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Abstract

This thesis deals with the analysis of 170-ethinylestradiol (EE2) in the aquatic environment.
The study was focused on the development and optimization of enzyme immunoassays
(ELISAs) for the direct quantitation of EE2 at a concentration range of 1-10 ng/L. The
optimization of the ELISAs relied on the concept of affinity limitation. Affinity limitation
describes the observation that an improvement of assay sensitivity with hapten immunoassays
is restricted by intrinsic properties of the antibody itself.

After the first studies using an established ELISA for estradiol three new ELISAs for EE2
were developed. Each of these assays employed the same polyclonal antiserum.

For the first assay (Bio-LC EE2 ELISA) a new biotinylated EE2 derivative was synthesized
and used as tracer. In this assay a conjugate of peroxidase and streptavidin acted as enzyme
label. The binding of this enzyme conjugate relied on the biotin-streptavidin interaction with
the biotin moiety of the tracer. Measurements were performed photometrically, using a
substrate based on tetramethylbenzidine and hydrogenperoxide.

For the second assay (EE2 ELISA) a conjugate of EE2 and peroxidase was synthesized and
used directly as tracer. For measurements the same photometric detection as employed in the
Bio-LC EE2 ELISA was used. Compared to the first assay, introduction of the EE2 ELISA
simplified the protocol and reduced the expenditure of time from 120 to 70 minutes.
Optimization of the EE2 ELISA lead to the development of the third assay, the EE2 CLEIA.
For achieving improved assay sensitivities, dilutions of the antibody were raised from
1:50,000 (EE2 ELISA) to 1:200,000 (EE2 CLEIA), dilutions of the tracer from 1:50,000 to
1:500,000, respectively. Loss of signal intensities due to these lowered concentrations
required the substitution of the photometric measurement by a chemiluminescence based
detection. This enabled further optimizations of assay sensitivity and reduced the expenditure
of time for measurement of a typical set of 24 samples to 40 minutes.

Limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) as well as the analytical range of
these three assays are:

Bio-LC EE2 ELISA: LOD 2.6 ng/L / LOQ 21 ng/L / analytical range 0.025 — 55 pg/L
EE2 ELISA: LOD 0.5 ng/L. / LOQ 6.0 ng/L / analytical range 0.004 — 130 pg/L
EE2 CLEIA: LOD 0.2 ng/L / LOQ 1.4 ng/L / analytical range 0.8 —100 ng/L

These assays are currently among the four most sensitive assays for EE2. Introduction of EE2
CLEIA facilitated for the first time the direct detection of EE2 at ecotoxicologically relevant
concentrations.

Apart from improving assay sensitivity a thorough study regarding selectivity and stability
was conducted. Eleven hormones, including the derivatives estrone and estradiol frequently
occurring in environmental samples, were used for characterizing the selectivity. Typical
cross reactivities were below 0.3 %. Lower selectivities were observed for conjugates of EE2
at ring position 3 (glucuronides: 17-22 % and sulfates: 34-37 %). This can be explained by the
steric requirements of the BSA conjugate used during the immunization.



Stability of the ELISAs against matrix interference was studied using commercially available
humic acids. The Bio-LC EE2 ELISA appeared to be susceptible to this interference and had
to be regarded as not stable. In contrast the EE2 ELISA and EE2 CLEIA, respectively,
exhibited a very robust behaviour and enabled reliable determinations of EE2 even in the
presence of elevated concentrations of humic acid.

In addition to assay development and optimization an established SPE (solid phase extraction)
method was modified and improved. Using a neutral pH for sample enrichment and
employing washing steps with organic solvents significantly lowered the matrix content of the
extracts.

Usability of both, EE2 ELISA and EE2 CLEIA, was examined in a field study including eight
samples from surface waters and twelve final effluent samples of sewage treatment plants.
Results were validated using a reference method based on LC-MS/MS (LOD 1.0 ng/L). The
median concentration for surface waters was 0.6 ng/L, effluent samples had a median
concentration of 1.3 ng/L. Due to the elevated limit of detection of the reference method, LC-
MS/MS measurements frequently lead to (false-)negative results.

With this thesis the limit of detection for a direct measurement of EE2 in water samples could
be established for the first time at 0.2 ng/L. In parallel consumption of resources could be
significantly reduced. 24 samples can be measured within 40 minutes at costs per sample of
only 1.20 €. These new immunoassays enable an economically efficient and very sensitive
determination of EE2, yielding the possibility for a routine monitoring of EE2 in the aquatic
environment.



Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Analytik von 17a-Ethinylestradiol (EE2) in
der aquatischen Umwelt. Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag dabei in der Entwicklung
und Optimierung von Enyzm-Immunoassays (ELISAs) zur direkten Bestimmung des
Analyten im Konzentrationsbereich von 1 - 10 Nanogramm pro Liter. Eine zentrale Rolle
spielte hierbei das Modell der Affinititslimitierung nach dem die Verbesserung der
Assaysensitivitit bei Haptenimmunoassays durch die Bindungsstirke des Antikorpers selbst
begrenzt ist.

Nach Modellstudien an einem etablierten Estradiol-Immunoassay wurden drei neue ELISAs
fiir EE2 entwickelt. In jedem dieser EE2 Assays wurde das gleiche polyklonale Antiserum
verwendet.

Fiir den ersten Assay (Bio-LC EE2 ELISA) wurde ein biotinyliertes Ethinylestradiolderivat
synthetisiert und im ELISA als Tracer verwendet. Durch Verwendung eines Streptavidin-
Peroxidase-Konjugats und Ausnutzung der Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung wurde
anschliefend Peroxidase an den Biotin-Tracer gebunden. Als Substrat wurde ein
Tetramethylbenzidin/H,O,-System verwendet, die Detektion erfolgte photometrisch.

Im zweiten Assay (EE2 ELISA) wurde ein direktes Enzymkonjugat des EE2 mit
Meerrettichperoxidase synthetisiert. Dieses fungierte im EE2 ELISA als Tracer. Die
Detektion erfolgte auch hier photometrisch. Im Vergleich zum Bio-LC EE2 ELISA wurde im
EE2 ELISA das Protokoll vereinfacht und der Zeitbedarf konnte von 120 auf 70 Minuten
reduziert werden.

Der dritte Assay (EE2 CLEIA) leitete sich unmittelbar vom EE2 ELISA ab, es wurde das
gleiche Enzymkonjugat verwendet. Zur weiteren Sensitivititssteigerung wurde die
Antikorperverdiinnung von 1:50.000 (EE2 ELISA) auf 1:200.000 (EE2 CLEIA), und die
Tracerverdiinnung von 1:50.000 (EE2 ELISA) auf 1:500.000 (EE2 CLEIA) erhoht. Bedingt
durch die deutlich geringeren Konzentrationen von Antikérper und Tracer wurde ein
Substratwechsel zu einem Chemilumineszenz-System durchgefiihrt. Dies ermoglichte eine
weitere Verbesserung der Sensitivitdt und fiithrte zudem zu einer Vereinfachung der Messung.
Eine typische Messung von 24 Realproben mit dem Chemilumineszenzassay (EE2 CLEIA)
dauert nur noch 40 Minuten.

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze (LOD bzw. LOQ), sowie die Messbereiche der drei
Assay betragen:

Bio-LC EE2 ELISA: LOD 2,6 ng/L / LOQ 21 ng/L / Messbereich 0,025 — 55 pg/L
EE2 ELISA: LOD 0,5 ng/L / LOQ 6,0 ng/L / Messbereich 0,004 — 130 ug/L
EE2 CLEIA: LOD 0,2 ng/L / LOQ 1,4 ng/L / Messbereich 0,8 —100 ng/L

Diese drei Assays gehoren damit zu den derzeit vier empfindlichsten Immunoassays fiir die
Bestimmung von EE2. Mit Hilfe des EE2 CLEIA konnten erstmalig direkte Messungen im
okotoxikologisch relevanten sub ppt-Bereich realisiert werden.

Neben der Steigerung der Assaysensitivitdit wurde eine umfassende Studie zur Selektivitét
und Stabilitit der Assays durchgefiihrt. Zur Untersuchung der Selektivitit dienten elf
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Steroidhormone bzw. Hormonderivate, darunter die hdufig in Umweltproben vorliegenden
Substanzen Estron und Estradiol. Das EE2-Antiserum zeigte hierbei ein extrem selektives
Bindungsverhalten beziiglich EE2. Typische Kreuzreaktivititen, beispielsweise fiir Estron
und Estradiol, lagen zwischen 0,1 und 0,3 %. Nennenswerte Kreuzreaktivititen traten
lediglich fiir Konjugate des EE2 an der Ringposition drei auf (Glucuronsidureaddukte: 17-
22 % und Sulfate: 34-37 %). Dies steht in Zusammenhang mit der Struktur des fiir die
Immunisierung verwendeten BSA Konjugats des EE2.

Die Matrixstabilitdt der ELISAs wurde anhand eines kommerziellen Huminsdurepriaparates
untersucht. Der Bio-LC EE2 ELISA erwies sich als storungsanfillig und nicht stabil
beziiglich der verwendeten Huminsdure. Im Gegensatz dazu zeigte der EE2 ELISA und EE2
CLEIA ein robustes Verhalten und ermoéglichten auch in Gegenwart erhohter
Huminsdurekonzentrationen die zuverlédssige Bestimmung des EE2.

Zusétzlich zu Aufbau und Optimierung der ELISAs wurde, ausgehend von bekannten
Verfahren, eine SPE-Methode (solid phase extraction) zur Anreicherung und Aufreinigung
von Wasserproben modifiziert und weiterentwickelt. Der wesentliche Vorteil der neuen
Methode besteht in der geringeren Belastung der Extrakte durch Matrixkomponenten. Dies
wurde ermoglicht durch die Verwendung eines neutralen pH-Werts zur Anreichung der
Proben und der Einbeziehung spezieller Waschschritte mit organischen Losungsmitteln zur
Entfernung der Huminstoffe.

AbschlieBend wurde die Praxistauglichkeit des EE2 ELISA und EE2 CLEIA im Rahmen
einer Feldstudie untersucht und durch den Vergleich zu einem Referenzlabor validiert.
Insgesamt wurden acht Proben aus Flielgewédssern und zwolf Proben aus
Kldranlagenabldaufen gemessen. Fiir die Flussproben ergab sich eine Mediankonzentration von
0,6 ng/L und fir die Proben aus Kliranlagenabldufen von 1,3 ng/L. Die Ergebnisse der
Referenzmessungen (LC-MS/MS, LOD 1,0 ng/L) fiihrten, bedingt durch die zu hohe
Nachweisgrenze, meist zu (falsch-)negativen Befunden.

Durch die vorliegende Arbeit konnte die Nachweisgrenze zur direkten Bestimmung von EE2
in Wasserproben (Oberflichenwasser und Kliranlagenablauf) erstmalig auf bis zu 0,2 ng/L
abgesenkt werden. Gleichzeitig ist es gelungen, die Materialkosten fiir eine solche
Bestimmung auf ca. 1,20 € zu reduzieren und die parallele Messung von 24 Proben in 40
Minuten zu ermoglichen. Es wurden somit die Grundlagen fiir eine sensitive und zugleich
kosteneffiziente Routinemethode zur Bestimmung von EE2 in der aquatischen Umwelt
geschaffen.
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Kapitel 1. Allgemeine Einleitung
1.1. Grundlagen

1.1.1. Endokrine Disruptoren in der aquatischen Umwelt

»Endokrine Disruption”, ,,hormonelle Stérungen®, ,,Verweiblichung* — Begriffe, die in den
letzten Jahren fiir Aufregung in der Offentlichkeit sorgten und deren Bedeutung fiir Mensch
und Tier in Politik und Wissenschaft kontrovers diskutiert wird. Phrasen wie ,,Falschspieler
im Hormonhaushalt* oder ,,Medikamenten-Cocktail im Trinkwasser verunsichern den Laien
(Stone 1994). Doch welche wissenschaftlichen Fakten stehen hinter den Schlagworten ? Ge-
meint ist stets die Wirkung von Substanzen, die iiber die Interaktion mit dem endokrinen Sys-
tem Storungen reproduktionsbiologischer Funktionen verursachen konnen.

In Deutschland sind endokrine Disruptoren spédtestens seit den 1970ern ein Thema der
offentlichen Diskussion. Am 18. Juni 1973 befasste sich sogar der Deutsche Bundestag mit
dem Verbleib empfangnisverhiitender Hormone in der Umwelt. Der Abgeordnete Burkhard
Hirsch konfrontierte in jener Fragestunde den parlamentarischen Staatssekretir Heinz
Westphal mit britischen Befunden zum Vorliegen endokriner Disruptoren im Trinkwasser.

1

Westphal beschied Hirsch, die Bundesregierung sidhe "vorerst keinen Anlass Erwégungen

anzustellen" (Deutscher Bundestag 1973).

Drei Jahrzehnte spéter identifizierten Gutendorf und Westendorf {iber 50 Verbindungen endo-
kriner Wirksamkeit (Gutendorf et al. 2001). Die Mehrheit der Stoffe entfaltete hierbei eine
estrogene Wirkung. Estradiol und seine Metabolite Estron und Estriol wurden bereits in
Europa (Desbrow et al. 1998; Belfroid et al. 1999; Ternes et al. 1999; Sole et al. 2000), Nord-
amerika (Ternes et al. 1999) und Asien (Oh et al. 2000) in kommunalen wie in industriellen
Abwissern nachgewiesen. Estradiol zeigt ein scheinbar ubiquitires Vorkommen in anthropo-
gen beeinflussten Gewissern. Der Wirkstoff der Anti-Baby-Pille Ethinylestradiol wird weni-
ger hiufig und in deutlich geringeren Konzentrationen als Estradiol und seine Metabolite ge-
funden. Die mittleren Konzentrationen von Ethinylestradiol im Abfluss von Kldranlagen in
Deutschland, der Schweiz, England, Italien, Holland und in USA liegen durchschnittlich zwi-
schen 0,5 und 3 ng/L, bzw. liegen unterhalb der Nachweisgrenze (Desbrow et al. 1998;
Routledge et al. 1998; Belfroid et al. 1999; Spengler et al. 1999; Ternes et al. 1999; Baronti et
al. 2000; Johnson et al. 2000; Kuch et al. 2000; Adler et al. 2001; Huang et al. 2001; Xiao et
al. 2001; Aerni et al. 2004; Pawlowski et al. 2004a). Im Abfluss kanadischer Klidranlagen
wurden mittlere Ethinylestradiol-Konzentrationen von 9 ng/L. gemessen (Ternes et al. 1999).
Abseits der Kldranlagen konnte Ethinylestradiol in Oberflichengewdssern nur in wenigen
Proben nachgewiesen werden. In einigen Untersuchungen wurden hierbei Werte von bis zu
4,3 ng/L erreicht (Stumpf et al. 1996; Belfroid et al. 1999; Adler et al. 2001), meist lagen die
Konzentrationen aber unterhalb der Nachweisgrenze (Belfroid et al. 1999; Adler et al. 2001;
Huang et al. 2001; Xiao et al. 2001). Obwohl die gemessenen Konzentrationen von
Ethinylestradiol insgesamt sehr gering ausfallen, sind sie dennoch von Bedeutung fiir die
aquatische Umwelt. Untersuchungen zum endokrinen Potential der verschiedenen Wirkstoffe
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schreiben dem Kontrazeptivum Ethinylestradiol die hochste endokrine Wirksamkeit zu und
geben die minimale Konzentration zur Induktion endokriner Effekte in Regenbogenforellen
mit 0,1 ng/L an (Sumpter et al. 1994). Diese Konzentration liegt aber um den Faktor 1000
unter dem in den 90er Jahren viel diskutierten Trinkwassergrenzwert fiir mindertoxische Stof-
fe von 0,1 pg/L. Im Zusammenhang mit diesen geringen Wirkkonzentrationen wird
Ethinylestradiol sogar mit toxischen Tributylzinnverbindungen verglichen (Tyler et al. 1998).
Obgleich Ethinylestradiol in Oberflichengewéssern biologisch abgebaut wird (Jiirgens et al.
2002), ist es aufgrund des kontinuierlichen Eintrags durch Kliranlagenabldufe in jenen
Gewdissern als pseudopersistent anzusehen (Sumpter et al. 2005).

Der Eintrag in die Umwelt beruht weitestgehend auf der medizinischen Anwendung von
Ethinylestradiol als Bestandteil der Anti-Baby-Pille. Ein denkbarer — illegaler — Einsatz des
Steroids als Wachstumspromotor in der Viehzucht (Gleixner et al. 1997) erscheint im Ver-
gleich zur weitverbreiteten Anwendung der Anti-Baby-Pille als Kontrazeptivum nicht rele-
vant. Im Korper wird Ethinylestradiol analog zum natiirlichen Sexualhormon Estradiol {iber
Hydroxylierung, Oxidation, sowie die Bildung von Sulfaten und Glucuroniden metabolisiert.
Details sind in Abbildung 1.1 dargestellt.

OH
=
HO
30 % imitul/ wrftabohsiert
OH OH
= =
OH
=
HO HO
davon 77 % als _©
freies EE2 Y
27 % im Urin HO
OH OH OH
= = ==
NaGlucO NaSO4 HO
davon 63 % als Glucuronsiureaddukt davon 11 % als Sulfatkonjugat / Metabolit

Abbildung 1.1: Metabolisierung von Ethinylestradiol.

Nach Johnson und Williams (2004) verbleiben nach Spaltung der Konjugate im Kanalsystem
40 % der urspriinglichen Tagesdosis als freier Wirkstoff im Abwasser erhalten. Basierend auf
einer Tagesdosis von ca. 35 pg Ethinylestradiol und einem Anteil von 8,5 % der Bevdlkerung
(entsprechend 17 % der weiblichen Bevolkerung) der mit Hilfe der Anti-Baby-Pille verhiitet,
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fiihrt dies zu einer Fracht von ca. 11 pg freies Ethinylestradiol pro Person und Tag. Hierbei ist
bereits beriicksichtigt, dass die Anti-Baby-Pille bei normaler Anwendung nur wéhrend drei
Wochen des vierwdchigen Menstruationszyklus verwendet wird.

Demnach wird deutlich, dass Ethinylestradiol ausschlieBlich in Spurenkonzentrationen im
Wasser auftreten kann und somit besondere Anforderungen an die zur Analytik verwendete
Methodik gestellt werden.

Fiir Untersuchungen im Bereich unterhalb von 1 ng/L kommen bislang lediglich apparativ
aufwendige massenspektrometrische Verfahren in Frage, wie beispielsweise GC-MS oder
HPLC-MS. Fiir die routinemaflige Detektion des Ethinylestradiols sind diese auf Chromato-
graphie und Massenspektrometrie basierenden Verfahren nicht geeignet, da sie mit ver-
gleichsweise hohem Zeit- und Kostenaufwand verbunden sind (Aufwand mindestens ein
Arbeitstag pro Probe, Kosten um die 200 Euro pro Probe) und zudem hohe Anforderungen an
die Qualifikation des Operators stellen. Deutlich besser fiir Routineanwendungen eignen sich
hingegen Immunoassays, die mit geringerem Zeit- und Kostenaufwand verbunden sind und
geringere Anforderungen an die Qualifikation des Operators stellen. Desweiteren eréffnen
Immunassays die Moglichkeit zur direkten Messung unbehandelter Proben (d.h. Proben
miissen nicht angereichert bzw. gereinigt werden) und Eliminieren somit eine Quelle poten-
tieller Artefakte, wie sie im Bereich der konventionellen instrumentellen Analytik besteht.

1.1.2. Immunoassays

Immunoassays machen sich die Antigen-Antikorper-Reaktion zunutze. Fiir Immunoassays
werden polyklonale oder monoklonale Antikdrper in der Regel durch Immunisierung von
Wirbeltieren mit einem Antigen gewonnen.

Polyklonale Antikérper werden von mehreren Populationen verschiedener Zellen eines mit
einem Antigen immunisierten Tieres erzeugt. Sie stellen eine Mischung von Antikdrpern dar,
welche unterschiedliche Epitope (Bindungsstellen) eines Antigens erkennen.

Monoklonale Antikorper werden von einer Population identischer Plasmazellen (einem soge-
nannten Klon) synthetisiert. Sie sind also vollstindig homogen und erkennen alle nur ein
Epitop eines Antigens (Wild 2001).

Niedermolekulare Substanzen (wie z.B. Steroide) allein sind nicht antigen wirksam, d.h. sie
l6sen keine Immunreaktion, und damit auch keine Antikorperproduktion, aus. Erst durch die
Kopplung an ein Makromolekiil als Tréger erlangen sie antigene Eigenschaften.

