-Wasser aufftillen
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NABETZEN DER ANALYTSTANDARDLOSUNGEN

11 Standardprozeduren

11.1 Ansetzen der AnalytstandardlGsungen

Die Microcystine (ca. 1 g/L) wurden durch direkteigabe von Methanol in Lésung
gebracht und anschliel3end mit Methanol auf camM@Q verdinnt. Die genaue Konzen-
tration wurde durch UV-Messungen unter Berucksgng des Extinktionskoeffizienten
fir Microcystin LR vone=39800 Motlcm™ [Harada 1990] fiir alle Microcystinldsungen
berechnet. Diese Stammldsungen wurden in Braunglése einer Temperatur von -20°C
aufbewabhrt.

Die Herstellung der verwendeten Microcystinlosuntigrdie Messungen mit Protein-
phosphatase wurden durch weiteres Verdinnen miiQMiVasser hergestellt. Diese Ver-
dinnungen wurden ebenfalls in Braunglasern uUberrenehVionate hinweg bei einer
Temperatur von -20°C aufbewabhrt.

Die Herstellung der Phenol-Stammlésungen erfolgtdethanol:Wasser im Verhaltnis
1:1. Die Phenole wurden abgewogen und in Messkabégelost. Die Weiterverdiinnung

erfolgte mit MilliQ-Wasser.

11.2 Herstellung der Targetlosungen

Die lyophilisierten Leuchtbakterien sowie die inffiéu eingefrorene Proteinphosphatase
mussten vor den Messungen aufgetaut und (im FalBd&terien) reaktiviert werden.

Anschlie3end fand jeweils ein Verdinnungsschrattt st

11.2.1 Leuchtbakterien

Zur Durchfuhrung der Leuchtbakterientests wurde l@mmerziell erhaltliches Test-
system verwendet. Dieses bestand aus lyophilisiéeechtbakterien des Stamivibrio
fischeri und einer Reaktivierungslésung (NaCl/MgCl, gepufteei pH=6). Die Aufbe-
wahrung erfolgte bei -18°C. Erst unmittelbar vor Yerwendung wurden die Reagenzien
aufgetaut.

Die Reaktivierung erfolgte, nachdem die Reaktivigiglésung aufgetaut war, wobei

sie dann eine Temperatur von ca. 8°C aufwies. Wiasle durch Messungen mit einem
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Quecksilber-Thermometer stichprobenartig festgiéstele Lésung wurde zigig in das
Gefal? mit den lyophilisierten Leuchtbakterien pileet. Daraus resultierte eine leicht
getribte Suspension, bei der mit bloiem Auge kkimaineszenz festgestellt werden
konnte. Nach Angaben des Herstellers war die Kanaton ca. 2-19Zellen/mL. Da die
Intensitat mit der Zeit abnahm, wurde ein Aliquotremmen und der Rest bei 4°C aufbe-
wabhrt.

Das entnommene Aliquot wurde sofort mit dem LB-Néaédium auf die entspre-
chende Konzentration an Zellen verdinnt. Dazu wdetePuffer durch einen Spritzenfil-
ter mit 0.2 um Porengrol3e steril filtriert. Vor dargabe der Bakterienldsung wurden die
beiden Additive, cyclisches Adenosinmonophosphat NrAcyl-homoserin-lacton (bei-
des in wassriger Losung mit 100 mM), eingebraclé. Bakterienldsung wurde tber 15
min lang bei 21°C temperiert und anschlie3end aege.

Fur die Vergleichsmessungen nach dem DIN-Verfalwerden die Bakterien sowohl
fur online-Messungen als auch fur Messungen im Miterplattenformat in 2% NacCl-

Ldsung verdunnt.

11.2.2 Proteinphosphatase

Die in den Experimenten verwendete Proteinphospbatear ein Fusionsprotein aus
PPIn und GFPuv, das von Prof. R. D. Schmidt und Profl. Bachmann zur Verfligung
gestellt wurde. Die Proteine lagen in suspendidftem in einem Lagerungspuffer vor.
Dieser bestand aus 30 mM TRIS, 20 mM NaCl, 1 mM MnG.1 mM EDTA, 2.5 mM
DTT, 0.125 mg/ml BSA und 5% Glyzerin. Diese Stamsnldg wurde aliquotiert und bei -
80°C gelagert. Das Auftauen der einzelnen Fraktieréolgte unmittelbar vor den Mes-
sungen.

Es wurde 1 mL TRIS-Puffer PP1-1, bei Aktivititsmexgen mitpara-Nitrophenyl-
phosphat TRIS-Puffer PP1-2, mit 0.125 mL BSA-LOs@Bgng/mL in MilliQ-Wasser)
und 3.275 mL MilliQ-Wasser versetzt. Diese Losungde zum Verdinnen der Enzym-
I6sung verwendet, indem diese in ein entsprechekdisnen pipettiert wurde. Wenn
nicht anders beschrieben, wurden Lésungen mit &neymaktivitdt von 1 U/mL herge-
stellt und verwendet.