Den Grundstein fiir die Entwicklung von Immunoassays legte 1900 Paul Ehrlich mit seiner
Seitenkettentheorie. Dabei wies er die Existenz von Zelloberflichenrezeptoren nach, die, ein-
mal ins Blut abgegeben, Bakterientoxine neutralisieren konnen. 1907 fiihrte Arrhenius erste
Arbeiten zur quantitativen Immunchemie durch. Yalow und Berson entwickelten 1959 in den
USA den ersten Radioimmunoassay, fiir den Rosalyn Yalow 1977 den Nobelpreis erhielt.
1960 entwickelte Ekins die Theorie der Bindungstests, die erstmalig quantitative Beschrei-
bungen der Assays ermoglichte. Es folgte mit Einfiihrung des enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) durch Engvall und Perlmann 1971 der erste Test, der die radioaktive Detektion
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durch eine photometrische Messung ersetzte (Arrhenius 1907; Landsteiner 1933; Yalow et al.
1959; Ekins 1960; Engvall et al. 1971).
Seither wurden zahlreiche weitere immunologische Testverfahren beschrieben und angewen-

det. Prinzipiell konnen alle Immunoassays nach folgenden Kriterien unterschieden werden:

14

Kompetitive bzw. nicht-kompetitive Assays

Im kompetitiven System wird die Konkurrenzreaktion eines markierten Analyten
(Tracer) mit dem Analyten der Probe um die in begrenzter Anzahl vorhandenen
Antikorperbindungsstellen gemessen. Das Prinzip dhnelt hierbei einer Inhibierungsre-
aktion beziiglich der Bindungsstellen. Entsprechend zeigen zugehorige Kalibrations-
kurven eine negative Steigung und die Signalintensitét ist damit invers proportional
zur Analytkonzentration der Probe. Im nicht-kompetitiven System liegen
Antikdrperbindungsstellen im Uberschuss vor, es werden unmittelbar die besetzten
Bindungsstellen gemessen. Signalintensitidt und Analytkonzentration zeigen einen di-
rekt proportionalen Zusammenhang, entsprechende Kalibrationskurven verlaufen mit
positiver Steigung. Basierend auf den unterschiedlichen Mechanismen kompetitiver
und nicht-kompetitiver Assays ergeben sich entsprechend unterschiedliche Optimie-
rungsstrategien. Beispielsweise werden im kompetitiven System maximale Empfind-
lichkeiten mit mdglichst hohen Antikorperverdiinnungen erzielt, d.h. mit moglichst
limitierter Anzahl von Bindungsstellen. Umgekehrt fithrt im nicht-kompetitiven Sys-
tem eine erhohte Anzahl an Bindungsstellen zu verbesserter Empfindlichkeit.

Art der Markierung

Immunoassays konnen auch anhand der Markierung des Analyten im Tracer unter-
schieden werden. Im Detail ist hierbei noch zwischen der Verwendung verschiedener
Detektionsmethoden bei identischer Markierung zu unterscheiden. Isotopenmarkierte
Derivate von Analyten waren historisch betrachtet die ersten Label. Besondere Bedeu-
tung kommt hierbei *H, "*C und '*I zu. Die Verwendung radioaktiver Analytderivate
hat den Vorteil, keine strukturellen oder elektronischen Verdnderungen des Tracers,
bezogen auf den eigentlichen Analyten, zu generieren, so dass abweichende
Affinitdten von Tracer und Analyt ausgeschlossen werden konnen. Diese als Radio-
immunoassays (RIA) bezeichneten Assays konnen allerdings nur in (Strahlen-) Kon-
trollbereichen angewendet werden und haben heute nur noch in Spezialfillen Be-
deutung. Es iiberwiegt die Verwendung enzymatischer Label, insbesondere die direkte
Konjugation des Analyten mit Meerrettichperoxidase oder mit alkalischer Phosphata-
se. Zur Detektion dieser Enzymlabel stehen chromogene, fluorogene und Chemilumi-
neszenz-basierte Substratsysteme zu Verfligung. Besonders weite Verbreitung hat die
Kombination von Meerrettichperoxidase und Tetramethylbenzidin-basierten chromo-
genen Substraten gefunden. Assaysysteme ohne Markierung des Analyten konnen auf
Grundlage der Oberflachenplasmon-resonanzmethodik realisiert werden (Gillis et al.
2002; Wu et al. 2002), sie sind derzeit aber nur gering verbreitet.

Homogene bzw. heterogene Assays

Die Unterscheidung homogener bzw. heterogener Assays bezieht sich auf die Phasen
fest oder fliissig, in denen die Bildung des Antigen-Antikdrper-Komplexes stattfindet.



Homogene Assays finden dabei typischerweise vollstindig in Losung statt. Bei hete-
rogenen Assays ist ein Reaktionspartner an einer Oberfldche immobilisiert, so dass die
eigentliche Wechselwirkung in der fest-fliissig Grenzschicht stattfindet. Hierbei kann
weiterhin unterschieden werden zwischen direkten und indirekten Verfahren, wobei
entweder der Antikdrper (direkt) oder das Antigen (indirekt) immobilisert werden.'

Der wesentliche Vorteil von Immunoassays liegt darin, dass sie schnell und leicht anwendbar
sowie kostengiinstig sind, und mit ihnen im Gegensatz zur konventionellen Analytik grof3e
Probenmengen in kiirzester Zeit untersucht und ausgewertet werden konnen. Eine aufwendige
Vorbereitung der Proben entfdllt zumeist, und es ist nur ein geringes Probenvolumen nétig.
AulBerdem lassen sich Immunoassays teilweise zur "Vor-Ort-Analytik" einsetzen, so dass ein
aufwendiger Transport von Proben entfillt. Des Weiteren sind diese Testverfahren leicht
automatisierbar. Kommerzielle Bedeutung haben Immunoassays im Bereich der medizini-
schen Diagnostik, speziell in der klinischen Chemie und der Immunologie erlangt. Automati-
sierte Assays ermdglichen hier eine 6konomische Bestimmung verschiedener Parameter in
kiirzester Zeit. Ein Vorteil, der mit instrumentellen Methoden nicht erreicht werden kann. Ein
weiterer Vorteil ist das einfache Messprinzip der Immunoassays. Fiir die Durchfiithrung von
Enzym-Immunoassays sind nur wenige, kaum storanfillige Geréte notwendig. Die verwende-
ten Reagenzien sind zudem meist nicht toxisch und stellen keine Umweltgefahr dar.

' Vereinzelt wird auch die Bezeichnung homologer bzw. heterologer Assay verwendet. Dies dient der Beschrei-
bung strukturell gleich- oder verschiedenartiger Tracer, bezogen auf die chemische Struktur, des zur Gewinnung
der Antikdrper verwendeten Immunogens. Relevant kann diese Differenzierung bei Beschreibung der
Selektivititen des Antikdrpers werden, beispielsweise wenn eine ausgepragte Bindung des Antikorpers an Syn-
thesevorstufen des Tracers auftritt, vgl. Tabelle 1.14.
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1.2 Methodenentwicklung

1.21. Enzymimmunoassays

1.21.1. Assayformate

In der vorliegenden Arbeit werden vier Immunoassays entwickelt. Es handelt sich bei allen
Assays um kompetitive, heterogene (direkte) Enzymimmunoassays (ELISA), die unter nicht-
Gleichgewichtsbedingungen durchgefiihrt werden. Unterschiede bestehen in der Art der Mar-
kierung, direktes Enzymkonjugat im Vergleich zu einem biotinylierten Derivat des
Ethinylestradiol (bzw. Estradiol im Fall des Modellsystems), sowie in der Art des verwende-
ten Substratsystems. Hier erfolgt ein Vergleich von chromogener Detektion des Labels und
Chemilumineszenzmessung.

Zur Unterscheidung der Assays werden die folgenden Bezeichnungen verwendet:

Bio-LC E2 ELISA: Modellsystem basierend auf einem Estradiol-Antikorper, biotinyliertes
Estradiol als Marker, chromogene Detektion.
Bio-LC EE2 ELISA:  biotinyliertes Ethinylestradiol als Marker, chromogene Detektion, detailliert

beschrieben in Kapitel 2.

EE2 ELISA: direktes Enzymkonjugat® als Marker, chromogene Detektion, detailliert be-
schrieben in Kapitel 3.

EE2 CLEIA: direktes Enzymkonjugat als Marker, Chemilumineszenzmessung, detailliert
beschrieben in Kapitel 4.

Abbildung 1.2 zeigt das zur Derivatisierung des Ethinylestradiol verwendete Biotin. Biotin
wurde erstmals 1936 im Rahmen der Vitaminforschung gemeinsam mit dem Glycoprotein
Avidin aus Hiithnereiweil} isoliert (Kogl et al. 1936).

o O
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S

Abbildung 1.2: Biotin.

Die Wechselwirkung des Proteins Avidin mit seinem Liganden Biotin stellt die stérkste be-
kannte nichtkovalente Bindung mit einer Dissoziationskonstante in der Gréenordnung von
10" M dar. Selbst die sehr starke Wechselwirkung zwischen einem Antikdrper und seinem
zugehdrigen Antigen mit einer typischen Dissoziationskonstante von ca. 10° M wird noch
deutlich tibertroffen. 1963 wurde ein zweites Bindungsprotein von Biotin aus dem Bakterium

? Die Bezeichnung direktes Enzymkonjugat beschreibt die Bindung des Ethinylestradiols an die Peroxidase. Im
Unterschied zum Bio-LC EE2 Assay wurde das Ethinylestradiol hier direkt mittels Amidkopplung an das Enzym
gebunden.
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Streptomyces avidinii isoliert, das Streptavidin (Bayer et al. 1990). Streptavidin zeigt analog
zu Avidin eine Dissoziationskonstante von 107" M, weist aber Unterschiede in der Protein-
struktur auf. Insbesondere liegen im Streptavidin, anders als im Avidin, keine Zuckerseiten-
ketten vor. Basierend auf der hohen Biotin-Avidin-, bzw. Biotin-Streptavidin-Affinitit wurde
eine Vielzahl neuer biochemischer Techniken entwickelt. Erste Anwendungen im Bereich der
Immunoassays gehen hierbei auf Arbeiten von Avrameas zuriick (1979). Haufig ersetzen
Biotinsysteme in diesen Assays die konventionellen Enzymkonjugate. Das heif3t, die Rolle
des Enzymtracers wird von einem biotinylierten Derivat des Analyten iibernommen, der mit
dem eigentlichen Analyten um die Antikorperbindungsplédtze konkurriert. Das zur Signalge-
nerierung notwendige Enzym wird in einem zusétzlichen Schritt mittels Biotin-Streptavidin-
Wechselwirkungen an das Derivat gebunden (vgl. Abbildung 1.3). In Abbildung 1.3 und
Abbildung 1.4 sind Unterschiede im Ablauf des Bio-LC EE2 ELISA im Vergleich zu EE2
ELISA und CLEIA verdeutlicht’.

vvv (1) Beschichtung der Mikrotiterplatte mit

dem Antikorper (Coatin
Wand der Wlilorotiterlawitat Y ( 1 g)

(2) Auftragen der Probe: Ethinylestradiol
wird gebunden (Vorinkubation)

(3) Auftragen des Biotinderivats, das mit
dem Ethinylestradiol aus der Probe konkur-
riert (Inkubation A)

(4) Auftragen des Streptavidin-Peroxidase

Enzymtracers, der vom Biotinderivat ge-
Wand der Wikrotiterkavitit bunden wird (Inkubation B)

Abbildung 1.3: Messablauf im Bio-LC EE2 ELISA. In Schritt drei ersetzt das Biotinderivat des Analyten den
Enzymtracer. In Folge zu Schritt vier erfolgt die Zugabe des Substrates und die photometrische Messung.
Uberschiissige Reagenzien werden jeweils nach den Schritten eins, drei und vier entfernt.

3 Das Protokoll des Bio-LC E2 Modelassays dhnelt wesentlich dem Bio-LC EE2 ELISA und ist nicht gesondert
dargestellt.
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Im Vergleich zu konventionellen ELISAs zeigen Biotinsysteme verschiedene Vorteile. Eine
Inhibierung des Enzymtracers durch Enzym-schidigende Bestandteile der Proben wird ausge-
schlossen, da Proben ausschlieSlich mit dem Biotinderivat und nicht mit dem Enzym in Kon-
takt kommen. Biotinsysteme erdffnen die Moglichkeit zur Signalamplifikation, d.h. durch
Wahl geeigneter Streptavidin-Konjugate konnen mehrere Enzyme an ein Derivat des
Analyten gebunden werden (Grumbach et al. 1995).

Im System des EE2 ELISA bzw. CLEIA (vgl. Abbildung 1.4) wird direkt ein Enzymkonjugat
als Tracer verwendet. Nach Zugabe der zu analysierenden Substanz und des Enzymtracers
konkurrieren beide Stoffe um die Antikorperbindungsstellen. Nach einem Waschschritt zum
Entfernen ungebundener Substanzen und anschlieBender Zugabe des Substrats wird dieses
vom Enzymtracer oxidiert. In Abhdngigkeit des verwendeten Substratsystems kommt es in
der ELISA-Variante zur Entwicklung eines Farbstoffes, der photometrisch bestimmt werden
kann. Als Messgrof3e dient die dimensionslose optische Dichte (OD) vgl. Gleichung 1.1.

1
OD = log—%
gl

Gleichung 1.1: Definition der optischen Dichte OD. Der Quotient Iy zu I beschreibt das Verhéltnis der ein- zur
austretenden Lichtintensitat

Im Unterschied zur Absorption wird bei Bestimmung der optischen Dichte nur eine relative
Messung der Schwichung des Lichtstrahls durchgefiihrt. Absorptionskoeffizienten, molare
Konzentrationen, sowie die durchstrahlte Schichtdicke werden nicht beriicksichtigt. Haufig
findet auch der Begriff Extinktion Verwendung als Synonym fiir die Beschreibung der opti-
schen Dichte.

Im Falle des CLEIA kommt es zu einer Chemilumineszenzreaktion, deren Lichtintensitit
gleichfalls photometrisch gemessen wird.
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iﬂ iﬂ iﬂ (1) Beschichtung der Mikrotiterplatte mit

Wand der Mikrotiterkavitat dem Antikérper (Coating)

(2) Auftragen der Probe: Ethinylestradiol
Wand der Mikrotiterkavitat | wird gebunden (Vorinkubation)

(3) Auftragen des Enzymtracers, der mit dem

Ethinylestradiol aus der Probe konkurriert
Wand der Mikrotiterkavitst | (Inkubation)

Abbildung 1.4: Messablauf im EE2 ELISA und EE2 CLEIA. In Folge zu Schritt drei erfolgt die Zugabe des
Substrates und die Messung. Uberschiissige Reagenzien werden jeweils nach Schritt eins und Schritt drei ent-
fernt.

Der verwendete Enzymtracer besteht aus einem Konjugat von Ethinylestradiol mit Meerret-
tichperoxidase, als Substrat kommen Tetramethylbenzidin bzw. Luminol zum Einsatz.

1.2.1.2. Auswertung

Unabhingig vom verwendeten Assayformat bilden die Kalibratoren einer ELISA-Messung
eine sigmoidale Kalibrationskurve®. Im Fall einer photometrischen Messung erhilt man als
Messwert die optische Dichte (OD). Chemilumineszenzmessungen fithren zu einer relativen
Lichtintensitdt (RLU) in Abhéngigkeit von der Analytkonzentration. Eine exemplarische Ka-
librationskurve ist in Abbildung 1.5 gezeigt.

* In kommerziellen ELISA-Kits wird hiufig eine lineare Kalibrierfunktion beschrieben. Dies ist meist durch eine
ungeniigende Anzahl von Kalibratoren bedingt, die lediglich den pseudolinearen mittleren Abschnitt der
sigmoidalen Kurve widerspiegeln. Vereinzelt wird auch die Anwendung von Linearisierungsmethoden, wie z.B.
der logit/log Transformation, empfohlen. Derartige Auswertungen sind aus verschiedenen Griinden fragwiirdig,
und werden in der vorliegenden Arbeit nicht verwendet.
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f(x): Signalintensitat

obere Asymptote: f(x) = A
1,5 N\ .
) ) N\ Testmittelpunkt: x = C
1 “.1X Steigung: B

1,0

0,5

untere Asymptote: f(x) = D
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0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

Kalibratorkonzentration x

Abbildung 1.5: Kalibrationskurve fiir einen kompetitiven ELISA bei photometrischer Messung.

Die Anpassung der Kalibrationskurve an die Messwerte erfolgt {iber die sogenannte 4-
Parameter-Funktion nach Rodbard (Dudley et al. 1985) (Gleichung 1.2).

A—D A — obere Asymptote
fx) = Y + D B — Steigung im Testmittelpunkt
1+ (j C — Testmittelpunkt

D — untere Asymptote
Gleichung 1.2: 4-Parameter-Funktion.

Im einzelnen kommen den Parametern verschiedene physikalische Bedeutungen zu. Parame-
ter A beschreibt als obere Asymptote den Messwert bei infinitesimal kleiner Kalibratorkon-
zentration. Parameter B beschreibt den Steigungswert der Funktion im Testmittelpunkt der
Kurve, physikalisch steht der Parameter B in Zusammenhang mit den beteiligten
Antikorperpopulationen. Im Falle monoklonaler Antiseren wird iiblicherweise ein B-Wert von
1 erzielt, synthetische Mischungen monoklonaler Seren sowie polyklonale Seren zeigen hier-
von abweichende B-Werte. Als Verallgemeinerung der 4-Parameter-Funktion kann Gleichung
1.3 zur Beschreibung mehrerer Antikdrperpopulationen aufgestellt werden.

) = Y S

Gleichung 1.3: 4-Parameter-Funktion fiir Mischungen individueller Antikdrperpopulationen. f™* ist die Linear-
kombination der einzelnen Kalibrationskurven, n beschreibt die Anzahl der Populationen, X, ist der Anteil der
einzelnen Population am Gesamtserum, f,n entspricht Gleichung 1.2 fiir die einzelnen Populationen.

Eine detaillierte Diskussion zu Parameter B findet sich auch bei Schiitz et al (1999). Der Test-
mittelpunkt selbst wird durch Parameter C beschrieben, der Wert entspricht einer Konzentra-
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tionsangabe auf der Abszisse. Parameter C kann als MaR fiir die Sensitivitit eines Assays
verwendet werden. Fiir den Sonderfall, dass Parameter D gegen Null strebt, ndhert sich Para-
meter C dem haufig in biologischen Inhibierungsassays verwendeten EC50-Wert an. Para-
meter D beschreibt in Analogie zu Parameter A als untere Asymptote das Verhalten bei maxi-
maler Kalibratorkonzentration.

Es ist zu beachten, dass im Falle nicht-kompetitiver Assays Parameter A und D vertauscht
sind, d.h. A beschreibt dann die untere Asymptote, D entsprechend die obere.

Die drei hier vorgestellten ELISAs fiir Ethinylestradiol unterscheiden sich jeweils im verwen-
deten Substratsystem (Tetramethylbenzidin oder Luminol) wie auch im verwendeten Tracer
(direktes Enzymkonjugat oder biotinyliertes Analytderivat). Zur besseren Vergleichbarkeit
werden die zugehorigen Kalibrationskurven daher normiert:

Y
Yy= = % 100

Gleichung 1.4: Normierungsfunktion. Yy ist die normierte optische Dichte bzw. die normierte relative
Lichtintensitdt, Y ist die gemessene optische Dichte bzw. die gemessene relative Lichtintensitét, A ist der Para-
meter zur Beschreibung der oberen Asymptote aus Gleichung 1.2.

Diese Art der Normierung zwingt die Kalibrationskurven zu konvergentem Verhalten im Be-
reich minimaler Kalibratorkonzentration, beeinflusst jedoch nicht das Kurvenverhalten im
Bereich hoherer Konzentrationen. Dies ermdglicht einen Vergleich der nicht-spezifischen
Bindung in den unterschiedlichen Assays. Unter nicht-spezifischer Bindung versteht man die
Adsorption des Tracers an das Material der Mikrotiterkavitdt, meist Polystyrol. Diese Wech-
selwirkung fiihrt zu einer Art "Sockel" der Kurve bei hohen Kalibratorkonzentrationen und
verengt den Messbereich. Im Vergleich zu anderen Normierungen, beispielsweise der soge-
nannten B/Bo-Methode (basierend auf einzelnen Blankmesswerten), ist das hier verwendete
Verfahren weniger anfallig fiir Messfehler, da zur Bestimmung von Parameter A die Gesamt-
heit der Kalibratormesswerte verwendet wird.

1.2.1.3. Selektivitat

Die Selektivitdt eines Immunoassays ist ein entscheidendes Kriterium fiir dessen Anwendbar-
keit. Das pauschale Argument, Immunoassays wiirden tendenziell zu falsch positiven Ergeb-
nissen fiihren, kann an Hand einer Diskussion der Selektivitit des betreffenden Assays diffe-
renzierter betrachtet und meist entkréftet werden.

Im Zusammenhang der Selektivitit eines Immunoassays ist zu unterscheiden zwischen
"shared reactivity" und eigentlicher "cross reactivity" (Berzofsky et al. 1981). "shared
reactivity" beschreibt das Phidnomen, dass unterschiedliche Antikdrperpopulationen eines
polyklonalen Serums verschiedene Affinitdten beziiglich eines Analyten haben. Unter eigent-
licher "cross reactivity" versteht man die Querempfindlichkeit (Kreuzreaktivitit) eines
Antikorpers fiir verschiedene Analyten. Schechter und Berzofskys Unterscheidung dieser bei-
den Mechanismen ist besonders im Vergleich von mono- und polyklonalen Seren von Bedeu-
tung. Im Rahmen dieser Arbeit ist mit Kreuzreaktivitit stets die mittlere Querempfindlichkeit
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des Assays gemeint’. Zur Berechnung der molaren Querempfindlichkeit wird das Verfahren
von Abraham verwendet (1969). Hierbei wird der Quotient der C-Werte (mol/L) der Refe-
renzsubstanz und der zu testenden Substanz gebildet. Dieser Quotient beschreibt die prozen-
tuale Querempfindlichkeit bezogen auf die Referenz (vgl. Gleichung 1.5).