Bei den online-Messungen wurden der fertigen Enégorig noch 0.005% Pluronic

F68 zugesetzt, um adsorptive Effekte der EnzymaearKapillarwand zu minimieren.
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Das verwendete Substrat DiIfMUP wurde mit WassegelGbt, eine Stammldosung der
Konzentration 10 mmol/L in Wasser hergestellt umdliquoten zu je 10 pL bei -20° auf-
bewahrt. Kurz vor den Messungen wurde — wenn @nbders angegeben — die Substratlo-

sung mit MilliQ-Wasser um den Faktor 10 verdinnt.

11.3 Durchfuhrung der Mikrotiterplattentests

11.3.1 Proteinphosphatase

Zur Durchfiihrung von Optimierungsschritten wurdests in Mikrotiterplatten gemacht.
Da es sich bei der Detektionsart um Fluoreszenddignvurden schwarze Mikrotiter-
platten verwendet, um den Anteil an Streulichtmgzu halten. Nur bei Messungen mit
pNPP wurden farblose Platten verwendet, da hieDaiektionsart die Absorption war.
Zur Anwendung kamen low-binding Platten, um die \Ene — wie im online-Assay — in
Losung zu halten und nicht die Eigenschaften vambisden Enzymen zu testen. Die
Messungen fanden bei 19°C statt.

In eine Messzelle wurden 179 uL der unter Abschiit2.2 beschrieben hergestellten
Enzymlésung vorgelegt und 20 pL der zu testendednlisung hinzupipettiert. Nach
einer Inkubationszeit von 10 min wurde 1 pL der Stdilosung (10 mM DifMUP-
Losung oder 165 mM pNPP-LOsung) zugegeben und eilif@er einen Zeitraum von
10 min inkubiert. Nach der Farbentwicklung erfolgtes Auslesen der Platten mit einem

geeigneten Mikrotiterplattenreader.

11.3.2 Leuchtbakterien

Um optimale Parameter fur die online-Durchfihrungr doxizitatstests mitvibrio
fischerizu ermitteln, wurden Tests in Mikrotiterplatterrchgefuhrt. Zum Einsatz kamen
weil3e Mikrotiterplatten, um moglichst hohe Quantesieeuten der Biolumineszenz zu

erzielen. Die Tests erfolgten, wenn nicht andegegeben, bei 20°C.

Tests mit flissigen Additiven: Die Bakterien wurden aufgetaut und die Verdumgwie

oben beschrieben hergestellt. In jeder Kavitat wartllO pL Bakteriensuspension vorge-
legt. Anschlieliend wurden 10 pL der zu testendesub) hinzugegeben. Nach einer
Durchmischung, die Gber 10 s auf einem Schuttfeftgie, wurden die Messungen durch-

gefuhrt. Die Inkubationszeit von Bakterien und Ama@h betrug tblicherweise 5.5 min.

133



STANDARDPROZEDUREN

Das Auslesen der Platten erfolgte wie auch beikdgrerimenten mit PRL mit einem
Mikrotiterplattenreader.

Bei den Versuchen, in denen das Leuchtverhaltébiéngigkeit des pH-Werts unter-
sucht werden sollte, wurden je 2 mL Pufferlésungirvl HCI-L6sung bzw. 1 M NaOH-
Losung auf die entsprechenden pH-Werte eingestetischlieRend wurden mit jeder
Losung Leuchtbakterien auf A@ellen/mL verdiinnt. Jeweils 110 uL der Suspensione

wurden pro Kavitat vorgelegt und nach einer Inkidrezeit von 5.5 min gemessen.

Tests mit gasformigen Additiven: Zum Testen des Einflusses von geldstem Saukrstof
auf das Leuchtverhalten der Bakterien wurden in2jemL Bakteriensuspension
(10'5 Zellen/mL) Uber 1 min lang Sauerstoff bzw. Presshithilfe einer Pasteuerpipette
eingeblasen. Ein weiterer Kolben mit 2 mL Baktesigspension wurde 1 min lang bei
Raumatmosphére geschwenkt. Zur Kontrolle wurdéeiben nicht behandelt und durch
vorsichtiges Pipettieren eine Durchmischung mit dengebungsluft vermieden. In

Mikrotiterplatten wurden je 200 pL der Losungenmessen.

11.4 Bestimmung der Enzymaktivitat

Die Enzymaktivitat wird Ublicherweise in Units pkdilliliter angegeben. Dabei kann die
Definition von Units bezogen auf die Enzyme unteisdlich sein.

Fur die PPd ist 1 Unit definiert als der Umsatz von 1 nmol &tbstrates p-Nitrophe-
nylphosphat zu p-Nitrophenol und anorganischem pinetsbei 30°C und einem pH-Wert
von 8.