CRzm*IOO%

Test

Gleichung 1.5: Berechnung der Kreuzreaktivitit CR. Cpegeren, 1St die EE2 Konzentration im Testmittelpunkt, Creg
ist die Konzentration der kreuzreagierenden Testsubstanz im zugehorigen Testmittelpunkt.

Uber die eigentliche Kreuzreaktivitit der Antikdrper hinaus ist das Verhalten des Assays
gegeniiber Matrixbestandteilen einer Realprobe bedeutsam fiir die Selektivitit. Unter Matrix-
bestandteilen versteht man eine Vielzahl verschiedener Stoffklassen. Bezogen auf die meist
sehr geringen Analytkonzentrationen einer Realprobe liegt diese Matrix stets im Uberschuss
vor. Abhingig von Zusammensetzung und Konzentration der Matrixbestandteile kann es zu
Beeintrachtigungen des Assays kommen. Es ist bekannt, dass die Bindung des Antikorpers an
Huminstoffe zu falsch positiven Ergebnissen fiihren kann (Ruppert et al. 1992). Typische, be-
sonders hiufig in Wasserproben vorliegende Huminstoffe sind makromolekulare Verbindun-
gen wie die Humin- und Fulvinsduren. Denkbar ist auch, dass es zu einer teilweisen Erken-
nung gebundener Riickstdnde kommt. In Analogie zur Bindung eines Antikorpers an Riickst-
tainde von gebundenen Pestiziden (Jahn et al. 1999) konnte dieser Effekt eventuell auch bei
Hormonen auftreten.’

Untersuchungen zu Selektivititseinbullen aufgrund von Matrixeffekten werden in dieser
Arbeit mit Hilfe von kommerziell erhéltlichen Huminstoffen durchgefiihrt. Hierbei wird an-
hand von Kalibratoren, die in einer Verdiinnungsreihe der Huminstoffe gemessen werden, der
Einfluss auf die Kalibrationskurve charakterisiert. Es ist allerdings zu beriicksichtigen, dass
die hier verwendete Huminséure zwar Ahnlichkeit mit Huminstoffen aus Realproben hat, mit
diesen jedoch nicht identisch ist.

1.2.1.4. Sensitivitat

Zentrale Anforderung an die hier vorgestellte Assayentwicklung ist die Ermdglichung beson-
derer Messempfindlichkeit im Konzentrationsbereich unterhalb von 1 ng/L. Von besonderer
Bedeutung ist daher eine Auseinandersetzung mit den der Sensitivitit zu Grunde liegenden
Mechanismen. Im folgenden Abschnitt werden insbesondere die Kinetik des Systems, Prinzi-
pien der Optimierung, sowie typische Kenndaten zur Beschreibung der Sensitivitét betrachtet.
AbschlieBend werden einzelne abweichende Verfahren diskutiert und ihre Schwéchen aufge-

> In einem chromatophischen Analyseverfahren entspriche diese Kreuzreaktivitit der Peakiiberlappung zweier
Analyten.

% Gebundene Riickstinde koénnten im Rahmen der Abwasserreinigung prinzipiell durch die Adsorption von
Hormonen an Belebtschlammflocken gebildet werden.
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zeigt. Die hier dargelegten Gleichungen und Rechnungen basieren auf Literaturangaben
(Zettner 1973; Zettner et al. 1974) und nur in Ausnahmefillen auf eigenen Experimenten. Es
erscheint allerdings sinnvoll, mit Betrachtungen zur Thermodynamik der Antikorper-Antigen
Wechselwirkung zu beginnen, um einen tieferen Einblick in die Thematik optimierter
Immunoassays zu gewinnen.

1.2.1.4.1 Das Massenwirkungsgesetz im ELISA

Die nachfolgenden Betrachtungen beruhen auf der vereinfachenden Annahme einer Formal-
Kinetik des Immunoassays. Das heif3it, dass eventuelle Grenzflacheneffekte an der Phasen-
grenze fest-fliissig vernachldssigt werden. Folglich sind alle aufgefiihrten Gleichgewichtskon-
stanten und kinetischen Konstanten lediglich formale Konstanten. Es wird weiterhin davon
ausgegangen, dass alle Reaktionen einer Kinetik 1. Ordnung folgen. Als dritte Randbedin-
gung wird angenommen, dass die Antikorper ein monovalentes Bindungsverhalten zeigen.
Diese Annahmen finden sich auch hidufig in Standardwerken zu Immunoassays und
ermoglichen eine vereinfachte Berechnung der ELISA Kinetik (Wild 2001). Abbildung 1.6
und Gleichung 1.6 zeigen die wichtigsten Reaktionsgleichungen und die zugehdrigen Formal-

Konstanten.
5 YT
+ _—_—
Y+T K,
k,
Y+A YA
k.,

Abbildung 1.6: ELISA-Reaktionsgleichungen. Y steht fiir den Antikorper, T fiir den Tracer und A fiir den
Analyten. YT und YA sind die jeweiligen Antikorper-Tracer bzw. Antikorper-Analyt Komplexe.

K, - ko _ [T
k, [Y][T]

k,  [YA]

KA
k,  [Y14]

Gleichung 1.6: Formal-Konstanten der ELISA-Reaktion. Kt und K, sind die Gleichgewichtskonstanten bezogen
auf den Tracer T und den Analyten A. k; ist die Assoziationskonstante des Tracers, k, entsprechend die Assozia-
tionskonstante des Analyten. k_; und k_, sind die entsprechenden Dissoziationskonstanten.

Die Gleichgewichtskonstanten Kt und K, werden unterschieden, da sich die Assoziations-
konstanten von Tracer und Analyt, sowie die zugehdrigen Dissoziationskonstanten jeweils
unterscheiden. Identitdt von Kt und K konnte nur im Falle identischer Liganden vorliegen,
dies lieBe sich jedoch allenfalls in einem Label-freien Assay realisieren, beispielsweise mit
Hilfe der Oberfldchenplasmonresonanzmethode. Die beiden Gleichgewichtskonstanten be-
schreiben das fiir alle Immunoassays entscheidende Kriterium von gebundenem zu freiem
Antikorper und Analyt (bzw. Tracer). Haufig findet man in der Literatur auch den Begriff
"Affinititskonstante"  zur  Beschreibung  dieser  Gleichgewichtskonstante.  Hohe
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Affinitatskonstanten bilden die Grundlage fiir Inmunoassays von maximaler Sensitivitdt. Ty-
pische Affinititskonstanten fiir Inmunoassays liegen in der GroBenordnung von 10 M. Lei-
der ist die theoretisch bedeutsame Affinititskonstante praktisch schwierig zu bestimmen. Dies
trifft insbesondere auf polyklonale Seren zu, wie sie in dieser Arbeit verwendet werden.
Obgleich heute neben klassischen Bindungstests auch die erwidhnten SPR-Techniken
verfiigbar sind, konnen keine eindeutigen Affinitdtskonstanten polyklonaler Seren bestimmt
werden. Die Ursache ist in der heterogenen Zusammensetzung dieser Seren zu sehen, da
Antikorperpopulationen hoher Affinitidt neben Populationen mittlerer oder geringer Affinitit
vorliegen. Dies fiihrt zu einer mittleren Affinitdt, welche allerdings nur bedingt die Situation
unter Testbedingungen beschreibt. Exemplarisch ist dies in der nachfolgenden Scatchard-
Auswertung ersichtlich (Ezan et al. 1991). Gleichung 1.7 zeigt die Herleitung des Scatchard-
Plots, Abbildung 1.7 verdeutlicht die Situation heterogener Affinitdten.

[Y4]

= und [YA]= x
[Y][4]
K= al . X = K[Y],-Kx
(4l =x)([Y], —x) [A]y —x
bzw.
Anal tgebunden
* - k. Analyt®™" " + K[Y],
Analyt”™

Gleichung 1.7: Herleitung des Scatchard-Plots aus dem Massenwirkungsgesetz. X ist die Reaktionslaufzahl, A,
und Y, sind die Anfangskonzentrationen von Analyt und Antikorper.

Bei einer Auftragung des Quotienten Analyt®™™" / Analyt™ gegen Analyt®™"*" erhilt man
theoretisch die Gerade der Steigung —K mit dem Abszissenabschnitt K[Y]o. Im Falle
polyklonaler Seren treten hier jedoch gekriimmte Kurven auf, die sich aus den {iberlagerten
Scatchard-Plots der individuellen Antikérperpopulationen ergeben.
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Uberlagerung
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An aly,[gebunden

Abbildung 1.7: Vereinfachter Scatchard-Plot eines polyklonalen Serums.

Die zur Berechnung des Scatchard-Plots verwendete Umformung des Massenwirkungsgeset-
zes impliziert bereits die Strategie zur Sensitivitidtsoptimierung kompetitiver Immunoassays.
Entscheidend fiir den Quotienten gebundener zu freier Analyt sind die Faktoren
Affinitatskonstante K und Antikérperkonzentration Y.

Maximale Sensitivitidt wird im Falle eines moglichst kleinen Quotienten erzielt. Anschaulich
entspricht dies einer Gleichgewichtslage, die bereits auf minimale Anderungen der Analyt-
konzentration reagiert. Gleichung 1.7 verdeutlicht, dass die Gleichgewichtslage durch die
Affinitatskonstante und die AntikOrperkonzentration gesteuert werden kann. Wiahrend die
Affinitdtskonstante eine integrale Eigenschaft des Antikorpers ist, kann die Konzentration
variiert und die Sensitivitdt optimiert werden. Eine sehr umfassende Diskussion des Zusam-
menhangs von Kinetik und Sensitivitédt findet sich bei Ekins, hier wird auch umfassend auf
den Effekt der Affinititslimitierung eingegangen (1989; 1990).

1.2.1.4.2 Affinitatslimitierung

Mit dem Begriff Affinitatslimitierung wird die Beobachtung beschrieben, dass die Verbesse-
rung der Assaysensitivitdit mit zunehmender Verdiinnung des Antikorpers durch die
Bindungsstirke des Antikorpers selbst begrenzt ist, das heiflt unterhalb einer bestimmten
Grenzkonzentration fiihrt zusitzliches Verdiinnen des Antiserums zu keiner weiteren Verbes-
serung der Sensitivitit. In Analogie zur Reduktion der Antikorperkonzentration fiihrt auch die
Verdiinnung des Tracers iliber den gleichen Effekt zu einer Grenzkonzentration, unterhalb
derer keine zusétzliche Verbesserung der Sensitivitdt mehr mdglich ist. In Abbildung 1.8 ist
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das Verhalten der Sensitivitdt als Funktion der Tracer- und Antikorperkonzentration darge-
stellt.

Sensitivitiat (mol/L)

Tracer (mol/L) 101 10-12 10" Antikorper (mol/L)

Abbildung 1.8: Affinitdtslimitierung der Assaysensitivitit. Die maximale Sensitivitit wird ab einer Konzentra-
tion des Tracers und Antikdrpers von ca. 10-11 mol/L erzielt.”

Im Zusammenhang mit der Affinititslimitierung ist ein kurzer Exkurs zu unterschiedlichen
Detektionsmethoden und Labelsystemen angebracht. Teilweise finden sich in der Literatur
und in den Applikationen kommerzieller Assayanbieter Angaben zu Substraten, die die
Sensitivitdt des beschrieben Immunoassays verbessern wiirden. Es ist jedoch offensichtlich,
dass die Art und Weise der Signalgenerierung keinen Einfluss auf die Sensitivitdt des Assays
haben kann. Lediglich unter der Bedingung, dass aufgrund zu geringer Signalintensitédt der
affinititslimitierte Bereich nicht erreicht werden kann, ist eine weitere Optimierung der
Assaysensitivitit durch Wechsel zu einem Label hoher Detektierbarkeit moglich.

Obgleich die Modelle und theoretischen Grundlagen zur Thermodynamik der Reaktionen
zwischen Antikorper und Analyt, bzw. Antikorper und Tracer sich in Bezug auf
Assaybedingungen und Verdiinnung der einzelnen Assaykomponenten als hilfreich erwiesen
haben, sind sie doch abhdngig von stark vereinfachten Annahmen hinsichtlich der
Assaykinetik. Neben den beschriebenen Randbedingungen werden mdgliche Konkurrenzreak-
tionen zur Antikorper-Antigen-Wechselwirkung ignoriert. Ein typisches Beispiel dieser paral-
lel ablaufenden Prozesse ist das Phdnomen nicht-spezifischer Bindung des Tracers an die
Oberfldache der Reaktionsgefille.

Die eigentliche Optimierung des Immunoassays muss daher experimentell durchgefiihrt wer-
den. Die Kenntnis der Modelle erleichtert hierbei wesentlich die Festlegung der optimalen
Reaktionsbedingungen. Eine Optimierung der Assaysensitivitdt mittels des Konzeptes der

" Bildnachweis: The Immunoassay Handbook, Nature Publishing Group, New York 2001, Seite 23.
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Affinitdtslimitierung ermoglicht es auch ohne Kenntnis von Affinitdtskonstanten und absolu-
ter Konzentrationen, eine maximale Sensitivitit zu erzielen.

1.2.1.4.3 Kenndaten

Zur Beschreibung der Immunoassaysensitivitdt haben sich verschiedene Konzepte unter-
schiedlicher Eignung und Giite etabliert. Ein unmittelbar vom Immunoassay abgeleitetes Kri-
terium ist der Testmittelpunkt des Assays, beschrieben als Parameter C aus Gleichung 1.2.
Parameter C basiert auf der Gesamtheit aller Kalibrationsmesswerte und beschreibt sehr gut
die Lage der Kalibrationskurve auf der Konzentrationsachse. Dies ermdglicht dem erfahrenen
Anwender eine direkte Bewertung des dargestellten Assays. Eine andere Definition von
Sensitivitdt beruht auf der Angabe des Signal-Rausch-Verhiltnisses. Diese Beschreibung der
Nachweisgrenze leitet sich ab von Kaisers spektrochemischen Arbeiten aus den 1960ern (Kai-
ser 1966) und hatte urspriinglich keinen Bezug zu sigmoiden Kalibrationskurven. In neueren
Arbeiten zur Definition von Nachweisgrenzen, sowie im offiziellen Kompendium der IUPAC
zur analytischen Nomenklatur, wird dieses Verfahren deutlich kritisiert® (ITUPAC 1998; Currie
1999). Obgleich umstritten, hat diese Methode dennoch, als Bestandteil einer DIN-Methode
(DIN V 38415-2, 1995), Eingang in die Rahmenbedingungen fiir selektive Immuntestverfah-
ren gefunden und ist als Quasi-Standard fiir Kenndaten zur Sensitivitét etabliert. In der vorlie-
genden Arbeit werden entsprechend obiger DIN-Richtlinie die Nachweisgrenze (LOD) als
dreifacher Signal-Rauschabstand und die Bestimmungsgrenze (LOQ) als zehnfacher Signal-
Rauschabstand berechnet.

Bedeutsamer als die Definition von Sensitivitdt mit Hilfe eines simplen Sicherheitsabstandes
zwischen tatsidchlichem Signal und Hintergrundrauschen sind Kenntnisse zur Fehlerbehaftung
der einzelnen Konzentrationsmessungen. Im Unterschied zu linearen Kalibrationskurven, wie
sie meist in chromatographischen Analyseverfahren vorliegen, kann allerdings an einer
gekriimmten Kalibrationskurve der normalverteilte Fehler des Signals nicht unmittelbar in
einen Fehler der Konzentration {ibertragen werden. Die Transformation der Messwerte durch
die 4-Parameterfunktion in Konzentrationswerte bedingt eine heteroskedastische’ Fehlerver-
teilung der Konzentrationswerte, d.h. es liegt eine "schiefe" Verteilung der Fehler vor.
Ausgehend von vergleichbaren Fehlerbetrachtungen hat Ekins seine Arbeiten zur Sensitivitit
von Immunoassays im Allgemeinen und zur Berechnung von Prézisionsprofilen im Speziellen
entwickelt (1981).

¥ "Lp [Lp bezeichnet hier die Nachweisgrenze] is not defined, however, simply as a fixed coefficient (2, 3, etc.)
times the standard deviation of a pure solution background. To do so can be extremely misleading." Zitiert nach
Currie et al. 1999. Nomenclature in evaluation of analytical methods including detection and quantification ca-
pabilities. Anal Chim Acta 391: 105.

? Statistisch korrekt beschreibt Heteroskedastizitit das Auftreten einer heterogenen Varianzverteilung; d.h. die
Streuungen der Varianzen mehrerer Stichproben um den jeweiligen Gruppenmittelwert ist verschiedenen Grund-
gesamtheiten zugehorig.
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Fiir den Fehler in der Konzentration gilt, dass er proportional der Standardabweichung der
Signalmessung ist und von der Steigung der Kalibrationskurve abhédngt (vgl. Gleichung 1.8).
Der Zusammenhang zur Kalibrationskurve bedingt die Transformation des Vertrauensberei-
ches.

Ac~ s und Ac~ ay

Cep2

Gleichung 1.8: Proportionalitét des Fehlers der Konzentration (Ac) und der Standardabweichung des Signalwer-
tes (s). Hierbei kann s auch dargestellt werden als erste Ableitung der Kalibrationskurve.

Fiir die 4-Parametergleichung (Gleichung 1.2) ergibt sich die erste Ableitung zu:

1-B B\ 2
dy _ B(D—A)_( cj ' H(CE_EZJ
dc g, C Cre2 C

Gleichung 1.9: 1. Ableitung zu Gleichung 1.2, cgg, entspricht hierbei x.

Der relative Fehler der bestimmten Konzentration, dessen Verlauf iiber die Konzentrations-
achse als Prézisionsprofil bezeichnet wird, ergibt sich dann durch die Berechnung der
Stiitzpunkte nach Gleichung 1.10.

Ac= a 100%
Crra 'dY/ deg,

Gleichung 1.10: Berechnung des Prazisionsprofils nach Ekins et al. (1981).

In Abbildung 1.9 sind exemplarisch die relative Standardabweichung s (in Prozent) und das
Prizisionsprofil einer typischen Kalibrationskurve dargestellt.

28



110 - 2,00

O
4 O
100 % '8
90
, 1 J150 —
E_s 80 9
< S 704 4125 2
o E ] 25 ¢
< 0 =
® N 60+ ©
» 5 : 4100°Q
S X 50- 3
2 o 1 ©
T 40 1075 &
28 | 7 °
25 30 Jos0 S
Eu 20 n
S = .
c@ : Jo2s
10 4
0 +/ f—— e T 0

RN | ' RARLM |
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
Konzentration EE2 [ug/L]

Abbildung 1.9: Beispiel eines Prézisionsprofils (gestrichelte Linie, Sterne) iiberlagert mit der zugehdrigen Kali-
brationskurve (durchgezogene Linie, Quadrate) und den jeweiligen Standardabweichungen (gepunktete Linie,
Kreise).

Im hier gezeigten Beispiel wird die typische Form eines Prizisionsprofils deutlich.
Vergleichsweise hohe relative Fehler liegen im niedrigen Konzentrationsbereich vor, gefolgt
von einem abgeflachten breiteren Abschnitt kleiner Fehler, {ibergehend in einen zweiten Ab-
schnitt groBBerer Fehler im Bereich der héheren Konzentrationen. Durch Wahl eines Schwell-
wertes flir den relativen Fehler, beispielsweise 20 %, kann der Messbereich festgelegt, und an
der zugehorigen Kalibrationskurve abgelesen werden.

Der wesentliche Vorteil des Prazisionsprofils liegt in der Moglichkeit iiber den Schwellenwert
des Fehlers eine Irrtumswahrscheinlichkeit fiir das Messergebnis anzugeben. Als Ergénzung
zur Beschreibung der Sensitivitdt mittels Nachweis- und Bestimmungsgrenze wird in dieser
Arbeit der Messbereich (analytical range) der Assays angegeben.

Neben den drei vorgestellten Konzepten zur Beschreibung der Assaysensitivitdt finden sich in
der Literatur teilweise deutlich abweichende Methoden zur Definition der Sensitivitét.
Uberwiegend basieren diese anderen Konzepte schlicht auf falschen Modellen, beispielsweise
auf der Beriicksichtigung des Steigungsparameters zur Beschreibung der Sensitivitéit (Yalow
et al. 1973; Wu et al. 2002). Teilweise kann aber auch eine gezielte Schonung der
Assaysensitivitdt in Betracht gezogen werden. Typisch sind hierbei Angaben zur Sensitivitat
anhand willkiirlich festgelegter relativer Signalintensititen (Goda et al. 2003; Hirobe et al.
2003) aber auch die Vermischung mit empirischen Werten wie der sogenannten Horwitz-
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Regel'’

, die zu einer Aufweichung der konservativen Sensitivititsberechnung nach Ekins fiih-
rt (Tschmelak et al. 2004a, b). Hierbei werden die Grenzen des Prizisionsprofils nicht mit
Hilfe eines maximal tolerierbaren Fehlers festgelegt, sondern {iber die beiden Schnittpunkte
von Prézisionsprofil und Horwitz-Kurve. Bedingt durch die Form der Horwitz-Kurve fiihrt
dies zu einer Absenkung der unteren Grenze des Messbereichs. Anschaulich betrachtet rutscht
die untere Grenze in den oberen asymptotischen Bereich der Kalibrationskurve. Kritisch be-

trachtet kann eine solche Korrekturrechnung nur als nicht seriés angesehen werden.