Mithilfe eines Photometers kann die Aktivitat denzZgme durch das Messen der
Absorptionsanderung pro Zeiteinheit in einer Kiweliestimmt werden. Nach dem
Gesetz von LAMBERT-BEER gilt:

AA= ¢ [Ac [d (11.1)

Dabei stelleMA die Absorptionsanderung pro Minuteden molaren Extinktionskoeffi-
zient (fur die PP1 mit p-Nitrophenylphosphat 13200l 'cm™), Ac den Substratumsatz
im nmol/mL pro Minute und d die Klvettendicke in nfher: d=10 mm) dar.

Die Aktivitat der Enzyme fy,ym[U/min] errechnet sich dabei fur die PP1 wie folgt

A - [_M} = AA = M[i} (11.2)
Enzym™ | mL Cmin e [d 13.2 [mL

134



UANTIFIZIERUNG DER INHI BITIONSEXPERIMENTE

Hierbei ist f ein Korrekturfaktor, in den die Verdiung der Enzymlosung bei der Aktivi-
tatsbestimmung mit eingeht.

Da die Messgerate nicht thermostatisierbar warerssten die Messungen bei Raum-
temperatur durchgefuhrt werden. Dadurch konnteeme Naherung zur Abschatzung der
Aktivitat durchgefuhrt werden.

Zur Durchfuihrung der Messungen in Kivetten wurdguoL5verdiinnte Enzymldsung
zusammen mit 100 pL TRIS-Puffer PP1-2 und 25 pL B8Aung (5 mg/mL) in 670 pL
MilliQ-Wasser vermischt. 100 pL einer pNPP Losutg§¥ mM) wurden zugegeben und
die Messung wurde bei 410 nm durchgefuhrt. Ein Expent wurde fir die Dauer von
10 min gesetzt, eine Messung dauerte 6 s. Die Verdighwurde so gewahlt, dass ein
deutlicher Anstieg der Absorption gemessen wurdeVdert 1 jedoch nicht Gberschritten
wurde.

Durch Anlegen einer Gerade an die Messwerte kammier Bertcksichtigung der Ver-
dinnung nach Gleichung (11.2) die Enzymaktivitdebknet werden.

Um die Autohydrolyse des Substrats zu bertcksiehtigvurden Messungen ohne
Enzym durchgefihrt und die daraus resultierendegelifrisse in die Ergebnisse der

Enzymtests eingerechnet.

11.5 Quantifizierung der Inhibitionsexperimente

Zur Quantifizierung wurden die Signalhdhen der Mikerplattenmessungen oder des
jeweiligen Bioinhibitionsdetektors, angegeben irfaReen Fluoreszenzeinheiten (RFU)
bei Enzymmessungen bzw. Relativen Lumineszenzeeth¢RLU) bei Messungen mit
Leuchtbakterien, herangezogen. Um die toxikologisckffekte zu quantifizieren, wur-
den verschiedene Auswerteformeln verwendet, jederohob das Verfahren im Fliesssy-
stem oder in der Mikrotiterplatter (MTP) durchgefidwurde, um die Inhibitionsraten RI,

angegeben in der Einheit [%], zu berechnen.

11.5.1 Mikrotiterplattentest

Proteinphosphatase: Bei den Proteinphosphatasen wurde die Berechdangnhibiti-
onsrate ahnlich der Berechnung zur Quantifiziedogigonline-Tests gemacht. In der MTP

konnten bei jeder Messung Referenzwerte generiertlen. Dabei wurden Messungen
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durchgefuhrt, die statt der Zugabe von Analytldsongmit dem verwendeten Puffer ver-
dunnt wurden. Aus den so generierten Daten lagskrdie RI-Werte nach folgender For-

mel berechnen:

PI-HG

RI = (l_BW—H

(100 (11.3)

Dabei sind PI die Signalintensitat am PeakmaximBW, die Intensitat in den Kontroll-
ansatzen und HG das Hintergrundsignal, das durdbphotolyse des Substrates verur-

sacht wird.

Leuchtbakterien: Zur Quantifizierung der toxikologischen Effektet den Leuchtbak-
terienVibrio fischeribei den Messungen in MTPs wurde eine Methode BéidhEN 1SO
11348-2 [DIN, 1998] verwendet, indem folgende Fdmzur Berechnung der Inhibi-
tionsraten (RI) dienten.

|
RI = Ctl—“moo (11.4)
ct

Es sind }; die korrigierte Lumineszenzintensitat ung die Lumineszenzintensitat der
Probe nach der Zeit t. Da die Lumineszenz durch/drdiinnung abnimmt, muss zusatz-

lich die Leuchtintensitat vor der Verdinnung kaeitywerden.

Ict: (IOljzt) (11.5)
I
fkt: J_ﬁ_t
it (11.6)

Hier sind f; der Korrekturfaktor fur die Kontaktzeit tldie Lumineszenzintensitat des
Kontrollansatzes zur Zeit ty die Intensitat vor der Verdunnung uipgd  der lemiét Kor-

rekturfaktor.