' Bei wiederholter Analyse eines Referenzmaterials oder dotierten Materials darf der Variationskoeffizient (CV,
coefficient of variation) zwischen Laboratorien unter Reproduzierbarkeitsbedingungen den mit der Horwitz-

Gleichung berechneten Wert nicht iiberschreiten. Diese Gleichung lautet: CV = 21=0:31g©) ; dabei ist C der
Massenanteil als Zehnerpotenz. Fiir Analytkonzentrationen unterhalb von 100 pg/L fiihrt die Horwitz-Gleichung
allerdings zu inakzeptabel hohen Werten. Zitiert nach Amtsblatt der Europdischen Gemeinschaft vom 12.8.2002
European Commission (2002). Commission Decision of 12 August 2002. Official Journal. L 221: 8.
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1.3. Motivation und Ziel der Arbeit

Bei der Bewertung der Umweltrelevanz natiirlicher und synthetischer Estrogene stellt
Ethinylestradiol die hormonell aktivste Verbindung dar und ist bereits in Konzentrationen von
0,1 ng/L wirksam (Sumpter et al. 1994).

Konzentrationsbestimmungen im unteren ppt-Bereich, bzw. im sub ppt-Bereich'!, werden
bislang ausschlielich mit apparativ aufwendigen massenspektrometrischen Verfahren
durchgefiihrt, beispielsweise mit GC-MS oder HPLC-MS. Eine routineméfige Detektion des
Ethinylestradiols wird wegen des vergleichsweise hohen Zeit- und Kostenaufwands dieser
Verfahren derzeit nicht durchgefiihrt. Da die Sensitivitit selbst modernster Tandem-MS Me-
thoden fiir eine direkte Messung des Ethinylestradiols nicht ausreichend ist, erfordern alle
GC-MS und HPLC-MS Verfahren eine vorgeschaltete Aufkonzentrierung der Proben. Fiir
einen Datensatz von beispielsweise 100 Wasserproben ergibe sich mit einem optimierten LC-
MS/MS Protokoll und einer typischen SPE-Anreicherung der Proben eine Messzeit von rund
4 Tagen (Ziihlke et al. 2005). Routinemessungen lassen sich mit diesen Methoden kaum
rechtfertigen und eine 6konomische Durchfiihrung der Bestimmung des Ethinylestradiols er-
scheint daher unmoglich.

Fiir eine solche Routine des Nachweises von Ethinylestradiol in Umweltproben ist ein alterna-
tives Messverfahren erforderlich, das zum einen eine wesentlich hohere Sensititvitdt (von
wenigen Nanogram pro Liter) besitzt und zum anderen auch deutlich -effizienter
durchzufiihren ist.

Beide Kriterien konnen grundsétzlich durch den Einsatz speziell optimierter Immunoassays
erfiillt werden, die mit deutlich geringerem Zeit- und Kostenaufwand eine Konzentrations-
messung im sub ppt-Bereich ermoglichen.

Derzeit verfligbare Immunoassays fiir Ethinylestradiol sind jedoch nicht, oder nur bedingt fiir
eine empfindliche Bestimmung von EE2 in Umweltproben geeignet. Meist wurden diese
Assays flir medizinische Anwendung entwickelt und sind fiir Konzentrationsmessungen in
Korperfliissigkeiten optimiert (Warren et al. 1974; Fotherby et al. 1981; Agasan et al. 1994;
Fitzpatick et al. 2003; R-Biopharm 2003). Die bekannten Assays zur Bestimmung von
Ethinylestradiol in Wasserproben besitzen keine akzeptablen Nachweisgrenzen (Coille et al.
2002; JapanEnviro Chemicals 2003). Diese Assays erfordern fiir die Bestimmung des
Analyten eine zusdtzliche Aufkonzentrierung der Proben und sind fiir Routinemessungen ent-
sprechend ungeeignet.

" Der untere ppt-Bereich umfaBt die Konzentration von 1-10 ng/L. Als sub ppt-Bereich werden entsprechend
geringere Konzentrationen, unterhalb von 1 ng/L bezeichnet.
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Ziel dieser Arbeit war daher die Entwicklung, Optimierung und Validierung von
Immunoassays zur empfindlichen Bestimmung des endokrinen Disruptors 17a-
Ethinylestradiol in Wasser.

Um Bestimmungen im 6kotoxikologisch relevanten sub ppt-Bereich zu realisieren, musste die
Nachweisgrenze der Assays drastisch abgesenkt werden, um eine direkte Messung des
Ethinylestradiols ohne zusédtzliche Aufkonzentrierung zu ermdglichen.

Unter dem Gesichtspunkt eines moglichen Routineeinsatzes der Assays wurde zudem ein
moglichst einfacher Ablauf der Messung angestrebt. Im Vergleich zu etablierten Methoden
sollte dadurch eine wesentliche Vereinfachung und Beschleunigung der Hormonbestimmung
erreicht werden.

Die Optimierung der Analysemethode orientierte sich an der spiteren Anwendung im Um-
weltbereich. Dabei erschien vor allem eine mogliche Beeintrichtigung der Assays durch
storende Komponenten der Probenmatrix als relevant. Die entwickelten Immunoassays wur-
den daher insbesondere hinsichtlich ihrer Stabilitét gegeniiber Huminstoffen charakterisiert.
Ein weiterer Aspekt der Optimierung war die Untersuchung der Selektivitit der
Immunoassays. Da in komplexen Matrizes, wie beispielsweise dem Ablauf einer Kldranlage
stets eine Mischung verschiedener Analyte, speziell auch verschiedener Steroidhormone vor-
liegt, war eine hohe Selektivitdt fiir Ethinylestradiol bedeutsam fiir die Anwendbarkeit der
Assays.

Ziel der Untersuchungen war zudem die Erprobung der Praxistauglichkeit der entwickelten
Immunassays. In einer Feldstudie wurde dazu das Verhalten der Assays gegeniiber den Matri-
zes verschiedener Realproben getestet. Die Proben wurden in mehreren FlieBgewédssern und
den Abldufen verschiedener Kldranlagen entnommen, die Ergebnisse wurden dabei durch ein
Referenzverfahren (LC-MS/MS) validiert.
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1.4. Material und Methoden

1.4.1. Pufferldsungen

Fiir die Durchfiihrung der Immunoassays werden verschiedene Puffer bendtigt. Zum Anset-
zen der Losungen wird stets Reinstwasser'” verwendet. Die im folgenden aufgefiihrten Men-
genangaben beziehen sich stets auf ein Volumen von 500 mL. Die Angaben der ersten Spalte
beschreiben einfach konzentrierte Gebrauchslosungen, die zweite Spalte enthdlt Angaben fiir
eine hoher konzentrierte Vorratslosung.

Zur Beschichtung der Mikrotiterplatten wird der Antikdrper im sogenannten Coating-Puffer
verdiinnt:

Tabelle 1.1: Coating-Puffer pH 9,6. Lagerung der Gebrauchslosung bei RT, Lagerung der Vorratslosung bei
4°C.

Konzentration  1x 10x
Na,COs3 0,80 g 795¢
NaHCO; 1,47 g 14,65 ¢
NaN3 0,10 g 1,0g

Zum Auswaschen der Kavitidten und Entfernung iiberschiissiger Reagenzien wird ein tensid-
haltiger Phosphatpuffer verwendet. Im folgenden wird dieser Waschpuffer als PBS 1" be-
zeichnet. Da von diesem Puffer ein groes Volumen benétigt wird, empfiehlt es sich, ein
Konzentrat, z.B 60-fach, anzusetzen.

Tabelle 1.2: PBS 1 — Wasch-Puffer pH 7,6. Lagerung bei 4 °C.

Konzentration 60x

KH2P04 2,95 g
Kaliumsorbat 32,66 g
Tween 20 15 mL

Die Antikorper-Tracer Wechselwirkung ist in einem physiologischen Assay-Puffer optimal.
Dieser Puffer wird hier mit dem Kiirzel PBS 2 bezeichnet.

12 Reinstwasser ist deionisiertes Wasser, welches mit Hilfe einer Milli-Q Anlage zusitzlich gereinigt wurde (in-
klusive UV-Bestrahlung und Filtration durch 0,2 pm).
1 PBS steht fiir phosphate buffered saline.
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Tabelle 1.3: PBS 2 — Assay-Puffer pH 7,6. Lagerung der Gebrauchslosung bei RT™.

Konzentration  Ix 5x

NaH,PO4H,O 0,78 g 390 g
Na,HPO42H,0 6,23 g 31,15 ¢
NacCl 425¢ 2125 ¢

In Anlehnung an PBS 2 wird die Bindung des biotinylierten Ethinylestradiols an das
Streptavidin-Peroxidase Konjugat ebenfalls in einem physiologischen Puffer durchgefiihrt.
Dieser PBS 3 leitet sich vom Assay-Puffer PBS2 ab und enthilt zusétzlich 0,5 %
Tween ™ 20. Durch diesen Zusatz wird die nicht-spezifische Bindung des Konjugats gemin-
dert.

Der fiir Substratreaktion benétigte Puffer basiert auf einer Citratlosung:

Tabelle 1.4: Citratlosung pH 4,0. Lagerung bei 4 °C

KH,-Citrat 25,59 g

Kaliumsorbat 0,05¢g

Der eigentliche Substratpuffer basiert auf einer Losung von stabilisiertem Tetramethylbenzi-
din (TMB) und Wasserstoffperoxid in Citratlésung (Frey et al. 2000).

Das TMB wird in Gegenwart von Tetrabutylammoniumborhydrid (TBABH) in Dimethyl-
acetamid (DMA) gelost. Das Hydrid verhindert eine vorzeitige Oxidation des TMBs, das
polare aprotisches Losungsmittel DMA verhindert eine Ausfillung des TMB bei langer Lage-
rung. In gemischter Form ist die Stabilitdt der Losung auf wenige Stunden begrenzt, getrennt
sind die Komponenten iiber Monate haltbar. In Tabelle 1.5 ist die Zusammensetzung der
TMB-Losung aufgefiihrt; Tabelle 1.6 beschreibt die Mischungsverhéltnisse der drei Kompo-
nenten.

Tabelle 1.5: Stabilisierte TMB-Ldsung. Tabelle 1.6: Substrat-Puffer.

TMB 9,86 g Citratlosung 21,0 mL
TBABH 2,11 ¢ Wasserstoffperoxid'> 8,3 pL
DMA 1000 mL TMB-Lo6sung 540,0 uL

Zur Lagerung des Tracers EE2 POD (direktes Enzymkonjugat) wird ein kommerzieller Puffer
verwendet (Guardian™, Perbio). Die Lagerung des Serums erfolgt in Gegenwart von 0,1 %
Natriumazid. Sowohl Tracer als auch Serum werden bei 4 °C gelagert.

' Bei Lagerung von PBS 2 bei 4 °C kommt es zur reversiblen Féllung der Phosphate.
1% Perhydrol, 30 %ig.
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1.4.2. Etablierung des Estradiol-Modellsystems

Das Estradiol-Modellsystem ist ein kompetitiver Immunoassay, basierend auf einem
Antikorper der von der Arbeitsgruppe Meyer (Forschungszentrum fiir Milch und Lebensmittel
Weihenstephan, Technische Universitit Miinchen) zur Verfiigung gestellt wurde (Meyer et al.
1990). Mit Hilfe dieses Antikorpers wurde in einer Vorstudie der neue Bio-LC E2 ELISA
entwickelt. Hierbei konkurriert das Estradiol der Probe (bzw. des Standards) mit einem syn-
thetisierten Molekiil, bestehend aus dem Steroidgeriist des Analyten, sowie einem mittels
einer Briicke gebundenem Biotinmolekiil, um die Bindungspldtze des Antikorpers. Das
biotinylierte Derivat des Analyten geht eine zweite Wechselwirkung mit dem Protein
Streptavidin ein und bindet dieses unter den gewéhlten Bedingungen irreversibel. Das
Streptavidin selbst ist wiederum an Meerrettichperoxidase gekoppelt und ermoglicht so die
Umsetzung eines geeigneten Substrates.

1.4.2.1. Synthese des Tracers:
3,17B-Dihydroxy-1,3,5(10)estratrien-6-on-(carboxymethyloxim)-
hydrazido-(e-biotinyl)-aminocapronamid (Bio-LC E2)

Die Synthese erfolgte mittels Aktivesterverfahren nach Tiefenauer et al. (1990). Zur Aufreini-

gung wurde eine quasi-priaparative HPLC-Methode ebenfalls nach Tiefenauer mit nachfol-

gender Koevaporation durch Toluen und abschlieBender Membranfiltration verwendet. Die

Ausbeute betrug 65 %. Bedingt durch die geringe AnsatzgroBe (6,3 umol) wurden keine

NMR-Untersuchungen zur Strukturaufklédrung durchgefiihrt.

1.4.2.2. Untersuchungen zur Bio-LC E2 Konzentration

Die Optimierung der Bio-LC E2 Konzentration im Modellsystem erfolgte hinsichtlich erziel-
ter Testmittelpunkte und Signalintensitdt. Hierzu wurden Kalibrationskurven des Analyten im
Konzentrationsbereich von 1 ng/L bis 1 mg/L, bezogen auf die E2 Kalibratoren, bei verschie-
denen Bio-LC E2 Konzentrationen ermittelt. Die Bio-LC E2 Konzentrationen wurden von
2,5 pmol/mL bis 1 nmol/mL variiert, die Inkubationszeit des Bio-LC E2 betrug 30 Minuten.
Testmittelpunkte und Signalintensititen ergeben sich aus der 4-Parameter-Gleichung nach
Rodbard (Gleichung 1.2).

1.4.2.3. Optimierung der Bio-LC E2 Inkubationszeit

Die Optimierung der Bio-LC E2 Inkubationszeit im Modellsystem erfolgte gleichfalls hin-
sichtlich erzielter Testmittelpunkte und Signalintensitdten. Hierzu wurden, dhnlich zur Unter-
suchung der Konzentration des Bio-LC E2, Kalibrationskurven des Analyten im Konzentra-
tionsbereich von 1 ng/L bis 1 mg/L unter Variation der Inkubationsdauer des Bio-LC E2 auf-
genommen. Die Konzentration des Bio-LC E2 betrug 100 pmol/mL, die iibrigen Testparame-
ter wie Konzentrationen weiterer Reagenzien und entsprechende Inkubationszeiten wurden
konstant gehalten.
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1.4.2.4. Untersuchungen zu Konzentration und Inkubationszeit des
Streptavidin-Peroxidase Konjugats

Im Biotin-Streptavidin-System sind die erzielten Extinktionswerte auch von der verwendeten

Konzentration, sowie der Inkubationszeit des Streptavidin-Peroxidase-Konjugats (SA/HRP)

abhédngig. Zur Optimierung von Konzentration und Inkubationszeit wurden Experimente mit

Konzentrationen von 1 bis 4 ng/ul und Inkubationszeiten von 15 bzw. 30 Minuten

durchgefiihrt.

1.4.2.5. Untersuchungen zum Blockingmittel

Das von Meyer et al. verwendete Protokoll sieht einen Blockingschritt mit Rinderserumalbu-
min (BSA) vor'®. Hierbei wird die Mikrotiterplatte nach der Beschichtung mit Antikdrpern
mit Albumin nachbeschichtet, um die nicht-spezifische Bindung von Meerrettichperoxidase
an die Wand aus Polystyrol zu verhindern. Es wurde untersucht, ob das verwendete BSA,
Fraktion V, durch preisgiinstigere Alternativen ersetzt werden kann. Hierzu wurden
Immunoassays mit einer Blockingzeit von 30 Minuten bei zwei unterschiedlichen Temperatu-
ren durchgefiihrt (20 °C und 37 °C). Als Blockingmittel kamen jeweils verschiedene Konzen-
trationen von BSA, Casein und Fisch-Gelatine zum Einsatz.

1.4.3. Entwicklung der Ethinylestradiol-Assays

Die drei Immunoassays Bio-LC EE2 ELISA, EE2 ELISA sowie EE2 CLEIA basieren auf
gemeinsamen Immunokomponenten. In allen drei Assays wird das gleiche Antiserum ver-
wendet. Im Bio-LC EE2 ELISA liegt zwar ein unterschiedliches Enzymsystem vor, die Si-
gnaldetektion anhand photometrischer Messung ist allerdings zum EE2 ELISA
ibereinstimmend. Die Varianten EE2 ELISA und CLEIA wiederum leiten sich vom gleichen
Tracer ab, verwenden jedoch verschiedene Substratsysteme (Tetramethylbenzidin oder
Luminol). Der CLEIA stellt hierbei eine Weiterentwicklung des ELISA dar.

Im folgenden sind grundlegende Arbeiten zum Aufbau und zur Entwicklung der drei EE2
Assays dargelegt. Eine Differenzierung der drei Systeme erfolgt erst im Rahmen der weiter-
gehenden Optimierung.

1.4.3.1. Immunisierung und Gewinnung von Antikorpern

Zur Gewinnung von Antiseren wurden zwei Kaninchen mit einem Proteinkonjugat des
Ethinylestradiols (EE2) immunisiert. Das Konjugat wurde kduflich erworben, bei den Kanin-
chen handelt es sich um "New Zealand White rabbits". Die gesamte Antikérperproduktion
wurde vom Anbieter "Eurogentec" durchgefiihrt und folgte einem Standardprotokoll.

' Prof. H.H.D. Meyer, personliche Mitteilung.
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Tabelle 1.7: Standardimmunisierungsprotokoll. Vor Beginn der Immunisierung werden zur Bestimmung des
bereits vorhandenen IgG-Titers Praiimmunseren entnommen und dienen im Rahmen der Immunisierung als Ne-
gativkontrolle zu den Proben die am Tag 38, 66 und 87 der Immunisierung entnommen werden. Injektionen des
Proteinkonjugats in Mischung mit Freund's Adjuvantien erfolgen zu den mit X gekennzeichneten Terminen.

Tag 0 14 28 38 56 66 87
Injektion |X X X X
Blutung |2 mL 2 mL 20 mL 50 mL

Zur Kontrolle des Immunisierungsfortschritts wurde ein direkter Immunoassay durchgefiihrt,
d.h. das bereits zur Immunisierung verwendete Proteinkonjugat von Ethinylestradiol wurde
zur Beschichtung von Mikrotiterplatten verwendet; Die in den Blutproben enthaltenen
Antikorper binden entsprechend ihrer Konzentration an das Proteinkonjugat und werden mit-
tels eines kauflich erworbenen Antikorper-Peroxidase Konjugats, welches an Kaninchen-
Antikorper bindet, detektiert.

1.4.3.2. Tracersynthesen

1.4.3.21 Synthese von 3,17B-Dihydroxy-1,3,5(10)-17ethinylestratrien-6-on-
(carboxymethyloxim)-hydrazido-(e-biotinyl)-aminocapronamid
(Bio-LC EE2)

Die Synthese folgte dem Protokoll eines biotinylierten Estradiolderivats nach Tiefenauer et al.
(1990). Zur Aufreinigung wurde eine neue priaparative HPLC-Methode entwickelt, da das von
Tiefenauer beschriebene HPLC-Protokoll nicht fiir die hier verwendete Ansatzgrofle von
52 umol geeignet ist. Hierzu wurde eine HPLC (Perkin-Elmer ISS200) umgebaut und ein
eigener post-column Split fiir den Eluenten konstruiert. Zur Elution wurde ein Gemisch von
Acetonitril und Wasser verwendet, jeweils mit Ammoniak auf pH 9 titriert. Die Elution folgte
einem Gradientenprofil mit einer Flussrate von 7 mL/min iiber eine préparative Prodigy ODS
Sdule (10 um, 250 mm x 21.2 mm; Phenomenex, Aschaffenburg). Schritt 0: 25% Acetonitril
fiir 5 Minuten / Schritt 1: 25-40% Acetonitril fiir 8 Minuten (Steigung: 1) / Schritt 2: 60-100%
Acetonitril fiir 12 Minuten (Steigung: 1) / Schritt 3: 100% Acetonitril fiir 10 Minuten / Ge-
samtlaufzeit: 35 Minuten mit anschlieBender Equilibrierung mit 25 % Acetonitril fiir 10 Mi-
nuten. Das Injektionsvolumen betrug stets 250 puL. des Reaktionsgemisches. Bedingt durch die
Eigenkonstruktion des Splits und das hohere Séulenvolumen ergab sich ein Totvolumen der
umgebauten HPLC von 49 mL. Das Reaktionsprodukt eluierte nach einer Retentionszeit von
11,5 Minuten. Ein zweiter Peak bei 17 Minuten konnte nicht identifiziert werden. Das Reak-
tionsprodukt wurde unter vermindertem Druck vom Eluenten befreit, zeigte jedoch signifikan-
te Verunreinigungen durch Abbauprodukte des C18-Materials, das sich im Eluenten gelost
hat. Zur Isolierung des Reaktionsprodukts wurde das Sdulenmaterial mehrmals mit Methanol
gewaschen, abschliefend das Methanol unter vermindertem Druck evaporiert. Das braune
Reaktionsprodukt zeigte eine dlartige Konsistenz. Man erhielt 19,99 mg, entsprechend einer
Ausbeute von 52 %.
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Zur Strukturaufklirung wurden NMR- und massenspektroskopische Untersuchungen
durchgefiihrt. Zur Verwendung im Immunoassay wurde eine Stammldsung in Methanol ange-
setzt (¢ = 10 pmol/mL).