11.5.2 online-Detektor

In der online-Detektion konnte anders als bei MTERt3 keine Referenzmessung parallel
zur Toxizitatsmessung durchgefiihrt werden. Somissteieine andere Berechnung flr
die Inhibitionsraten herangezogen werden. Zur Arduely kam in der vorliegenden
Arbeit eine modifizierte Methode nach Zheual.[Zhou, 2006]. Die Werte fur die Grund-
linien, also nicht-inhibierte Signale, wurden jé& Gnin vor und nach dem Peak genom-

men. Dabei wurden Mittelwerte aus je 5 Einzelwerggnommen. Durch lineare
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Regression konnte durch die resultierende Geradmhging der theoretische Wert fr
das nicht-inhibierte Signal zum Zeitpunkt des Peakmums (BL) berechnet werden.
Die Intensitdt am Peakmaximum (PI) wurde als gehtaaiSignal genommen. Korrigiert
werden mussten beide Werte bei Messungen mit Enzymedas durch die Autoproto-

lyse des Substrats verursachte Signal (HG).

Ri= (1-£1) 100 aL7)
RI= (1—5::—::@ [100 (11.8)

Dabei qilt die Gleichung (11.7) fur die Leuchtbalda und die Gleichung (11.8) fur
Enzymmessungen. Die RI-Werte wurden fiur jede Megduerechnet, anschlieRend zu
einem Mittelwert zusammengefasst und damit diedtadabweichung der einzelnen RI-

Werte berechnet.

11.6 Modifikation der fused-silica Kapillaren

Zur Inaktivierung der Oberflache gegeniiber Adsonseffekten der PRdwurden die
als Reaktoren verwendeté&msed-silicakapillaren auf der Innenseite nach einer modifi-
zierten Vorschrift von Crast al. [Cras, 1999] mit Polyethylenglykol (PEG) beschétht
Dieses Verfahren ist aus der Herstellung von Bioehauf der Basis von Glastragern
bekannt [Lesaicherre, 2002]. Im Gegensatz zur Gngibllung mussten die Flussigkeiten
in die Kapillare gepumpt werden. Dies erfolgte ntiigh einer Schlauchpumpe. Der
Schlauchinnendurchmesser betrug 0.64 mm, sodasKagidlare direkt angeschlossen
werden konnte, indem sie ein Stick weit in den &atth hinein geschoben wurde. Der
Fluss wurde auf etwa 0.1 mL/min eingestellt.

Es wurden zwei unterschiedliche Methoden zur Mkdifon getestet: bei einer
Methode erfolgte die Aktivierung der Wand im bakesc Milieu, bei der anderen im sau-
ren Milieu. In beiden Verfahren wurde als Oberféeinodifikation Amino-methoxy-
PEG (mPEG) zur Verringerung der Adsorption verwemidan, 2005].

11.6.1 Aktivierung der Oberflache
Die Aktivierung der Oberflache erfolgte bei Raumparatur. Zu Beginn wurde die

Kapillare mit einer 2% Hellmanex Il Loésung 1 h langter Durchfluss gespult und
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anschlie3end Gber Nacht mit der Losung stehengelaBa Folgenden wurden die Kapil-
laren mit Wasser gespult. Erst danach erfolgteAétievierung der Oberflache.

Dieses erfolgte bei der basischen Variante Ubeame#eitraum von 40 min mit KOH
(10%) in Isopropanol im Durchfluss. Bei der Durdhfiing im sauren Milieu wurde
zunachst 1 h lang ein Salzsaure/Methanol-Mischomygarhéltnis 1:1 durch die Kapillare
gepumpt, dann 10 min lang mit Wasser gewaschemnschliel3end fur 1 h lang konzen-
trierte Schwefelsaure durch die Kapillare geleitet.

Bei beiden Ansatzen wurden die Kapillaren nachAldivierung je 20 min lang mit

Wasser und Methanol gewaschen und abschlieRendStrgkstoffstrom getrocknet.

11.6.2 Modifikation der Oberflache

Die aktivierte und getrocknete Kapillare wurde zthsi mit 3-(Glycidyloxypropyl)-tri-
methoxysilan (GOPS) gefiillt. Dann wurde das fraieldcder Kapillare in das freie Ende
des Schlauches der Schlauchpumpe gesteckt und siongeschlossener Raum erzeugt.
Die Kapillarwand wurde fur 1 h bei einer Temperaton 60°C mit GOPS inkubiert.
Nachdem die Kapillare auf RT abgekuhlt war, wumdeDurchfluss erst 20 min lang mit
Ethanol gewaschen und dann mit 5 ml Methanol naspige

Es wurde eine methanolische mPEG-L0Osung (0.5 glmlkgestellt. Diese wurde tber
20 h lang bei RT durch die Kapillare gepumpt. Dachinan der Oberflache gebundene
MPEG wurde durch Spulen mit 30 mL Methanol aus<dsgaillare entfernt.
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12 Chromatographische Bedingungen

Bei den in diesem Abschnitt beschriebenen Methddenlelt es sich um optimierte chro-
matographische Bedingungen, die in der Trennunguiisprechenden Problemstellungen
angewandt wurden. Wenn andere Bedingungen gewahiten, wird dies an der entspre-

chenden Stelle im Ergebnisteil angegeben.

12.1 Trennung der Microcystine

Die Trennung erfolgte auf einer HPLC-Anlage dentarWaters. Das Injektionsvolumen
der Analytlosung betrug in der Regel 20 pL, diehiifg eines integrierten Autosamplers
injiziert wurden. Als stationédre Phase kam die RIS Luna C18 der Firma Pheno-
menex zum Einsatz. Als mobile Phase wurden WassgmMethanol mit je 0.05% (v/v)

TFA verwendet. Der Fluss betrug 200 pL/min. Dienffreng erfolgte durch Gradienten-
trennung (siehe Tabelle 12.1) bei 20°C. Um einedyedstsungsmitteldurchmischung zu
erzielen, wurden beide Laufmittel mit je 10% (vbgs anderen vorgemischt. Der BID
wurde, wenn andere Detektoren zum Einsatz kameallgladazu geschaltet. Im Fall von
massenspektrometrischer Detektion wurde jeweilsTd&l lon Count(TIC) aufgenom-

men und die entsprechenden Massenspuren zur Arextyrsdiert.

TABELLE 12.1: Lésungsmittelgradient zur Trennung der Microcystine mittels HPLC

Mobile Phase A Mobile Phase B
Zeit H,O/MeOH 90/10 MeOH/H,0 90/10
mit 0.05% TFA mit 0.05% TFA
Omin 50% 50%
15 min 0% 100%
17 min 0% 100%
20 min 50% 50%
30 min 50% 50%

12.2 Trennung der Phenole

Zur Trennung der Phenole wurde eine HPLC-AnlageFdlena Waters verwendet. Das

Injektionsvolumen der Analytlésung betrug in dergBle20 uL. Die Injektion erfolgte
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mithilfe eines integrierten Autosamplers. Eine LUD&3 Saule der Firma Phenomenex
diente als Trennséaule. Die Trennung wurde, wenhtrinders angegeben, bei einer Tem-
peratur von 60°C durchgefiihrt. Es wurde mit einefisungsmittelgradienten, bei dem
Methanol und Wasser zum Einsatz kamen, gearb&dabe(le 12.2). Der Fluss betrug hier
ebenfalls 200 uL/min. Das Eluat wurde nach der fisénle durch eine in einem Eisbad
befindliche Stahlkapillare geleitet und so abgekiinin keine thermische Inhibition zu
verursachen. Im Regelfall wurde der Fluss im Varigil1:20 aufgeteilt, wobei der klei-
nere Fluss von ca. 10 uL/min in den BID geleitetdeur. Der Rest wurde zur UV/Vis-
Detektion in einen PDA geleitet. Dort erfolgte @latenaufnahme mit einer Frequenz von
1 Hz. Es wurden Spektren von 200 nm bis 400 nmesugfighmen.

TABELLE 12.2: Lésungsmittelgradient zur Optimierung der HPLC-Bedingungen

Zeit Mobile Phase A Mobile Phase B
Wasser Methanol
0 min 20% 80%
35 min 40% 60%
36 min 20% 80%
38 min 20% 80%
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13 Gassegmentierter Bioinhibitionsdetektor

Zur Messung der unterschiedlichen Zielsubstanzewryiie oder Bakterien) wurden
verschiedene Bioinhibitionsdetektoren verwendet: @enaue Aufbau der Apparaturen
fur die Messungen mit Enzymen bzw. Leuchtbaktersnm Ergebnisteil beschrieben.
Ein prinzipieller Unterschied beider Detektionssysé bestanden in der Signalerfassung
und die daraus resultierende Auswertung sowie Woleede im Aufbau der Fluidik.
Generell wurde immer mit einem luftsegmentiertamsBlgearbeitet, um die Diffusion und
damit die Bandenverbreiterung zu minimieren. Daslddien der Luft Uber eine
Schlauchpumpe erfolgte in der Art, dass die Luftseigte genauso grol3 oder bis zu

doppelt so grol3 waren wie die Flissigkeitssegmente.

13.1 Durchfihrung der Messungen

13.1.1 online-Verfahren

GFP-Messungen: Diese Messungen wurden durchgefiihrt, um die Meag
detektiertem PRL zu erfassen. Dazu wurde, wenn nicht anders beddn| eine
Enzymlosung der Konzentration 1 U/mL mit TRIS-PuffP1-1 hergestellt. Eventuelle
Additive wurden zugegeben. Mithilfe einer Kolbenmenwurde die LOsung mit
40 pL/min in den BID gepumpt und mit 10 pL/min deBLL-Eluats (Wasser/Methanol
90/10) versetzt. Gemessen wurde dabei im gassemmentModus. Die Materialien fur
die Inkubationsschleifen wurden variiert. Zur Anwleng kameriused silicakKapillaren,
PEEK Kapillaren undfused silicaKapillaren, die wie in Abschnitt 11.6 beschrieben
modifiziert wurden. Auf Zugabe des Substrats konhier verzichtet werden. Die
Detektion erfolgte beh,,=395 nm und\o,=509 nm. Nach der Enzym-Puffer-Mischung
wurde mit reinem Puffer nachgespult und mit Hellerardl Lésung (2%) eventuell

adsorbierte Enzyme abgewaschen.