NMR-Spektroskopie: 'H-NMR: Bruker AM 300 MHz, *C-NMR: Bruker AM 300 75 MHz;
Die NMR-Spektren wurden bei 25 °C aufgenommen. Chemische Verschiebungen (8) sind in
ppm angegeben und bezichen sich auf Tetramethylsilan ("H-/">C-NMR) als Standard. Fiir die
'"H-/"*C-NMR-Spektroskopie diente das verwendete Losungsmittel (fir 'H-NMR dessen
undeuterierter Restgehalt) als interner Standard. Als Losungsmittel wurde d;-MeOH verwen-
det. Massenspektren: FAB-positiv. Modus: Concept 1H der Firma Kratos mit m-
Nitrobenzylalkohol (mNBA) als Matrix.

1.4.3.2.2 Kopplung von 3,173-Dihydroxy-1,3,5(10)-17ethinylestratrien-6-on-
(carboxymethyloxim) an Meerrettichperoxidase (EE2-POD)

Die Kopplung an Meerrettichperoxidase (POD) erfolgte in Analogie zu einer von Munro et al.
(1984) publizierten Synthese fiir entsprechende Konjugate des Progesterons. Das EE2 Derivat
(0,958 mg) wurde in Gegenwart von 0,4 pL N-Methylmorpholin in 50 uL N,N-
Dimethylformamid (DMF) bei —15 C unter Schutzgas aktiviert. Nach dreiminiitigem Riihren
wurde die Losung tropfenweise zu einer POD-Losung (2,5 mg) in einem Gemisch bestehend
aus 25 pL Wasser und 15 uL. DMF bei ebenfalls —15 °C pipettiert. Die rotliche Losung wurde
iber eine Stunde geriihrt und langsam auf 0 °C erwédrmt, das Riihren wurde bei 0 °C fiir zwei
weitere Stunden fortgesetzt. Anschlieend wurde der Ansatz vollstindig auf eine mit TBS-
Puffer (pH 7,5; 0,1 M Tris; 0,15 M NaCl) konditionierte Sephadex G-25 Sdule gegeben. Zur
Eluation wurde gleichfalls der TBS-Puffer verwendet. Es wurden Fraktionen zu je 4 Tropfen
in einer Mikrotiterplatte gesammelt; die Identifikation des Konjugats erfolgte photometrisch
anhand der Absorption der Peroxidase bei 405 nm (vgl. Abbildung 1.10). Zur Stabilisierung
wurde eine 1:1 Mischung des Konjugats mit kommerziell erworbenem Stabilisierungspuffer
(Guardian™, Perbio) verwendet.
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Abbildung 1.10: Gelchromatographie des POD-Konjugats von Ethinylestradiol. Die Ordinate ist in Einheiten
relativer optischer Dichte skaliert. Konditionierung mit 200 mL Tris-Puffer, Probe: 1,1 mL Konjugat, Elution
mit Tris-Puffer, RT, Fraktionierung: 4 Tropfen pro Kavitit (ca. 200 pL).

1.4.3.3. Verdiinnung von Antikorper und Tracer bzw. Antikorper und
Biotinderivat

1.4.3.3.1 Checkerboard-Titration

Es wurde eine sogenannte Checkerboard-Titration durchgefiihrt, um geeignete Verdiinnungen
von Antikérper und Tracer (EE2-POD) zu ermitteln. Hierbei wurde entlang der einen Kante
der Mikrotiterplatte der Antikdrper, entlang der sich anschlieBenden Kante der Tracer in ab-
gestuften Verdiinnungen aufgetragen. Es resultierte daraus ein schrig iiber die Platte verlau-
fender Gradient der Reaktionskomponenten, der es leicht ermdglichte, eine geeignete Kombi-
nation der Verdiinnungen zu wihlen. Als Kriterium diente das Erreichen eines moglichst ho-
hen Extinktionswertes bei mdglichst starker Verdiinnung beider Reagenzien. Als Ausgangs-
punkt fiir folgende Experimente ergab sich eine Antikdrperverdiinnung von 1:50.000 und eine
Verdiinnung des Enzymkonjugats von 1:25.000.

1.4.3.3.2 Immunchemische Charakterisierung des Bio-LC EE2 Derivats

Zur Beschreibung des Bio-LC EE2 Derivats wurde zusétzlich zur strukturellen Charakterisie-
rung mittels NMR und Massenspektrometrie eine Untersuchung mittels ELISA durchgefiihrt.
Da die Verdiinnung des Antiserums anhand der vorhergehenden Titration abgeschdtzt werden
konnte, wurde keine Checkerboard-Titration durchgefiihrt, sondern direkt vollstindige Kali-
brationskurven aufgenommen. Die Antikorperverdiinnung betrug hierbei 1:20.000 (200 pL
pro Kavitdt, Beschichtung iiber Nacht), Ethinylestradiol diente als Standard (100 puL pro
Kavitét, Vorinkubationszeit: 30 Minuten), Bio-LC EE2 selbst wurde in den Konzentrationen
1,0 und 0,5 pmol/mL eingesetzt (jeweils 100 uL pro Kavitit, Inkubationszeit: 30 Minuten).
Das Streptavidin-Peroxidase Konjugat wurde in der Konzentration 1 ng/puL eingesetzt (Inku-
bationszeit: 15 Minuten), die Entwicklungszeit der Substratreaktion betrug 15 Minuten.
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1.4.3.4. Untersuchungen zur Kreuzreaktivitat des Antiserums

Es wurde eine umfassende Studie zur Charakterisierung der Kreuzreaktivititen des Antise-
rums durchgefiihrt. Hierzu wurden Verdiinnungsreihen der einzelnen zu untersuchenden Stof-
fe in Wasser angesetzt. Mit Ausnahme des zur Immunisierung verwendeten BSA-Konjugates
wurde von allen kreuzreagierenden Stoffen zuvor eine methanolische Stammldsung angesetzt,
und diese anschlieBend weiter verdiinnt. Der Methanolgehalt innerhalb der
Verdiinnungsreihen lag bei hochstens 0,25 %. Zur Berechnung der molaren Kreuzreaktivitat
wurde Gleichung 1.5 angewendet.

Im einzelnen wurden die folgenden Substanzen untersucht: Estron, Estradiol (E2), Estriol
(E3), E2-3-Glucuronid, E2-3-Sulfat, E2-17-Sulfat, E2-17-Glucuronid, EE2-3-Glucuronid,
EE2-3-Sulfat, EE2-17-Glucuronid, EE2-6-CMO (Edukt der Tracersynthese), EE2-6-
CMO:BSA-Konjugat (Immunogen)."”’

1.4.3.5. Untersuchungen zu Matrixeffekten

Die Beeinflussung der drei EE2 Assays durch Matrixkomponenten wurde in der vorliegenden
Arbeit mit Hilfe einer kommerziell erhiltlichen Huminsdure (Carl Roth, Karlsruhe) unter-
sucht. Hierzu wurden Standardreihen von Ethinylestradiol in Losungen verschiedener
Huminsduregehalte erstellt und im Bio-LC EE2 sowie EE2 Assay untersucht. Eine gesonderte
Untersuchung im EE2 CLEIA wurde nicht durchgefiihrt, da mogliche Wechselwirkungen mit
Matrixkomponenten einer Probe lediglich Antikorper und Enzym betreffen, nicht aber das
Substratsystem. Die Huminsdurekonzentrationen variierten zwischen 0,2 und 10 mg/L. Es ist
zu beachten, dass Huminstoffe aus Realproben ein zu der hier verwendeten Huminsédure ab-
weichendes Verhalten zeigen konnen. Diese spezielle Huminsdure wurde jedoch schon
hdufiger als Modellsubstanz zur Charakterisierung von Matrixeffekten verwendet (Deng et al.
2003).

1.4.3.6. Untersuchungen zu organischen Losungsmitteln

Organische Losungsmittel konnen als Eluent wihrend einer Probenaufarbeitung oder als
Solvent im Rahmen einer Probenanreicherung in einer Immunoassayanalyse auftreten. Da die
Antikorper-Antigen-Bindung auch vom Medium der Reaktion beeinflusst wird, ist es von
Bedeutung den Einfluss organischer Losungsmittel zu quantifizieren. Hierzu wurde der Ein-
fluss von Aceton, Acetonitril und Methanol auf den Bio-LC EE2 sowie EE2 Assay unter-
sucht. In Anlehnung an die Studie zu Matrixeffekten wurde auch hier der EE2 CLEIA nicht
gesondert untersucht. Im Einzelnen wurde eine Standardverdiinnungsreihe von EE2 in
wiassrigen Mischungen unterschiedlicher Losemittelgehalte untersucht. Der Gehalt der Los-
sungsmittel lag zwischen 5 und 40 %.

"7 Die zur Beschreibung der Metabolite von Estradiol und Ethinylestradiol verwendete Nomenklatur
berticksichtigt die Position des Substituenten am Steroidgrundgeriist. Position 3 befindet sich am Ring A (unten
links), Position 17 im Ring D (oben rechts). An beiden Positionen sind im nativen E2, bzw. EE2 die
Hydroxygruppen gebunden.
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1.4.4. Differenzierung und Optimierung der EE2 Assays

Ausgehend von den durch Checkerboard-Titration und immunchemischer Charakterisierung
des biotinylierten EE2 Derivats ermittelten Konzentrationen fiir Antikérper und Tracer (EE2
POD bzw. Bio-LC EE2) wurden weiterfiihrende Untersuchungen zur Verbesserung des Test-
mittelpunkts C unternommen. Die Strategie dieser Optimierung ist an den Grundsétzen der
Affinitétslimitierung orientiert, d.h. eine stirkere Verdiinnung von Antikdrper und Tracer geht
mit einer verbesserten Sensitivitdt einher.

1.4.41. Bio-LC EE2 ELISA

Die Optimierung des Bio-LC EE2 ELISA wurde unter der Bedingung vordefinierter Inkuba-
tionszeiten durchgefiihrt. Ziel dieses Vorgehens war es, eine eventuelle Automatisierung des
Assays mit Hilfe einer Pipettierstation zu ermdglichen. Unter Beriicksichtigung dieser Vorga-
be wurden alle Inkubationszeiten auf 30 Minuten festgelegt.

Die optimale Konzentration des Bio-LC EE2 Derivats wurde mittels einer Verdiinnungsreihe
bestimmt, die Konzentration des Derivats wurde hierbei von 250 bis 0,001 pmol/mL variiert.
Die Antikorperverdiinnung betrug stets 1:50.000, bei einem Volumen von 200 pL pro
Kavitdt. Das Volumen der Ethinylestradiolstandards und das Volumen der Bio-LC EE2
Losung waren stets 100 uL pro Kavitdt. Das Streptavidin-Peroxidase Konjugat hatte eine
Konzentration von 50 ng/mL und wurde entsprechend der Antikdrperbeschichtung mit einem
Volumen von 200 pL pro Kavitit verwendet. Analog betrug das Volumen der Substratlosung
nach Frey und Mitarbeitern (2000) ebenfalls 200 pL pro Kavitit.

14411 Studien zur Signalamplifikation

Im Bio-LC EE2 ELISA wurden unterschiedliche Enzymkomplexe zur Signalamplifikation
verwendet. Der an das Biotin bindende Enzymkomplex, bestehend aus Streptavidin und Per-
oxidase, wurde hierbei ersetzt durch einen Komplex, bestehend aus Avidin und biotinylierter
Peroxidase (Vectastain Elite ABC Kit'™, Vectorlab). Dies fiihrt zu einer hheren Enzymdich-
te pro Molekiil biotinylierten Ethinylestradiols und somit zu einem verstarkten Signal (Hsu et
al. 1981).

Der amplifizierte Assay wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: Antikorper
1:50.000, 200 puL pro Kavitit, Beschichtung iiber Nacht, Standards 100 pL pro Kavitét, 30
Minuten Vorinkubation, biotinyliertes EE2 0,025 pmol/mL, 100 pL pro Kavitit, 5 Minuten
Inkubation, Vectastain Elite ABC Kit™ 40 pL pro mL PBS 3 (entsprechend der Hersteller-
empfehlung), 200 uL pro Kavitit, 30 Minuten Inkubation, TMB-Substrat 200 pL pro Kavitit,
30 Minuten Entwicklung.

1.4.4.2. EE2 ELISA

Die Optimierung des EE2 ELISA verlief in zwei Schritten. Zunédchst wurden in Anlehnung an
den Bio-LC EE2 ELISA alle Inkubationszeiten auf 30 Minuten festgelegt. Unter diesen Be-
dingungen wurde {iber eine Verdiinnungsreihe des Tracers der affinitdtslimierte Bereich des
EE2 ELISA definiert. Die Randbedingungen dieser Studie sind sehr dhnlich zur Optimierung
des Bio-LC EE2 ELISA. Die Verdiinnung des Antiserums wurde auf 1:50.000 festgelegt, das
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Volumen pro Kavitit betrug zundchst 100 uL, Standards wurden mit einem
Kavitdtenvolumen von 100 pL fiir 30 Minuten vorinkubiert. Das Volumen der Tracerlosung
betrug 100 uL pro Kavitédt. Unterschiedlich zum Bio-LC EE2 System konnen hier jedoch kei-
ne absoluten Konzentrationen angegeben werden, stattdessen werden relative Verdiinnungen,
bezogen auf das aufgereinigte Produkt der Tracersynthese, angegeben (vgl. Abbildung 1.10).
Fiir die Substratreaktion wurde auch hier das TMB-System in der Variante nach Frey verwen-
det (2000).

Der zweite Schritt der Optimierung des EE2 ELISA verlief unabhédngig von etwaigen Restrik-
tionen der Inkubationszeit und war auf die manuelle Anwendung des Assays ausgerichtet. Es
wurde zundchst die Inkubation des Tracers von 30 auf 10 Minuten verkiirzt und das Volumen
der Antikorperverdiinnung auf 200 pL pro Kavitit erhoht. Mit Hinblick auf eine spétere Mes-
sung angereicherter Proben wurde zusitzlich das Medium der Kalibratoren von 100 %
wissrig auf eine 5 %ige Methanolldsung in Wasser umgestellt. Im Rahmen einer Festphasen-
extraktion werden die angereicherten Proben meist mit Hilfe eines organischen Losungsmittel
eluiert. Entsprechend enthalten diese Extrakte einen bestimmten Anteil Losungsmittel, bei-
spielsweise 5 % bei einer 1:20 Verdiinnung des reinen Methanolextrakts.

1.4.4.3. EE2 CLEIA

Ausgehend vom EE2 ELISA mit zehnminiitiger Tracerinkubation wurden mit Hilfe eines
Luminol-Substrates (Supersignal femto™, Perbio) chemilumineszenzbasierte Messungen an
einem Lumineszenzphotometer durchgefiihrt. Mit dem Ziel der Sensitivitétssteigerung wur-
den hierbei wesentliche Verdnderungen am Protokoll des EE2 ELISA vorgenommen.
Insbesondere die Verdiinnungen von Antikoérper und Tracer wurden in Anlehnung an die in
Abbildung 1.8 aufgezeigten Trends deutlich erhoht. Die Antikorperverdiinnung wurde auf
1:200.000 erhoht, die Verdiinnung des Tracers von 1:50.000, iiber 1:250.000 auf 1:500.000.
Ergénzend zur direkten Entwicklung des EE2 CLEIA wurden begleitende Untersuchungen
mit dem EE2 ELISA durchgefiihrt. In einer vereinfachten Studie zum Affinititslimit wurde
der Einfluss der Inkubationszeit auf Nachweisgrenze und Signalstirke erfasst. Hierzu wurde
bereits die stirkere Antikorperverdiinnung von 1:200.000 verwendet, jedoch noch die
herkdmmliche Tracerverdiinnung von 1:50.000 und das TMB-basierte Substrat des EE2
ELISA. Die Inkubationszeit des Tracers wurde von zehn Minuten auf bis zu drei Stunden va-
riiert. Ausgehend von diesen Experimenten wurden Vergleichsmessungen der Substratsyste-
me auf Luminol bzw. TMB-Basis durchgefiihrt und die Detektion anschlieBend vollstéindig
auf Chemilumineszenz umgestellt. Es folgte die beschriebene schrittweise Verdiinnung des
Tracers auf 1:500.000, die letztendlich zur Entwicklung des EE2 CLEIA fiihrte.

Der EE2 CLEIA wurde unter den folgenden Bedingungen durchgefiihrt: Antikorper
1:200.000, 200 pL pro Kavitdt, Beschichtung {liber Nacht, Standards 100 pL pro Kavitét, 10
Minuten Vorinkubation, Tracer 1:500.000, 100 pL pro Kavitit, 10 Minuten Inkubation, Sub-
strat 200 pL (nach Herstellerempfehlung). Lumineszenzmessungen wurden vor der Substrat-
zugabe (Blankwert der Platte), unmittelbar danach und nach einer Inkubationszeit von drei
Minuten durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde die Differenz von dritter zu erster Messung
verwendet. Fiir die Durchfilhrung dieser Messungen war es notwendig weille

42



Mikrotiterplatten zu verwenden, transparente Platten sind aufgrund unerwiinschter Streueffek-
te fiir Lumineszenzmessungen nicht geeignet.

1.4.5. Feldstudie

Der EE2 ELISA und EE2 CLEIA wurden im Rahmen einer Feldstudie untersucht. Hierzu
wurden Wasserproben aus Oberflaichengewissern und Klédranlagenabfliissen genommen und

ihr Gehalt an EE2 mit Hilfe der beiden Immunoassays sowie einem etablierten instrumentel-
len Verfahren (LC-MS/MS) (Ziihlke et al. 2004) bestimmt.

1.4.5.1. Probennahme

Die Probennahme erfolgte im Januar und Februar 2005, in der Region Bonn sowie im
nordlichen Teil von Rheinland-Pfalz. Die Proben wurden in braunen Glasflaschen transpor-
tiert und bei 4 °C gelagert. Die Aufarbeitung und Analyse der Proben wurde am Folgetag
durchgefiihrt, die maximale Lagerdauer der Proben betrug 24 h.

Blankenheim Ohlenhard
. 2

Diimpelfeld

Koblenz

Abbildung 1.11: Kartenausschnitt der Probennahmeorte.

Oberfldchenwasser wurde in Stichproben aus den Fliissen Rhein (bei Bonn), Agger (bei Loh-
mar) und Ahr (bei Blankenheim sowie Diimpelfeld) entnommen. Jede der Probennahmestel-
len ist anthropogen beeinflusst, meist durch einleitende Kldranlagen in unmittelbarer Néhe.
Eine Ausnahme bildet die Stichprobe aus Blankenheim, die sehr quellnah, allerdings inner-
halb der Stadt genommen wurde.

Die beprobten Kliranlagen spiegeln sowohl ldndliche, als auch stiddtische Einzugsgebiete wi-
der. Eine stddtische Ausprigung mit geringem industriellen Anteil liegt in den vier
Klédranlagen der Stadt Bonn vor (vgl. Tabelle 1.8). Eher landwirtschaftlich beeinflusst sind die
Klédranlage Diimpelfeld, Blankenheim, Ohlenhard und Altenrath (Tabelle 1.9).
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Tabelle 1.8: Details zu den Kldranlagen der Stadt Bonn. *Das Einzugsgebiet der Anlage Duisdorf hat eine eher
landliche Ausprigung. Nur 42 % des Abwassers stammen aus Bonn selbst, 58 % werden aus angrenzenden,
landwirtschaftlich gepragten Gemeinden eingeleitet.

Bad Godesberg Beuel Duisdorf Salierweg
Typ mechanisch- mechanisch- mechanisch- mechanisch-

biologisch biologisch biologisch biologisch
Einwohner- 110.000 72.000 30.000 307.000
Gleichwerte
;bfg{‘s[izﬁ'ﬁg_l] 31.995 17.118 9.445 66.324
Einzugsgebiet stddtisch stddtisch landlich* stddtisch
Reinigungsprozesse

Siebung Siebung Siebung Siebung Sand-
Mechanisch Sandfang Sandfang Sandfang fang

Olabscheider ~ Olabscheider Olabscheider Olabscheider
Biologisch Belebtschlamm  Belebtschlamm  Belebtschlamm  Belebtschlamm
P-Fillung ja ja ja ja
Tabelle 1.9: Details der landlich geprégten Klaranlagen.

Altenrath Blankenheim Diimpelfeld Ohlenhard
Typ Pflanzenklar- mechanisch- mechanisch- Kliirteiche

anlage biologisch biologisch
Binwohner- 150 4500 12.000 150
Gleichwerte
;"f;i‘s[ielﬁ fagl] 12 3.200 3.500 21
Einzugsgebiet landlich landlich landlich landlich
Reinigungsprozesse

Siebung Siebung
Mechanisch Siebung Sandfang Sandfang Siebung
Olabscheider Olabscheider
Beliiftung
Biologisch Beliiftung Belebtschlamm  Belebtschlamm  saisonale Entlee-
rung

P-Fillung keine keine Angaben  keine keine

Unterschiede bestehen auch in der Bauart der einzelnen Kldranlagen. Die Anlagen Ohlenhard

und Altenrath sind Pflanzenkléranlagen, wobei erstere in Form eines Klirteiches ohne Be-

wuchs betrieben wird, in Altenrath hingegen ein moglichst dichter Bewuchs mit Schilfgras

(Phragmites australis) angestrebt ist. Die Anlagen in Bonn, Blankenheim und Diimpelfeld

sind konventionelle dreistufige Kldranlagen.
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1.4.5.2. Anreicherungsmethode

Fiir Messungen mit dem EE2 ELISA wurden je 500 mL einer Wasserprobe mittels Festpha-
senextraktion angereichert. Die verwendete Anreicherungsmethode basiert auf zwei literatur-
bekannten Protokollen (Quintana et al. 2004; Ziihlke et al. 2005):

Tabelle 1.10 Protokoll der SPE-Methode zur Anreicherung der Wasserproben.