DifMUP-Messungen: Bei der Verwendung der Proteinphosphatase afgeFStruktur
musste neben der Enzymlosung auch eine SubstnagjGaugefiihrt werden. Das Eluat
aus der HPLC-Trennung wurde aufgeteilt, wobei 10mih in den BID gelangten. Dieser

Strom wurde mit 40 pL/min einer Enzymlosung (1 Uj)miersetzt, die, wie
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Abschnitt 11.2 beschrieben wurde, kurz vor der Megsergestellt wurde. Anschliel3end
erfolgte die Segmentierung des Flusses mittels Beigan Luft. Die Inkubationszeit zur
Ausbildung des toxischen Effektes betrug bedingtrcldu Kapillarlange und
FlieRgeschwindigkeit 10 min. Durch ein T-Stick weidhs Substrat (10 mM) mit einer
Geschwindigkeit von 1 pL/min eingespritzt. Nachribh Inkubation mit dem Substrat
erfolgte nach Abtrennung der Luftblasen die Detekiilurch einen Fluoreszenzdetektor

mit Ag,=358 nm und\g,=455 nm.

Leuchtbakterien Vibrio fischeri: Die jeweils wie oben beschrieben frisch hergéstel
Bakteriensuspension (ca. 3.75'ellen/mL) wurde mit einer Spritzenpumpe mit 110
pL/min durch den BID gepumpt. Das Eluat aus der ERwurde, wenn es nicht anders
angegegeben ist, mit 10 uL/min zu der Bakteriensosipn geleitet. Der Eintrag der Luft
zur Flusssegementierung erfolgte mit ca. 60 pL/nNach 5.6 min Inkubationszeit
erfolgte die Messung mit einem Biolumineszenzdetekt

Bei Messungen des Flusses mit dem Flusssensor wudigse Daten in der Art
modifiziert, dass die Zeiten an den BID angeglichemden, indem die Totzeit des BID

addiert wurde.

13.1.2 offline-Verfahren

Wie bereits in Abschnitt 7.1.2 erdrtert wurde, zeigtsich unter der Verwendung der
PPIn bandenverbreiternde Effekte. In einem offline-8ystsollte dies unter moglichst
einfachen Bedingungen uberpruft werden, um eveletuéeébeneffekte zu minimieren
oder gar auszuschliel3en.

Diese Effekte wurden fliused silicaKapillaren mit 530 um Innendurchmesser und
PEEK-Kapillaren mit dem Innendurchmesser von 500ymersucht. Die Lange betrug
in beiden Fallen 4 m, was beised silicaKapillaren einem Volumen von 880 pL und bei

PEEK-Kapillaren einem Volumen von 780 pL entsprach.

Adsorption von PPlo: Durch eine Kapillare wurden die Losungen mithidmer
Spritzenpumpe gepumpt. Die verwendeten Puffer wanemeinen der reine TRIS-Puffer
PP1-1, zum anderen der in Abschnitt 11.2 beschregsbent BSA und Pluronic F68
modifizierte Puffer.

Nach Spulen mit wassriger Hellmanex Il Losung (2%l Nachwaschen mit einem

der Puffer wurde diéused silicakKapillare mithilfe der Spritzenpumpe zuerst mit 400
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Pufferlosung beflllt, die PEEK-Kapillare mit 200 pRAnschlielend wurde in beide
Kapillartypen 40 puL an Enzymlésung eingepumpt. [BEkition erfolgte mit einem
konstanten Fluss von 0.1 mL/min. Zuerst wurde mitlcd mL fused silicaKapillare)
bzw. 2.2 mL (PEEK-Kapillare) des zur Verdiinnung Bazyme verwendeten Puffers und
anschlieBend mit Hellmanex Il L6sung (2%) gespgtiaktionen zu je 200 pL wurden in
je einer Kavitat einer MTP aufgefangen. Die Detkiiles Enzyms erfolgte anschlieRend

mit einem Mikrotiterplattenlesegerat bgi,=395 nm und\g,=509 nm.

Adsorption von Microcystinen: Zur Untersuchung der Adsorptionseffekte von
Microcystinen auf der Kapillarwand der Inkubaticgesktoren wurde derselbe Aufbau wie
oben beschrieben verwendet.

Nach dem Spulen der Kapillare mit Methanol und BhsBend mit Wasser wurden
mittels der Spritzenpumpe zuerst 60 pL Toxin (MC-LRO0 ng/L) eingebracht. Die
Elution erfolgte mit einer MeOH-Wasser-Mischung /&® v/v) bei gleichbleibendem
Fluss (100 pL/min bzw. 50 pL/min) durch eine Smnitgumpe. In einer MTP wurden je
20 pL des Eluates in einer Kavitat gesammelt. Bhaléeenen Fraktionen wurden mithilfe
einer Multikanalpipette mit 80 pL Enzyml6sung veérsaind 10 min bei RT inkubiert.
Nach anschlieBender Zugabe von je 1 puL DifMUP Lgs(@0 puM) wurden nach 5s
schitteln auf einem Schuttler und 10 min Inkubatzent die Fluoreszenzsignale mit

einem Mikrotiterplattenlesegerat beij,=358 nm und\o,=455 nm gemessen.

13.1.3 FlieRRinjektionsanalyse

Proteinphosphatase Bei Messungen mit FlieRinjektionsanalyse etildie Injektion
der Analyten manuell mithilfe eines Sechs-Wege-NM&nils Probenschleife wurde eine
PEEK-Kapillare mit einem Volumen von 5 uL eingesetz

Die Messungen mit Enzymen wurden genauso durchgefidie in den online-
Verfahren beschrieben. Der Fluss durch das Veetilug 10 pL/min und wurde 1 min
lang durch die Probenschleife geleitet. Als Losumitiel wurde, wenn nicht anders
angegeben, eine MeOH-Wasser-Mischung (10/90 v/i/PraD5% TFA verwendet. In der
Zeit nach der Injektion, bei der der Flul3 nichtatfudie Probenschleife geleitet wurde,
wurde die Schleife mit 500 puL MeOH und 200 pL desH-Wasser-Gemisches gesplult,

um adsorbierte Analyten aus der Probenschleifexferaen.
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Zur Bestimmung der Formen der Injektionspeaks wutae Injektionsventil direkt mit

5 cm Kapillare (I.D. 0.16 mm) an den Eingang des $daspektrometers gekoppelt. Die
Datenaufzeichnung erfolgte im TIC-Modus. Zur Austreg wurden die entsprechenden
Massenspuren extrahiert. Bei der Integration deak®evurde ebenfalls die einzelne

Massenspur verwendet.

Leuchtbakterien: Mit einer 10-mL-Spritze wurde die vor jeder Mesg frisch
hergestellte Bakteriensuspension mit einer Gesdlighkeit von 110 pL/min durch das
BID-System gepumpt, welches auf 21°C temperiert e Injektion der Proben erfolgte
Uber ein Sechs-Wege-Ventil mit einer 20 pL Probklesie. Der Fluss durch das Ventil
betrug 40 pL/min, als Losungsmittel wurde HEPESHUhit 10% Methanol verwendet.
Die Injektionen erfolgten in Serien von je vierdkjionen. Innerhalb einer Serie erfolgten
die einzelnen Injektionen alle 76 s, zwischen deneh lagen je 252 s. Beide Flusse
wurden Uber ein T-Stiick zusammengefiihrt. Uber ewitenes T-Stiick fand der
Lufteintrag zur Segmentierung statt. Die Inkubadeit der Leuchtbakterien mit den
Analyten betrug 5.6 min. Die Detektion erfolgte rhienit dem umgebauten

Lumineszenzdetektor mit einer Flusszelle von 68 (b8 pL).

13.2 Signalauswertung mit Proteinphosphatase

Da das Prinzip bei den Messungen mit ® darauf beruhte, die Inhibition des Enzyms zu
detektieren, wurden als Messsignale negative Pesistriert und aufgezeichnet. Eine
Integration Uber eine konventionelle Chromatogregboftware (z. B. Chromstar,
MassLynx 4.1) war nicht moglich. Allerdings bestadig@ Moglichkeit, mithilfe von
Origin 7G und der darin enthaltenen Peak-FittingdMle zu arbeiten. Es war jedoch
schwierig anzuwenden, da die Anpassung der negatitdse mit einer Funktion zu
aufwendig gewesen waren. Des Weiteren waren diekféteaen aufgrund der
Enzymkinetik und adsorptiven Effekten nicht gauffiy.

Als MessgroRe wurde daher die Differenz in der 8ligtensitat zwischen Basislinie
und Peakminimum herangezogen. Als Korrektur musist&ignalintensitat einberechnet
werden, die durch die Autohydrolyse des Substratgsrsacht wurde. Dazu wurden
Messungen ohne Zugabe von Analyten und Enzym dafihg, um den entsprechenden

Mittelwert zu ermitteln.
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IGRALAUSWERTUNG MIT LEUCHTBAKTERIEN

Um die Chromatogramme von BID und Massenspektramiaterelieren zu kdnnen,
musste der Unterschied in den Retentionszeiterchersbeiden Spuren ermittelt werden.
Hierzu wurde ein bekannter starker Inhibitor chrtogeaphisch untersucht und die
Bruttoretentionszeiten beider Detektoren miteinanderglichen und der Unterschied
errechnet. Die Zeiten des BID wurden durch Subiwaktder errechneten Differenz
korrigiert und so den Signalen des MS gleichgeeicht

Die Aufzeichnung der einzelnen Datensatze erfofgiieunterschiedlicher Software:
Die BID-Daten wurden mit dem Programm Chromstaganbmmen, die Daten des PDA
wurden von MassLynx 4.1 aufgezeichnet. Die Werteden exportiert und in Origin 7G
bearbeitet. Dabei wurden die Chromatogramme dahemggverédndert, dass die Zeitskala
des BID an die des PDAs angepasst wurde, um kamesgrende Peaks besser

identifizieren zu kdnnen.