1. Filtrieren der Proben durch Papier-Faltenfilter

2. Filtrieren der Proben durch Glasfaserfilter (GF 8)

3. Einstellen von pH 7, Portionieren der Proben in 500 mL Aliquots, Versetzen mit
2,5 mL Methanol,

4. SPE Séulen (Strata X, Phenomenex) konditionieren mit 2 x 4 mL Methanol und
2 x 4 mL MilliQ-Wasser / Methanol (0,5 %)

5. Durchsaugen der Proben mit angelegtem Unterdruck von 650 mbar (5,5 mL/min), Ab-
stimmen der einzelnen Sdulen aufeinander

6. Nachspiilen der Probengefifle mit 10 mL deionisiertem Wasser

7. Waschen der Séulen bei 650 mbar Unterdruck

a) 2 x 5 mL Methanol / MilliQ-Wasser (1:1)
b) 2 x 5 mL Aceton / MilliQ-Wasser (1:2)
¢) 2 x 5 mL Hexan

8. Trocknen der Saulen unter Stickstoff

9. Elution mit 2 x 3,5 mL Methanol

10. Abblasen des Methanols mit Stickstoff {iber einem Wasserbad (40 °C)

11. Aufnehmen in 500 uL Hexan / Aceton (65:35, v/v)

12. Adsorptionschromatographie der Losung aus 11. an 500 mg Silicagelsdulen, Saulen
vorher mit 2,5 mL Hexan / Aceton (65:35, v/v) konditionieren; Reagenzglas mit 8 mL
Hexan / Aceton (65:35, v/v) nachspiilen und kurzzeitig in Ultraschallbad, diese 8 mL
ebenfalls eluieren

13. Eindampfen der Losung mit Stickstoff {iber einem Wasserbad

14. Aufnehmen in 500 uL Methanol und Einlagerung bei 4° C

Im Rahmen der Anreicherung wurde eine Aufkonzentration um den Faktor 1000 erzielt, zur
Durchfiithrung der ELISA Messung wurde dieser rein methanolische Extrakt allerdings 1:20
auf einen 5%igen Methanolgehalt verdiinnt. Entsprechend betrug die "Netto"-Anreicherung
50. Die Extrakte wurden jeweils unmittelbar vor der Messung mit Reinstwasser verdiinnt.

Die Wiederfindung der Anreicherungsmethode wurde mit Hilfe dotierter Proben bestimmt.
Einzelne Proben wurden hierzu aliquotiert und mit 3, 6 bzw. 9 ng/LL EE2 dotiert. Die dotierten
Proben wurden mit einfacher Wiederholung je Dotierungsstufe angereichert und gemessen,
ebenso wurde die originale Probe ohne EE2-Zusatz behandelt. Aus den Werten jeder Dotie-
rungsstufe wurden der Mittelwert und die Standardabweichung errechnet. Uber die Mittelwer-
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te wurde eine lineare Regression durchgefiihrt, wobei eine Gewichtung der Mittelwerte
abhéngig von ihren Fehlern vorgenommen wurde.

1.4.5.3. Referenzmessungen

Referenzmessungen wurden in Kooperation mit dem Institut fiir Hygiene und Offentliche
Gesundheit der Universitit Bonn durchgefiihrt. Die verwendete LC-MS/MS Methode stellt
eine Adaptation bereits beschriebener Verfahren dar (Ziihlke et al. 2005). Zur Messung der
einzelnen Proben wurde stets ein Aliquot von 500 mL verwendet, die Aufarbeitung dieser
Proben wurde gleichfalls vom Referenzlabor durchgefiihrt. Nach Korrektur der Messwerte
mit Hilfe der Surrogatstandards ds-Estron und d4-Estradiol ergab sich, basierend auf einem
Signal-Rauschverhiltnis von drei, die Nachweisgrenze von EE2 zu 0,3 ng/L.
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1.5. Ergebnisse

1.5.1. Das Estradiol-Modellsystem

1.5.1.1. Tracersynthese

Die Synthese des Bio-LC E2 Derivates konnte sehr gut reproduziert werden. Die nur befriedi-
gende Ausbeute von 64,9 % war auf Nebenreaktionen mit Luftfeuchtigkeit, die aufgrund nicht
eingesetzter Schutzgastechnik die Reaktion beeintrachtigte, sowie die aufwendige Aufreini-
gung mittels HPLC und Membranfiltration, zurlickzufithren. Die Charakterisierung des Bio-
LC E2 Derivates erfolgte im Rahmen des Immunoassays, strukturanalytische Untersuchungen
wurden nicht durchgefiihrt.

1.5.1.2. Testentwicklung

Die Untersuchungen zur optimalen Konzentration des Bio-LC E2 beziiglich akzeptabler Ex-
tinktionswerte im Bereich von OD =1 und geringer Testmittelpunkte als MaB fiir die Nach-
weisempfindlichkeit fiihrte erwartungsgemill zu einem Kompromiss zwischen optischer
Dichte und Testmittelpunkt.

Details zu den Untersuchungen sind in Abbildung 1.12 dargestellt.
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Abbildung 1.12: Abhéngigkeit der Signalintensitit [OD] und des Testmittelpunkts von der Bio-LC E2 Konzen-
tration. Alle Kalibrationskurven wurden durch mehrfache Replikate auf unterschiedlichen Mikrotiterplatten
erhalten, die Messpunkte jeder einzelnen Kurve wurden stets dreifach bestimmt. Alle Konzentrationen weiterer
Reagenzien, sowie alle Inkubationszeiten wurden konstant gehalten. Die einzelnen Datenpunkte entsprechen den
Parametern der zugehorigen Kalibrationskurven (Parameter A, maximale OD dargestellt durch aufrechte Dreie-
cke; Parameter D, minimale OD dargestellt durch umgekehrte Dreiecke; Parameter C, Testmittelpunkt darge-
stellt durch halbgefiillte Kreise).

Es wird deutlich, dass mit geringer werdender Konzentration des Bio-LC E2 Derivates die
Extinktionswerte stark abfallen. Die erzielten Testmittelpunkte zeigen einen asymptotischen
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Verlauf und streben gegen das sogenannte Affinitdtslimit des Antikorpers. Das Affinitétslimit
ist eine intrinsische FEigenschaft des Antikorpers, welche aus der Bindungskonstante
beziiglich Estradiol resultiert. Die Konzentration von 100 pmol/mL bildet einen guten Kom-
promiss zwischen Extinktionswerten und Nachweisempfindlichkeit in Form des Testmittel-
punkts. Der Testmittelpunkt nimmt hier den Wert von 2,2 £ 0,7 ug/L an.

Zusitzlich zu den verwendeten Konzentrationen ist die Inkubationszeit des Bio-LC E2 ein
entscheidender Parameter fiir den Immunoassay. Neben rein praktischen Erwédgungen einer
ziigigen Testabwicklung beeinflusst eine verkiirzte Inkubationszeit iiber die Reaktionskinetik
die Parameter Extinktionsmaxima und Testmittelpunkt. Im hier verwendeten Testformat fin-
det im entscheidenden Reaktionsschritt eine Konkurrenz des Estradiols mit dem synthetisier-
ten Bio-LC E2 um die limitierten Antikorperbindungsstellen statt. Nachteilig an einer
Verkiirzung der Inkubationszeit sind die damit verbundenen Verluste an Signalintensitat.

In Abbildung 1.13 ist der Einfluss der Inkubationszeit auf die erzielten Signalintensitdten und
Testmittelpunkte dargestellt. Die Konzentration des Bio-LC E2 betrug stets 100 pmol/mL.
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Abbildung 1.13: Abhéngigkeit der Signalintensitdt und des Testmittelpunkts von der Inkubationszeit des Bio-LC
E2. Fir folgende Inkubationszeiten wurden Kalibrationskurven aufgenommen: 10, 20, 45, 90, 180, 720 (alle
Angaben in Minuten). Alle Kalibrationskurven wurden mindestens doppelt auf unterschiedlichen
Mikrotiterplatten bestimmt, die Messpunkte jeder einzelnen Kurve wurden stets dreifach bestimmt. Die einzel-
nen Datenpunkte entsprechen den Parametern der zugehorigen Kalibrationskurven (Parameter A, maximale OD
dargestellt durch aufrechte Dreiecke; Parameter D, minimale OD dargestellt durch umgekehrte Dreiecke; Para-
meter C, Testmittelpunkt dargestellt durch halbgefiillte Kreise).

Die Messwerte der in Abbildung 1.12 und Abbildung 1.13 dargestellten Experimente ergeben
sich aus der 4-Parameter-Gleichung nach Rodbard (Gleichung 1.2).
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Das im Rahmen der Substratreaktion benétigte Enzym Meerrettichperoxidase wurde im Bio-
tin-Testsystem mittels eines Enzymkonjugats, bestehend aus Meerrettichperoxidase und
Streptavidin, an das Bio-LC E2 Derivat gebunden. Hierbei werden zwei Wechselwirkungen
unterschieden. Zum einen bindet das Streptavidin spezifisch an den Biotinteil des Bio-LC E2
Molekiils, zum anderen kam es, evtl. aufgrund vorhandener Zuckerseitenketten des
Streptavidins, zu unspezifischer Bindung an das Polystyrol der Mikrotiterplatte. Es wurde
untersucht in welchem Ausmall eine Erhdhung der Konzentration des Enzymkonjugats zu
einer Erhohung der maximalen Extinktion fiihrt. Als Bezugswert wurde die Konzentration
I ng/uL gewdhlt, die Inkubationszeit betrug 30 Minuten. Als Messwert diente die Differenz
von maximaler zu minimaler Extinktion im Test. Es zeigte sich, dass eine Erh6hung der Kon-
zentration um 100 bzw. 200 % lediglich zu einer Verbesserung des Messwerts um 12 %
fiihrte. Dies lédsst sich durch die Absittigung der Biotin-Bindungsstellen erkldaren. Weiterhin
wurde der Einfluss der Inkubationszeit (15 bzw. 30 Minuten) untersucht. Erwartungsgemal
zeigte sich nach 30 Minuten eine deutlich erhdhte Hintergrundabsorption (minimaler Extink-
tionswert), parallel hierzu kam es allerdings auch zu einer Erhohung des maximalen Extink-
tionswertes, so dass bei Betrachtung der Differenz der beiden Extrema eine Inkubation von 30
Minuten die besseren Ergebnisse lieferte.

1.5.1.3. Blocking

Das Originalprotokoll von Meyer et al. beinhaltet einen Blockingschritt zur Hemmung nicht-
spezifischer Bindung. Die vorhergehenden Experimente mit Streptavidin-Konjugaten verdeut-
lichten die Notwendigkeit dieses Blockings, um ein moglichst geringes Hintergrundsignal zu
erhalten. Es wurden daher Untersuchungen zur Optimierung des Blockings durchgefiihrt. Es
zeigte sich, dass eine 1%ige Caseinldsung (Casein in Phosphatpuffer) zu einem deutlich bes-
seren Blockingeffekt im Vergleich zu Rinderserumalbumin und Fisch-Gelatine fiihrte. Nach-
teilige Effekte auf die Testempfindlichkeit wurden bei Fisch-Gelatine beobachtet, spielten bei
Casein und Albumin allerdings keine Rolle. Eine Erhohung der Caseinkonzentration zeigte
keine zusitzliche Verbesserung. Das Blocking verlief effizienter, wenn die Inkubation bei
37 °C durchgefiihrt wurde.

1.5.1.4. Modifiziertes Assay-Protokoll

Nach Abschluss der Modellexperimente im Estradiolsystem und Beriicksichtigung der Arbei-
ten von Meyer et al. ergab sich folgender Ablauf fiir den Estradiol-Immunoassay unter Ver-
wendung biotinylierten Estradiols. Mit Ausnahme von Schritt 1 und 2 wurden alle Inkubatio-
nen bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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Tabelle 1.11: Assay-Protokoll des Bio-LC E2 ELISA. Nicht aufgefiihrt ist die Vorbeschichtung der
Mikrotiterplatte mit sekunddrem Anti-Kaninchen Antikorper (Verdiinnung 1:1000 in Coating-Puffer; 200uL;
Inkubation: 12h; Temperatur: 20°C). Dies war notwendig, da der eigentliche Estradiol-Antikdrper selbst nur eine
schwache Bindung an die Platte ausbildete.

1. Waschen und Dekantieren der Mikrotiterplatte

2. Nachbeschichtung der Mikrotiterplatte mit 1%iger Caseinlosung in PBS 1; 200uL;
Inkubation: 30 Minuten; Temperatur: 37°C

3. Waschen und Dekantieren (Ausklopfen) der Mikrotiterplatte

4. Zugabe des Antikorpers Anti-E2 von Meyer et al. geldst in 0,1%iger Caseinldsung in
PBS 1; 200 pL; Verdiinnung: 1:200.000; Inkubation 60 Minuten

5. Waschen und Dekantieren der Mikrotiterplatte

6. Zugabe der Estradiol-Standards; 40 uL; Inkubation: 30 Minuten

7. Zugabe von Bio-LC E2, ¢ =0,1 pmol/uL; 200 pL, gelost in PBS 1 mit 0,1% Casein;
Inkubation: 30 Minuten

8. Waschen und Dekantieren der Mikrotiterplatte

0. Zugabe des Streptavidin-Peroxidase Konjugats, gelost in PBS 1 mit 0,1% Casein;
¢ =1 ng/uL; 200 pL; Inkubation: 30 Minuten

10.  Waschen und Dekantieren der Mikrotiterplatte

11.  Zugabe von je 200 pL Substratlosung, Inkubation: 30 Minuten,

12.  Zugabe von je 50 uL. 1 M Schwefelsdure

1.5.1.5. Kenndaten

Zur Beschreibung der analytischen Kenndaten des Bio-LC E2 Modellassays wurde eine
reprisentative Kalibrationskurve verwendet. Der analytische Bereich der Kalibrationskurve
wurde mit Hilfe des zugehorigen Préizisionsprofils bei einem Variationskoeffizienten (Xcv)
von 20 % berechnet.

Tabelle 1.12: Analytische Kenndaten des Bio-LC E2 ELISA.

Nachweisgrenze 8,6 ng/L

Bestimmungsgrenze 73,1 ng/L

Messbereich 0,01 — 1,24 pg/L

Die einzelnen Kenndaten sind in Tabelle 1.12 aufgefiihrt, Berechnungsgrundlage ist die in
Abbildung 1.14 dargestellte Kalibrationskurve mit dem entsprechenden Prézisionsprofil.
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Abbildung 1.14: Kalibrationskurve und Prézisionsprofil des Bio-LC E2 ELISA.

Der Modellassay erreicht einen Messbereich von drei GroBenordnungen, das Prézisionsprofil
zeigt eine entsprechend breit ausgepragte Form.

1.5.2. Aufbau der Ethinylestradiol-Assays
1.5.2.1. Tracersynthesen

1.5.2.1.1 Bio-LC EE2

Die nur befriedigende Ausbeute der Synthese von 52 % war auf Hydrolysereaktionen des ak-
tivierten Steroids, die aufgrund nicht vorhandener Schutzgastechnik die Reaktion
beeintrachtigten, zuriickzufiihren. Nachteilig fiir die Ausbeute wirkte sich auch die aufwendi-
ge Aufreinigung des Reaktionsansatzes aus. Bedingt durch das auf 250 uL begrenzte Injek-
tionsvolumen kam es des weiteren zu zeitlichen Verzogerungen der chromatographischen
Aufreinigung. Es kann somit nicht ausgeschlossen werden, dass es im noch nicht aufgereinig-
ten Ansatz zu Zersetzungsreaktionen kam. Ein hoheres Injektionsvolumen konnte nicht reali-
siert werden, da hierzu ein kompletter Austausch der Hauptplatine innerhalb der HPLC not-
wendig wire.
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Auswertung der NMR-Spektren:

'H-NMR, CD;0D, 300 MHz

6731(d,J=2,8Hz, 1H,4-H), 7,13 (d,J=8,5Hz, 1 H, 1-H), 6,74 (dd, J =8,5; 2,8 Hz, 1 H,
2-H), 4,64 (s, 2 H, oxim), 4,43 (pseudo-dd, J = 7,8; 5,1 Hz, 1 H, bio), 4,24 (dd,J=7,9;4,51
H, bio), 3,18 (m, 1 H, SC-H), 3,13 (m, 2 H, NCH,), 2,87 (dd, J =12,7 ;5,1 Hz 1 H, SCH"),
2,82 (s, 1 H, 17-Alkin), 2,65 (d, J=12,7, 1 H, SCH®), 2,3 -2,1 (m, 6 H), 2,0 — 1,9 (m, 3 H),
1,8-1,3 8 (m, 20 H) 0,81 (s, 3 H, 18-Methyl)

BC-NMR, CD;0D, 75 MHz (‘H entkoppelt)

8 176.1, 173.7, 170.4, 169.9, 166.2, 165.0, 157.4, 135.1, 132.1, 126.9, 118.7, 111.7, 80.3,
73.8, 63.5, 61.7, 57.1, 51.2, 42.7, 41.1, 40.3, 40.0, 39.3, 37.0, 36.9, 35.2, 33.7, 31.8, 30.9,
30.1,29.8, 29.6, 27.5, 27.0, 26.5, 23.8, 22.2, 13.3 ppm

Auswertung des Massenspektrums:

Tabelle 1.13: Zuordnung der MS-Fragmente.

m/z Zuordnung der Ionen m/z  Zuordnung der lonen

759,3 Molekiilion + Natrium 563,3 Molekiilion - (Methyl, Ethinyl, beide
Hydroxygruppen, Harnstoff, Steroid
D-Ring))

737,4 Molekiilion 329,1 Ethinylestradiol-6-Oxim + Natrium

679,4 Molekiilion - Harnstoff 307,1 Ethinylestradiol-6-Oxim

663,5 Molekiilion - (Methyl, Ethinyl, beide 234,0 Biotin + Natrium

Hydroxygruppen)

621,3 Molekiilion - (Methyl, Ethinyl, eine 312,0 Biotin
Hydroxygruppe, Harnstoff)

Die Synthese basierte auf der Aktivierung des Steroids fiir 3 Minuten bei —15°C unter Ver-
wendung von Isobutylchloroformat als Abgangsgruppe des aktivierten Steroids (Munro et al.
1984). In einer Variation dieses Verfahrens zur Biotinylierung von Estradiol (Tiefenauer et al.
1990) wurde die Aktivierung bei erhohten Temperaturen durchgefiihrt. Das Steroid wurde
hierbei fiir 30 Minuten bei 8°C mit Isobutylchloroformat umgesetzt. Allerdings verdeutlichten
die Voruntersuchungen im Estradiolsystem, dass es vorteilhaft ist, die schonendere Methode
bei -15°C vorzuziehen und so eine einfache kinetische Kontrolle des Aktivierungsschrittes zu
ermoglichen.

Die immunchemische Charakterisierung des biotinylierten Ethinylestradiols beschréinkte sich
auf die Messung von Kalibrationskurven unter Verwendung von Bio-LC EE2 in den Konzen-
trationen 0,5 und 1,0 pmol/mL (siehe hierzu auch Abbildung 1.19). Die Eignung von Bio-LC
EE2 als Tracer konnte bestitigt werden.
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1.5.2.1.2 EE2 ELISA und CLEIA

Die Kopplung von Peroxidase (POD) an das 6-CMO Derivat des EE2 leitete sich von der
Kopplung von Progesteronderivaten an POD ab (Munro et al. 1984). Unterschiedlich zur Syn-
these und Aufarbeitung des biotinylieren EE2 wirde das Konjugat hier nicht in Reinform iso-
liert, sondern lediglich von niedermolekularen Edukten abgetrennt. Die gelchromatographi-
sche Trennung kann zu einer Mischung freier POD und gekoppelter POD fiihren. Allerdings
war unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen von einer quantitativen Kopplung des EE2 an
die POD auszugehen. Von den sechs Lysinresten der POD stehen aufgrund sterischer Restrik-
tionen drei fiir die Ausbildung von Amidbindungen mit dem EE2 Derivat zur Verfligung, ein
Kopplungsverhéltnis von 3:1 erscheint damit sehr plausibel (Carlsson et al. 1978; Claassen et
al. 1985; Moroder et al. 1987). Unter Beriicksichtigung von Ansatzgrof3e und chromatogra-
phischer Trennung konnte die Konzentration des Enzymkonjugats mit 5,7 x 102 mM angege-
ben werden, d.h., dass sich die Angabe relativer Verdiinnungen im Rahmen der Assay-
Optimierung sich stets auf diese Grof3e bezieht.

1.5.2.2. Kreuzreaktivitaten

Die Immunoassays binden ausgesprochen spezifisch Ethinylestradiol. Fiir die meisten endo-
genen Stoffe treten ausschlieBlich vernachlédssigbare Kreuzreaktivititen auf (CR < 0.5 %, vgl.
Tabelle 1.14). Wesentliche Kreuzreaktivitdten lagen lediglich fiir Metabolite des EE2 vor, die
an der Hydroxyfunktion in Position 3 konjugiert sind: EE2-3-SO4 und EE2-3-Glucuronid
zeigten Kreuzreaktivitidten von 37 und 17 % im Bio-LC EE2 Assay sowie 22 und 34 % im
EE2 ELISA. Die Bindung des EE2-6-Carboxymethyloxims (EE2-6-CMO), einer Synthese-
vorstufe des Immunogens, war anndhernd identisch zur Bindung des eigentlichen Analyten
EE2. Dies verdeutlichte, dass ausschlieBlich das Steroidgeriist gebunden, die
Oximfunktionalitdt hingegen deutlich diskriminiert wurde. Das vollstindige Immunogen zeig-
te eine sehr hohe Affinitdit zum AntikGrper, die entsprechende Kreuzreaktivitit ist um den
Faktor 4000 grofer als die des EE2. Dies kann iiber eine teilweise Erkennung des
Tréagerproteins durch den Antikorper erklért werden.

Anhand der Kreuzreaktivititen von Immunogen, sowie Oximderivat, wurde zweifelsfrei deut-
lich, dass der Antikorper keine Briickenbindung zeigt'. Die bevorzugte Bindung des Immu-
nogens und die geringeren Selektivititen hinsichtlich der an Position 3 konjugierten EE2 Me-
taboliten verdeutlichten eine defiziente Erkennung dieser Verbindungen durch den
Antikorper. Dies ist erkldrbar durch den sterischen Anspruch des im Rahmen der Immunisie-
rung verwendeten EE2-BSA Konjugats. Die rdumliche Néhe des Tragerproteins, gebunden
mittels der Oximbriicke an Position 6, zur Hydroxygruppe an Position 3 behindert eine gute
Diskriminierung der Sulfate und Glucuronide an Position 3 des Ethinylestradiols. (Der
Antikorper ist an dieser Stelle ,blind“.) Im Gegensatz hierzu traten exzellente
Kreuzreaktivitdten zu der weiter entfernten Hydroxygruppe in Position 17 auf (CR < 0,5 %).
Diese Kreuzreaktivititen stimmen mit Ergebnissen von Agasan et al. iiberein, die bei Ver-
wendung eines dhnlichen Immunogens vergleichbare Selektivitdten hinsichtlich der 3- und
17-Sulfate des EE2 beschreiben (Agasan et al. 1986).
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Tabelle 1.14: Ubersicht der Kreuzreaktivititen. Angegeben ist die molare Kreuzreaktivitit in Prozent bezogen
auf Ethinylestradiol. Die Selektivitdt im EE2 CLEIA wurde exemplarisch fiir Estron und Estradiol bestimmt und
betrdgt 0,1 bzw. 0,2 %.

Bio-LC EE2 ELISA EE2 ELISA

Estron <0,1 <0,1
Estradiol (E2) 0,2+0,03 0,3+0,03
Estriol <0,1 <0,1
E2-3-Glucuronide 0,4 0,5
E2-3-SO4 <0,1 210,85
E2-17-SO,4 <0,1 <0,1
E2-17-Glucuronide <0,1 <0,1
EE2-3-Glucuronide 17+0,11 22+1
EE2-3-SO, 37+43 34+1,7
EE2-17-Glucuronide <0,1 0,4 +£0,05
EE2-6-CMO 99 £ 6,7 /
Immunogen 435000 + 69000 /

Die Kreuzreaktivitit eines Immunoassays ist eine intrinsische Eigenschaft des Antiserums,
bedingt durch die sterischen Gegebenheiten der Antikorperbindungstasche. Tabelle 1.14 ver-
deutlicht, dass die erzielte Selektivitdt der Assays tatsdchlich unabhingig vom verwendeten
Enzymsystem ist. In Analogie hierzu sind Kreuzreaktivititen natiirlich auch unabhéngig vom
verwendeten Substratsystem, da die nachgegliederte Substratreaktion nicht vom Antikdrper
beeinflusst ist. Entsprechende Selektivitdten im EE2 CLEIA wurden daher nur exemplarisch
fir Estradiol und Estron bestimmt. Die hierbei erzielten Kreuzreaktivititen von 0,2 und 0,1 %
stimmten, wie erwartet, sehr gut mit den Werten der beiden anderen Assays iiberein.
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1.5.2.3. Matrixeffekte
Der Effekt zunehmender Huminstoffkonzentration auf den Bio-LC EE2 ELISA und den EE2
ELISA ist in Abbildung 1.15 und Abbildung 1.16 dargestellt.
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Abbildung 1.15: Gradueller Einfluss kommerzieller Huminséure auf den EE2 ELISA. Reinstwasser (durchgezo-
gene Linie, gefiillte Quadrate), 0,2 mg/L Huminséure (gestrichelte Linie, gefiillte Kreise), 0,5 mg/L Huminséure
(gepunktete Linie, gefiillte Dreiecke), 1,0 mg/L Huminséure (punktgestrichelte Linie, ungefiillte umgekehrte
Dreiecke), 5,0 mg/L Huminséure (eng gestrichelte Linie, ungefiillte Rauten), 10,0 mg/L Huminsdure (eng ge-
punktete Linie, ungefiillte gedrehte Dreiecke).
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Abbildung 1.16: Gradueller Einfluss kommerzieller Huminsdure auf den Bio-LC EE2 ELISA. Reinstwasser
(durchgezogene Linie, gefiillte Quadrate), 0,2 mg/L Huminsdure (gestrichelte Linie, gefiillte Kreise), 0,5 mg/L
Huminséure (gepunktete Linie, gefiillte Dreiecke), 1,0 mg/L Huminsdure (punktgestrichelte Linie, ungefiillte
umgekehrte Dreiecke), 5,0 mg/L Huminsdure (eng gestrichelte Linie, ungefiillte Rauten), 10,0 mg/L Huminséure
(eng gepunktete Linie, ungefiillte gedrehte Dreiecke).
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Auffallig ist das unterschiedliche Verhalten des Bio-LC EE2 ELISAs und des EE2 ELISAs.
Mit zunehmender Matrixbelastung wurde im Bio-LC EE2 System eine exakte Quantifizierung
unmoglich, da sich die sigmoide Kurvenform nicht mehr vollstindig ausbildete. Der EE2
ELISA hingegen zeigte ein robustes Verhalten und wurde weniger stark von der Modellsub-
stanz beeintrachtigt. Offensichtlich wird das im Bio-LC EE2 System verwendete biotinylierte
Ethinylestradiol wesentlich stirker von der Huminsdure gestort als das direkte Enzymkonju-
gat im EE2 ELISA. Uber den molekularen Mechanismus dieser Storung kann auf der Basis
der vorliegenden Daten nur spekuliert werden. Huminsduren stellen eine komplexe Mischung
unterschiedlicher Kohlenwasserstoffe, mit einer Vielzahl von funktionellen Gruppen dar
(Croue et al. 2003). Hier liegt eine Kombination verschiedener Effekte vor, die zudem eine
Abhingigkeit von der Analytkonzentration zeigt.

1.5.2.4. Losemitteleffekte

Zur Quantifizierung von Losemitteleffekten ist in Abbildung 1.17 und Abbildung 1.18 der
Einfluss von Aceton, Acetonitril und Methanol auf den Testmittelpunkt des EE2 ELISA und
des Bio-LC EE2 ELISA gezeigt.
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Abbildung 1.17: Einfluss organischer Losungsmittel auf den EE2 ELISA. Methanol (durchgezogene Linie, Qua-
drate), Aceton (gestrichelte Linie, Kreise), Acetonitril (gepunktete Linie, Dreiecke).
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Abbildung 1.18: Einfluss organischer Losungsmittel auf den Bio-LC EE2 ELISA. Methanol (durchgezogene
Linie, Quadrate), Aceton (gestrichelte Linie, Kreise), Acetonitril (gepunktete Linie, Dreiecke).

Der Kurvenverlauf zeigte eine wesentliche Beeintrachtigung beider Testsysteme durch die
organischen Losungsmittel. Parallel zu den dargestellten Verlusten der Empfindlichkeit wurde
eine verminderte Extinktion beobachtet, d.h. die Gegenwart der Losungsmittel vermindert die
Empfindlichkeit und schrénkt gleichzeitig den Messbereich ein.
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1.5.3. Bio-LC EE2 ELISA

1.5.3.1. Affinitatslimit

Die Verdiinnungsreihe des biotinylierten EE2 Derivats fiihrte wie erwartet in einen
affinitétslimierten Bereich der Assaysensitivitdt. In Abbildung 1.19 ist der Verlauf der Extink-
tionswerte und Testmittelpunkte dargestellt, die einzelnen Messwerte korrespondieren mit den
Parametern der zugehorigen Kalibrationskurven.
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Abbildung 1.19: Verdiinnungsreihe des Bio-LC EE2 Derivats. Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabwei-
chung, bei stets dreifach bestimmten Werten. Die einzelnen Datenpunkte entsprechen den Parametern der zu-
gehorigen Kalibrationskurven (Parameter A, maximale OD dargestellt durch aufrechte Dreiecke; Parameter D,
minimale OD dargestellt durch umgekehrte Dreiecke; Parameter C, Testmittelpunkt dargestellt durch
halbgefiillte Kreise).

Es wird deutlich, dass Tracerkonzentrationen oberhalb von 10 pmol/mL sich sehr negativ auf
den Wert der minimal erreichten Extinktion auswirkten. Die minimale Extinktion entspricht
Parameter D der 4-Parameterfunktion (vgl. Gleichung 1.2) und beschreibt die nicht-
spezifische Bindung des Tracers. Erst unterhalb dieses Schwellenwertes der Tracerkonzentra-
tion wurden akzeptable und gleichbleibend geringe Werte flir Parameter D erzielt.
Unterschiedlich zum Verhalten der minimalen Extinktion verlduft der Trend der maximalen
Extinktion. Hier tritt eine bestindige Abnahme des Messwertes mit geringer werdender Tra-
cerkonzentration auf. Die maximale Extinktion steht in unmittelbaren Zusammenhang zur
Konzentration des Antikorper-Tracer-Komplexes (sieche auch Gleichung 1.6). Abnehmende
Tracerkonzentrationen fiihren entsprechend direkt zu kleineren Komplexkonzentrationen und
somit zu kleineren Extinktionswerten. Eine zu starke Verdiinnung des Tracers bedingt ent-
sprechend verschwindend geringe Extinktionswerte. In

Abbildung 1.19 tritt dies unterhalb von 0,025 pmol/mL auf. Der Verlauf der Sensitivitit, dar-
gestellt anhand der Testmittelpunkte, weist eine sehr gute Ubereinstimmung zum Modell der
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Affinitdtslimitierung auf (vgl. Abbildung 1.8). Der limitierte Bereich wurd bei einer Tracer-
konzentration von 0,01 pmol/mL erreicht, weitergehende Verdiinnungen fiihrten nicht mehr
zu gesteigerter Sensitivitit. Da der Ubergang von 0,025 auf 0,01 pmol/mL nur geringe Ver-
besserungen beziiglich der Sensitivitit bewirkte, jedoch mit weiteren Verlusten der maximal
erzielten Extinktion verbunden war, wurde eine Bio-LC EE2 Konzentration von
0,025 pmol/mL fiir den Bio-LC EE2 ELISA festgelegt.

Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse und der festgelegten Inkubationszeit von 30 Minu-
ten ergibt sich folgendes Assay-Protokoll.

Tabelle 1.15: Bio-LC EE2 Assay-Protokoll. Die Beschichtung der Mikrotiterplatten mit einer Serumverdiinnung
von 1:50.000 und einem Volumen von 200 pL pro Kavitét erfolgt tiber Nacht bei 25 °C und 65 % Luftfeuchte
auf einem Platteninkubator mit 700 rpm (rounds per minute). Zum Waschen werden ein automatisches
Waschgerit und der Waschpuffer PBS 1 verwendet. Die Standardreihe des EE2 umfasst den Konzentrationsbe-
reich von 0,001-1000 pg/L, der Bio-LC EE2 Tracer hat eine Konzentration von 0,025 pmol/mL in PBS 2, das
Streptavidin-Peroxidase Konjugat von 50 ng/mL in PBS 3.

Waschen und Dekantieren der Mikrotiterplatte

Zugabe von je 100 pL Standard bzw. Probe, Inkubation fiir 30 Minuten

Zugabe von je 100 pL Bio-LC EE2 , Inkubation fiir 30 Minuten

Waschen und Dekantieren der Mikrotiterplatte

Zugabe von je 200 pL Streptavidin-Peroxidase Konjugat, Inkubation fiir 30 Minuten
Waschen und Dekantieren der Mikrotiterplatte

Zugabe von je 200 pL Substratlosung, Inkubation fiir 30 Minuten

Sl AN O e

Zugabe von je 50 uL 1 M Schwefelsaure

1.5.3.2. Studien zur Signalamplifikation

Die Verwendung des kommerziellen "Vectastain Elite ABC Kits" ermoglichte eine Signal-
messung bei reduzierter Tracerinkubation (biotinyliertes EE2). Ohne Amplifikation war es
zuvor nicht moglich, Kalibrationskurven zu einer Inkubationszeit von 5 Minuten aufzuneh-
men. Diese Verkiirzung fiihrte zu einer Verschiebung der Kalibrationskurve zu geringeren
Konzentrationen, deutlich ersichtlich am C-Wert von 316 ng/L im Vergleich zu 857 ng/L bei
einer Inkubation von 30 Minuten. Parallel zur Steigerung des Signalwertes kam es zu einer
verstiarkten nicht-spezifischen Bindung des Enzymkomplexes an das Polystyrol der
Mikrotiterplatte. Dies bedingt den relativen Anstieg des Parameters D von 30 auf 40 % im
amplifizierten Assay. In Abbildung 1.20 ist dies deutlich erkennbar.
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Abbildung 1.20: Vergleich einer konventionellen Kalibrationskurve des Bio-LC EE2 ELISA (gestrichelte Linie,
Kreise), mit einer amplifizierten Messung bei gleichzeitig verkiirzter Tracerinkubation (durchgezogene Linie,
Quadrate).

1.5.3.3. Kenndaten

Die Berechnung der analytischen Kenndaten zum Bio-LC EE2 ELISA basiert auf den Daten
einer reprisentativen Kalibrationskurve. Bezogen auf die entsprechende Berechnung in Kapi-
tel 2 stellt dies eine leichte Abweichung der Berechnungsgrundlage dar. Dort wird eine soge-
nannte Masterkurve errechnet, diese stellt die theoretische Uberlagerung mehrerer Kalibra-
tionskurven dar. Leider ermoglicht die Berechnung einer Masterkurve aber nicht mehr die
Angabe eines Prizisionsprofils nach Ekins. Im Vergleich zu den analytischen Kenndaten der
Masterkalibrationskurve zeigt die Berechnung anhand einer typischen Kalibrationskurve ver-
besserte Nachweis- und Bestimmungsgrenzen, sowie einen breiteren Messbereich (vgl.
Tabelle 1.16). Der analytische Bereich der Kalibrationskurve wurde mit Hilfe des
Prazisionsprofils bei einem Variationskoeffizienten (Xcy) von 20 % bestimmt (vgl.
Abbildung 1.21).

Tabelle 1.16: Kenndaten des Bio-LC EE2 ELISA.

Kalibrationskurve Masterkurve

Nachweisgrenze 2,6 ng/L 14,0 ng/L
Bestimmungsgrenze 20,7 ng/L 583,4 ng/L
Messbereich 0,025 — 54,8 ng/L 0,022 — 1,2 ng/LL
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Abbildung 1.21: Représentative Kalibrationskurve des Bio-LC EE2 ELISA (durchgezogene Linie, Quadrate) mit
zugehdrigen Prizisionsprofil (gestrichelte Linie, Sterne).

Die unterschiedlichen Ergebnisse der zwei Berechnungsvarianten kdnnen leicht mit Hilfe der
verschiedenartigen Standardabweichungen der Kalibrations- und der Masterkurve erklért
werden. Im Falle der einzelnen Kalibrationskurve entsprechen die Standardabweichungen
direkt den tatsdchlichen Schwankungen der jeweiligen Messwiederholungen. Zur Berechnung
der Masterkurve werden diese einzelnen Standardabweichungen jedoch mit der Gauf3'schen
Fehlerfortpflanzung aufsummiert, hierbei errechnet sich der Gesamtfehler durch die Wurzel
der Summe quadrierter Einzelfehler (vgl. Gleichung 1.11).

no Ay — Gesamtfehler
Ay = ; Ax; Ax — Einzelfehler
Gleichung 1.11: Gaufl'sche Fehlerfortpflanzung, additive Form.

Durch Bildung dieser Quadratsumme kommt es zu einer wesentlichen Steigerung des Ge-
samtfehlers im Vergleich zum Einzelfehler. Da fiir die Berechnung von Nachweis- und Be-
stimmungsgrenzen auf die Standardabweichungen der Blankmessungen zuriickgegriffen wird,
zeigt die Masterkurve entsprechend schlechtere Kenndaten. Der analytische Bereich der Mas-
terkurve wurde definiert als der Abschnitt zwischen 80 und 40 % der normierten Optischen
Dichte; fiir den analytischen Bereich der Einzelkurve wurde das Prazisionsprofil berechnet
und ein maximaler Variationskoeffizient der Konzentration (Xcv) von 20 % als akzeptabel
betrachtet. Zur Berechnung des Prizisionsprofils ist die Kenntnis der einzelnen Standardab-
weichungen zu jeder Konzentrationsstufe erforderlich. Bei Erstellung einer Masterkalibra-
tionskurve konnen die zugehorigen Standardabweichungen mittels der Gauf3'schen Fehlerfort-
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pflanzung verrechnet werden. Dieser neue, gekoppelte Fehler unterscheidet sich aber formal
von der individuellen Standardabweichung, die zur Profilrechnung benétigt wird.

Obgleich die Verwendung einer Masterkalibrationskurve zur Berechnung der analytischen
Kenndaten eher nachteilig ist, bzw. eine vermeintlich geringere Sensitivitit suggeriert, ist fiir
den Anwender ein anderer Vorteil mit der Masterkurve verbunden. Die Masterkurve be-
schreibt sehr anschaulich die Sensitivitit eines Assays durch ihre Lage auf der Konzentra-
tionsachse. Die Verrechnung mehrerer Kalibrationskurven ermdéglicht hierbei die Beschrei-
bung einer laborinternen durchschnittlichen Leistungsfahigkeit, die bewult auf die Auswahl
einer besonders "schonen" Kurve, etwa fiir eine Publikation, verzichtet.

1.5.4. EE2 ELISA
1.5.4.1. Affinitatslimit
Die Optimierung der Sensitivitdt bei festgelegter Tracerinkubation von 30 Minuten fiihrte zu

einer Affinititslimitierung des EE2 ELISA bei einer Tracerverdiinnung von 1:50.000 (vgl.
Abbildung 1.22).
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Abbildung 1.22: Verdiinnungsreihe des Peroxidase-Tracers (EE2-POD). Fehlerbalken zeigen die einfache Stan-
dardabweichung, bei stets dreifach bestimmten Werten. Die einzelnen Datenpunkte entsprechen den Parametern
der zugehorigen Kalibrationskurven (Parameter A, maximale OD dargestellt durch aufrechte Dreiecke; Parame-
ter D, minimale OD dargestellt durch umgekehrte Dreiecke; Parameter C, Testmittelpunkt dargestellt durch
halbgefiillte Kreise).

Wie erwartet flihrte die zunehmende Verdiinnung des Tracers zu einer Abnahme der maxima-
len Signalintensitit bei gleichzeitiger Verbesserung der Sensitivitit. Oberhalb einer
Verdiinnung von 1:50.000 blieb die Assaysensitivitit unverdndert, es traten lediglich Verluste
der Signalstirke auf. Hier kommt es zur Limitierung der Sensitivitdt. Der Verlauf von maxi-
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maler Extinktion und Testmittelpunkten gleicht den Ergebnissen des Bio-LC EE2 ELISA
(vgl. Abbildung 1.19). Unterschiedlich zum Verhalten des Bio-LC EE2 Tracers verhielt sich
die minimale optische Dichte im EE2 ELISA. Die Werte bleiben auch bei kleinen
Tracerverdiinnungen, beispielsweise bei 1:12.500, sehr gering, was mit einer sehr schwachen
nicht-spezifischen Bindung des Tracers korrespondiert.

Im zweiten Optimierungsschritt wurde der EE2 ELISA fiir manuelle Messungen angereicher-
ter Proben weiterentwickelt. Hierzu wurde die Tracerinkubationszeit verkiirzt, die Anzahl der
Antikorperbindungsplétze erhoht (doppeltes Volumen der Antikérperlésung) und das Medium
der Kalibratoren auf einen 5 %igen Methanolgehalt umgestellt.

Ziel der verkiirzten Inkubation war es, den Tracer im Vergleich zum Analyten in der Konkur-
renzreaktion um Antikorperbindungsplétze kinetisch zu benachteiligen und eine zusétzliche
Sensitivititsteigerung zu erzielen.'® In Analogie zur Verdiinnungsreihe des Tracers bedingt
auch die Verkiirzung der Inkubationszeit eine Abnahme der Signalintensitit. Zur Kompensa-
tion dieser Signalverluste wurde parallel im Beschichtungsschritt des ELISA ein Volumen
von 200 uL der Antikorperlésung verwendet. Dies ermdoglichte eine Ausnutzung des oberen
Bereichs der  Mikrotiterkavititen, = wodurch  eine  gesteigerte = Zahl  von
Antikorperbindungsstellen bereitgestellt wurde. Entsprechend zu Gleichung 1.6 filihrt eine
Erhohung der Konzentration an Bindungsstellen zu einer gegenldufigen Verschiebung des
Gleichgewichts in Richtung komplexierter Tracermolekiile. Letztendlich konnte so keine si-
gnifikante Verbesserung der Sensitivitét erreicht werden, allerdings konnte das Protokoll des
EE2 ELISA leicht gestrafft werden. Die Verwendung der methanolischen Kalibratoren wurde
fiir die Anwendung des Assays zur Messung organischer Probenextrakte notwendig.