13.3 Signalauswertung mit Leuchtbakterien

Auch bei den Toxizitatstests mit den Leuchtbaktenearen die Signale bei der
Detektion der Analyten negativ. Somit wurde auddr laiuf die Signaldifferenz zwischen
Peakminimum und Basislinie zurtickgegriffen. Dieelnditdt des Hintergrundleuchtens
wurde dabei ebenfalls bei der Berechnung des Shgrékksichtigt.

Die Datenaufzeichnung mit dem BID erfolgte durcheein den Detektor integrierte
Software, die die Daten als Excel-Datei ausgab. agen aus dem PDA wurden mit
Masslynx 4.1 aufgezeichnet. Eine Bearbeitung deo@htogramme erfolgte mit dem
Programm Origin 7G. Eine Modifikation wurde dahihgad vorgenommen, dass die
Zeitskalen von PDA und BID angeglichen wurden. Dazuden Messungen mit einer
inhibitorischen Substanz vorgenommen. Die zeitliDifeerenz der dadurch verursachten
Signale in beiden Detektoren wurde als Offset vede¢. Durch die Korrektur der Zeit
im BID konnten die Chromatogramme Ubereinandergaleg miteinander verglichen

werden.
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14 Abklrzungen

AChE
AHL
BSA
BID
BLIA
cAMP
CE

cts
DifMUP
DOC
DTT
ECso
EDA
ESI
ELISA
FDP
FEP
FIA
FID
GC
GFP
GOPS
HEPES
HPLC
1Cs0
I.D.
IMER
IT-MS
LC
LOD

Acetylcholinesterase

N-Acyl-L-homoserinlacton

Bovin serum albumin

Bioinhibitionsdetektor

Bioresponse-linked instrumental analysis
Cyclisches Adenosinmonophosphat

Capillary electrophoresig=Kapillarelektrophorese)
Counts
6,8-Difluoro-4-methyl-umbelliferylphosphat
Dissolved organic carbon
1,4-Dimercaptobutan-2,3-diol

Effektive Konzentration, bei der 50% der Testorgaren einen Effekt zeigen
Effect-directed analysis

Electrospray lonisation

Enzyme-linked immunosorbent assay
Fluoresceindiphosphat
Perfluorethylenpropylen-Copolymer
FlieRinjektionsanalyse
Flammenionisationsdetektor
Gaschromatographie

Green Fluorescent Protej Grun-fluoreszierendes Protein
3-(Glycidyloxypropyl)-trimethoxysilan
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure
High Performance Liquid Chromatography

Testmittelpunkt sigmoidaler Kalibrierkurven; enispt 50% Inhibition

Innendurchmesser

Immobilized Enzyme Reactor

lon Trap Mass Spectrometry
Flissigkeitschromatographie

Limit of Detection(=Nachweisgrenze)

Anzahl der Punkte fur einen Graphen
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ABKURZUNGEN

MALDI Matrix Assisted Laser Disorption lonisation
MC-LF Microcystin LF

MC-LR Microcystin LR

MeOH  Methanol

mMmPEG  a-Amino-o-methoxy-polyethylenglycol

MS Massenspektrometer

MTP Mikrotiterplatte

MUP 4-Methyl-umbelliferylphosphat

n Anzahl der Messungen fir einen Punkt eines Graphen
PDA Photodiodenarray

PEEK  Polyetheretherketon

PEG Polyethylenglycol

PHOPA para-Hydroxyphenylessigsaure

pNPP 4-Nitrophenylphosphat

PP Proteinphosphatase

PP1 Proteinphosphatase 1

RAD Rezeptor-Affinitdtsdetektor

RFU Relative Fluoreszence Units
RLU Relative Luminescence Units
RP Reversed PhageUmkehrphase)
RT Raumtemperatur

SPE Solid Phase Extractiof=Festphasenextraktion)

TFA Trifluoressigsaure
TIC Total lon Count
TIE Toxicity ldentification Evaluation

TOF Time of Flight(Flugzeitanalysator)
TRIS Tris(4-hydroxymethyl)-methylamin
WBA Wirkungsbezogene Analytik
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Blasenfilter zur Entfernung von Luftblasen bei gasegmentiertem Fluss mit
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Umbau des Gehauses flir den Luminometrischen Detekto
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