Fiir den EE2 ELISA ergibt sich somit das folgende Assay-Protokoll:

Tabelle 1.17: EE2 ELISA Assay-Protokoll. Die Beschichtung der Mikrotiterplatten mit einer Serumverdiinnung
von 1:50.000 und einem Volumen von 200 pL pro Kavitdt erfolgt iiber Nacht bei 25 °C und 65 % Luftfeuchte
auf einem Platteninkubator mit 700 rpm. Zum Waschen werden ein automatisches Waschgerét und der Wasch-
puffer PBS 1 verwendet. Die Standardreihe des EE2 umfasst den Konzentrationsbereich von 0,001-1000 pg/L in
Gegenwart von 5 % Methanol. Der EE2-POD Tracer hat eine Verdiinnung von 1:50.000 in PBS 2.

1. Waschen und Dekantieren der Mikrotiterplatte

Zugabe von je 100 uL Standard bzw. Probe, Inkubation fiir 30 Minuten

Zugabe von je 100 L EE2-POD, Inkubation fiir 10 Minuten

Waschen und Dekantieren der Mikrotiterplatte

Zugabe von je 200 pL Substratldsung, Inkubation fiir 30 Minuten

AR

Zugabe von je 50 uL. 1 M Schwefelsdure

'® Grundlage dieser Methode ist, dass der Assay unter nicht-Gleichgewichtsbedingungen durchgefiihrt wird, was
auf alle Immunoassays dieser Arbeit zutrifft.
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1.5.4.2. Kenndaten

Die Berechnung der analytischen Kenndaten des EE2 ELISA leitet sich von der in Abbildung
1.23 gezeigten typischen Kalibrationskurve ab. Fiir diese Kurve wurden Kalibratoren mit
einem Methanolgehalt von 5 % verwendet.

Tabelle 1.18: Analytische Kenndaten des EE2 ELISA, basierend auf methanolischen Kalibratoren (5 %).

Nachweisgrenze 0,5 ng/L

Bestimmungsgrenze 6,0 ng/L

Messbereich 0,004 — 128,4 pg/L

Der Messbereich wurde analog zum Bio-LC EE2 ELISA mit Hilfe eines Prézisionsprofils bei
einem maximalen Variationskoeffizienten (Xcy) von 20 % bestimmit.
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Abbildung 1.23: Représentative Kalibrationskurve des EE2 ELISA. Kalibratoren (5 % Methanol).

Das Profil hat eine ausgeprégt breite Form, was sich im vergleichsweise weiten Messbereich
von 4 ng/L bis 128 ug/L widerspiegelt. Nachweis- und Bestimmungsgrenze zeigen bereits
sehr gute Sensitivititen, entsprechende Werte anderer Assays zur Bestimmung von EE2 in der
aquatischen Umwelt werden tibertroffen (Coille et al. 2002; Goda et al. 2003).
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1.5.5. EE2 CLEIA

Der EE2 CLEIA ist eine Weiterentwicklung des EE2 ELISA unter Ausnutzung der Chemilu-
mineszenzdetektion. Im Rahmen der Entwicklung dieses neuen Assays wurde besonderer
Wert auf den exemplarischen Charakter der Optimierung gelegt. Ausgangspunkt der Optimie-
rung war ein modifiziertes EE2 ELISA Protokoll (Antikdrperverdiinnung 1:200.000,
Tracerverdiinnung 1:50.000) welches noch mit photometrischer Detektion arbeitete. In
Abbildung 1.24 sind Ergebnisse zur Variation der Tracerinkubationszeit dargestellt, aufge-
nommen mit Hilfe des modifizierten EE2 ELISAs.
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Abbildung 1.24: Variation der Tracerinkubationszeit. Die grauen Balken zeigen den Einfluss der Inkubationszeit
(linke Achse) auf die Nachweisgrenze, schwarze Quadrate auf Parameter A (rechte Achse). Parameter A ist in
Einheiten der Optischen Dichte (OD) angegeben.

Es wird deutlich, dass der Einfluss der Tracerinkubationszeit auf Sensitivitdt und Signalstéirke
identisch zum Einfluss von Konzentration bzw. Verdiinnung ist (vgl. Abbildung 1.19 und
Abbildung 1.22). Dies steht in Einklang mit Modellen zu diffusionslimitierten Reaktionen im
heterogenen Immunoassay (Stenberg et al. 1986). Hiernach verarmt die fest-fliissig Grenz-
schicht rasch an Tracermolekiilen und die Neubildung des Antikorper-Tracer-Komplexes wird
allein von der zeitabhingigen Diffusion der Tracermolekiile in die Grenzschicht gesteuert.
Das heif3t, dass iiber die Inkubationszeit somit die flir Sensitivitdt und Signalintensitét rele-
vante Konzentration des Antikorper-Tracer-Komplexes gesteuert werden kann. Eine
zehnminiitige Inkubationszeit flihrte im modifizierten EE2 ELISA zu einem extremen Verlust
der Signalintensitit und bildete den Grenzfall photometrischer Messbarkeit in diesem System.
Vergleichsmessungen der beiden Substrate auf TMB- bzw. Luminolbasis wurden unter diesen
Grenzbedingungen durchgefiihrt. Ziel der Messung war es, aufzuzeigen, dass die Sensitivitét
durch das Massenwirkungsgesetz und die Kinetik der Immunokomponenten (Antikérper und
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Tracer) bedingt wird und nicht abhingig vom Messprozess ist. Es wurden mehrere Kalibra-
tionskurven aufgenommen und die Sensitivitit mittels Berechnung der Testmittelpunkte ver-
glichen. Aus jeweils drei einzelnen Messungen ergab sich im photometrischen System ein
mittlerer Testmittelpunkt von 42 + 12 ng/LL und im Lumineszenzsystem von 34 * 8 ng/L. Der
Unterschied von 8 ng/L stellt eine vernachldssigbare Abweichung der C-Werte dar. Da die
Testmittelpunkte an der logarithmisch skalierten Konzentrationsachse abgelesen werden (vgl.
Abbildung 1.5) fiihren hier schon leichte Abweichungen im Protokoll eines Assays, bei-
spielsweise Pipettierungenauigkeiten, zu Abweichungen im Testmittelpunkt.

Ein unmittelbarer Vergleich der Kalibrationskurven zu beiden Substratsystemen war nur be-
dingt mdglich. In Abhéngigkeit der verwendeten Normierung wurden verschiedene Aspekte
der Assayentwicklung deutlich. Fiir den Vergleich in Abbildung 1.25 wurde die in Gleichung
1.4 beschriebene Normierung auf den Parameter A verwendet. Entgegen obigen
Ausfithrungen entsteht hier der Eindruck, die beiden Kalibrationskurven seien keineswegs
identisch, zeigten vielmehr ein deutlich unterschiedliches Verhalten.
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Abbildung 1.25: Vergleich von photometrischer (gestrichelte Linie, Kreise) und Chemilumineszenz-
messung(durchgezogene Linie, Quadrate). Antikorperverdiinnung 1:200.000, Tracerverdiinnung 1:50.000, Tra-
cerinkubation 10 Minuten. Testmittelpunkt der photometrischen Messung: 32 ng/L, Testmittelpunkt der Chemi-
lumineszenzmessung 42 ng/L. Die Rohdaten wurden entsprechend Gleichung 1.4 normiert.

Besonders die wesentlich verschobene untere Asymptote der photometrischen Messung steht
scheinbar im Widerspruch zur Identitdt der Kurven. Hier ist es jedoch entscheidend, auf wel-
che Weise die zugehdrigen Rohdaten zur Normierung verrechnet werden. Der Referenzwert
fiir diese Normierung ist Parameter A der zugehdrigen Kalibrationskurve, errechnet aus den
jeweiligen Rohdaten. Die Rohdaten wurden unter Bedingungen generiert, die im photometri-
schen System dem Grenzfall der Messbarkeit entsprechen; d.h. der Gradient der
Signalintensitit, abgeleitet nach der Kalibratorkonzentration, ist ausgesprochen gering; die
obere (entsprechend Parameter A) und die untere Asymptote (entsprechend Parameter D)
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ndhern sich daher einander sehr stark an. Durch Normierung dieser Rohdaten auf Parameter A
wird Parameter D dem entsprechend angehoben und es bildet sich eine Art Sockel unterhalb
der Kurve aus. Rechnerisch kann dieser Sockel durch eine Normierung auf die Differenz von
A zu D eliminiert werden, vgl. Gleichung 1.12.

Y, = =D 100
A-D

Gleichung 1.12: Alternative Normierungsfunktion.

Hierdurch werden die Kalibrationskurven zu einem kongruenten Verlauf im Bereich minima-
ler und maximaler Konzentrationen gezwungen (Weller et al. 1992). Angewendet auf die
Rohdaten aus Abbildung 1.25, fiihrt dies zu einem anndhernd identischen Kurvenverlauf, vgl.
Abbildung 1.26.
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Abbildung 1.26: Analogon zu Abbildung 1.25. Die Rohdaten wurden entsprechend Gleichung 1.12 normiert,
Sensitivitdten und Testmittelpunkte werden von der alternativen Normierung nicht beeinflusst.

Diese Art der Normierung wird zur detaillierten Beschreibung des EE2 CLEIA im Kapitel 4
dieser Arbeit verwendet.

Zur weiteren Optimierung des EE2 CLEIA wurde die Verdiinnung des Tracers auf bis zu

1:500.000 erhoht und mit diesen Bedingungen das EE2 CLEIA Protokoll festgelegt, vgl. Ta-
belle 1.19.
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Tabelle 1.19: Assay-Protokoll des EE2 CLEIA. Zur Beschichtung werden weifle Mikrotiterplatten bei einer
Serumverdiinnung von 1:200.000 und einem Volumen von 200 uL pro Kavitit verwendet. Die Beschichtung
erfolgt tiber Nacht bei 25 °C und 65 % Luftfeuchte auf einem Platteninkubator mit 700 rpm. Zum Waschen wer-
den ein automatisches Waschgerit und der Waschpuffer PBS 1 verwendet. Die Standardreihe des EE2 umfasst
den Konzentrationsbereich von 0,001-1000 ng/L. Der EE2-POD Tracer hat eine Verdiinnung von 1:500.000 in
PBS 2.

1. Waschen und Dekantieren der Mikrotiterplatte

Zugabe von je 100 pL Standard bzw. Probe, Inkubation fiir 30 Minuten
Zugabe von je 100 uL EE2-POD, Inkubation fiir 10 Minuten

Waschen und Dekantieren der Mikrotiterplatte

ol

Zugabe von je 200 pL Substratlosung im Lumineszenzphotometer

Im Vergleich zum Bio-LC EE2 ELISA und zum EE2 ELISA wurde das neue Protokoll erneut
verkiirzt. EinschlieBlich der Waschschritte, der Substratzugabe und Messung des Lumines-
zenzsignals konnte der Assay auf weniger als 60 Minuten reduziert werden.

1.5.5.1. Kenndaten

Aufgrund der erzielten Steigerung der Sensitivitdt war es erforderlich, die Kalibratorlésungen
starker zu verdiinnen. Die verdiinnten Kalibratoren decken den Konzentrationsbereich von
0,001 bis 1000 ng/L ab. Fiir den EE2 CLEIA ergeben sich die folgenden analytischen Kenn-
daten:

Tabelle 1.20: Analytische Kenndaten des EE2 CLEIA. Der Messbereich wurde mit Hilfe des Prazisionsprofils
bei einem Variationskoeffizienten von 20 % bestimmt.

Nachweisgrenze 0,2 ng/L

Bestimmungsgrenze 1,4 ng/L

Messbereich 0,8 —100,0 ng/L

Eine typische Kalibrationskurve des EE2 CLEIA in Abbildung 1.27 gezeigt.
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Abbildung 1.27: Typische Kalibrationskurve des EE2 CLEIA. Die Signalstérke ist in Form normalisierter Lumi-
neszenzmesswerte (relative light unit) angegeben.

Die Kalibrationskurve des EE2 CLEIA zeigt einen Sockel von ca. 30 % der Signalstirke. Dies
steht, wie schon in Abbildung 1.25 beobachtet, in Zusammenhang mit den Grofen von Para-
meter A und D. Auch hier kommt es bereits zu einer Abschwichung des Gradienten im Lu-
mineszenzmesswert von minimaler zu maximaler Kalibratorkonzentration. Das zugehorige
Prazisionsprofil zeigt eine vergleichsweise schmale Form, der Messbereich ist entsprechend
auf zwei Dekaden limitiert.
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1.5.6. Feldstudie

Im Rahmen der Feldstudie wurde die Anwendbarkeit des EE2 ELISA und EE2 CLEIA fiir
Messungen von Realproben untersucht. Parallel zur Bestimmung mittels Immunoassay wur-
den auch Messungen in einem sogenannten Referenzlabor durchgefiihrt.

1.5.6.1. Anreicherungsmethode

Mit der Anreicherung der Wasserproben wurden zwei Ziele verfolgt. Zum einen wurden die
Proben aufkonzentriert, zum anderen wurde versucht storende Matrixkomponenten auszuwa-
schen. Hierzu dienten die in Tabelle 1.10 aufgefiihrten Schritte 7a-c, die das Spiilen der Kar-
tusche mit wissrigem Aceton und Methanolmischungen sowie mit Hexan beschreiben. Dieses
Vorgehen geht urspriinglich auf ein Verfahren zur Aufreinigung von Klédrschlamm zuriick
(Ternes et al. 2002), hat allerdings auch Eingang in die Untersuchung belasteter Wasserpro-
ben gefunden. Im hier verwendeten Protokoll wurde der hohe pKs-Wert des EE2 von 10,3
berticksichtigt (Quintana et al. 2004). Bezogen auf die Anreicherung des EE2 bedingt ein pKs
von 10,3 die Irrelevanz einer pH Absenkung, wie sie teilweise in den Originalarbeiten emp-
fohlen wird (Ziihlke et al. 2005). Die Anreicherung des EE2, ebenso wie die Anreicherung
des verwandten E2 erfolgt im sauren bis im neutralen Bereich entsprechend unabhéngig vom
pH-Wert. Eine Anreicherung bei pH 7 mindert die unerwiinschte Anreicherung von Matrix-
komponenten, insbesondere der sauren Huminstoff-Komponenten (Humin- und
Fulvinsduren). Durch Absenkung des pHs wird ein verstérkte Absorption der Huminstoffe auf
der Festphase begiinstigt. Entsprechende Extrakte zeigen eine hohere Belastung durch diese
Matrixkomponenten. Dies kann im Falle einer massenspektrometrischen Detektion zu wesent-
lichen Signalsuppressionen und im ELISA zu abweichenden Messwerten fiihren.

Aus der Bestimmung der Wiederfindung mittels dotierter Realproben ergeben sich die in
Tabelle 1.21 aufgefiihrten Werte.

Tabelle 1.21: Wiederfindung zur Anreicherung.

Leitungswasser 110,0 £ 0,1 %

Oberflachenwasser 151,5 £ 0,02 %

Kldranlagenablauf  125,0 £ 0,04 %

Diese Wiederfindungen liegen alle im erwarteten Bereich. Das die Werte groBer als 100 %
sind, ist durch Volumenverluste im Zuge der Anreicherung erklarbar, beispielsweise im Rah-
men von Einengen und Losen der Extrakte.
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1.5.6.2. Messwerte

Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick zu Ergebnissen der Feldstudie. Im Falle der
Messung mittels Immunoassay wurden die Nachweisgrenzen jeweils anhand der zugehorigen
Kalibrationskurven ermittelt. Im Fall des LC-MS/MS Verfahrens wurde mit Hilfe deuterierter
Surrogatstandards eine Nachweisgrenze von 0,3 ng/L festgelegt. Messungen dotierter Proben
verdeutlichten allerdings wesentliche Schwierigkeiten beim Erzielen einer anndhernd quanti-
tativen Anreicherung der Wasserproben im Referenzlabor'.

Tabelle 1.22: Messung dotierter Proben.

Probe EE2 [ng/L]

nominell CLEIA LC-MS/MS
Reinstwasser 2,5 1,4 2,1
Leitungswasser 2,5 1,5 1,3

Abgesehen von der Messung dotierter Proben zur Bestimmung der Wiederfindung wurden
Reinst- und Leitungswasser zusdtzlich im EE2 CLEIA ohne Anreicherung gemessen. Sowohl
im CLEIA wie auch in der Referenzmessung kommt es zu einer Unterbestimmung des nomi-
nellen Gehalts an EE2. Der Vergleich von CLEIA zu LC-MS/MS zeigt eine dennoch recht
gute Ubereinstimmung.

' Basierend auf den Werten aus Tabelle 1.22 und analogen Messungen mit Oberflichenwasser und
Kléranlagenablauf ergeben sich fiir die Messungen des Referenzlabors Wiederfindungen von 52 % (Leitungs-
wasser), 36 % (Oberflachenwasser) und 34 % (Kléranlagenablauf) [Dirk Skutlarek, personliche Mitteilung].
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Tabelle 1.23: Ubersicht der Realproben. Die Abkiirzung KA steht fiir Kldranlage. Es handelt sich stets um Stich-
proben, mit Ausnahme der mit einer Raute (*) gekennzeichneten 24 h-Mischprobe. Die mit einem Stern (*) ge-
kennzeichnete Probe konnte aufgrund von Glasbruch nicht im EE2 ELISA gemessen werden. Die Nachweis-
grenze des EE2 CLEIA betrug hier 0,2 ng/L, die der LC-MS/MS Methode 0,3 ng/L.

Probe Datum EE2 [ng/L]
ELISA CLEIA LC-MS/MS

Ahr Blankenheim Jan 05 0,3 <LOD <LOD
Ahr Blankenheim Feb 05 0,5 <LOD <LOD
Ahr Diimpelfeld Jan 05 0,7 <LOD <LOD
Ahr Diimpelfeld Feb 05 0,9 <LOD <LOD
Agger Lohmar Jan 05 1,0 <LOD <LOD
Agger Lohmar Feb 05 0,6 0,7 <LOD
Rhein Bonn Jan 05 0,7 0,6 <LOD
Rhein Bonn Feb 05 0.8 <LOD <LOD
KA Altenrath Jan 05 1,6 2,8 <LOD
KA Altenrath Feb 05 3.3 1,9 0,8
KA Blankenheim” Jan 05 0,9 1,0 <LOD
KA Blankenheim”  Feb 05 * 1,3 <LOD
KA Diimpelfeld Jan 05 2,9 1,3 <LOD
KA Diimpelfeld Feb 05 0,4 0,8 <LOD
KA Ohlenhard Jan 05 1,8 <LOD <LOD
KA Ohlenhard Feb 05 3,1 2,1 <LOD

Auffillig an den in Tabelle 1.23 aufgefiihrten Messwerten ist die hdufige Unterschreitung der
Nachweisgrenze (LOD) im Referenzverfahren. Aufgrund der ineffizienten Anreicherung im
Referenzlabor muss die angegebene Nachweisgrenze von 0,3 ng/L als nicht haltbar betrachtet
werden. Unter Beriicksichtigung der jeweiligen Wiederfindung' ist eine Nachweisgrenze von
ca. 1,0 ng/L im Referenzverfahren als plausibel anzusehen.

Tabelle 1.24: Messung von 24 h-Mischproben der vier Kldranlagen in Bonn.

Probe EE2 [ng/L]
CLEIA LC-MS/MS
KA Beuel 0,6 <LOD
KA Salierweg 0.4 0.8
KA Duisdorf 0,4 0,3
KA Bad Godesberg 0,7 0.6

Die mit Hilfe des ELISA und CLEIA bestimmten Messwerte im Oberflichenwasser und im
Klaranlagenablauf lagen alle im erwarteten Bereich. Auffillige Abweichungen zu Literatur-
werten traten nicht auf (Aerni et al. 2004; Komori et al. 2004; Pawlowski et al. 2004a; Servos
et al. 2005). Die in der Pflanzenkldranlage Altenrath und der Teichkldranlage Ohlenhard ge-
messene EE2 Konzentration ist im Vergleich zu den Messwerten der klassischen mechanisch-
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biologischen Klédranlagen leicht erhoht. Im Vergleich zu klassischen Anlagen verlduft die
Abwasserreinigung in Altenrath und Ohlenhard mit verminderter Intensitdt, insbesondere die
fiir den Abbau von EE2 relevante Denitrifikation ist hier offensichtlich unzureichend ausge-
legt. Leider stehen keine adidquaten Literaturangaben zu Kldranlagen dieses Typs zur
Verfligung. Studien zu Hormonbestimmungen in nicht-konventionellen Kldranlagen wie den
hier untersuchten Pflanzen- und Teichklaranlagen wurden bislang nur selten durchgefiihrt. Ein
moglicher Grund mag die analytisch schwierigere Matrixbelastung entsprechender Proben
sein. Eine zum Altenrather Typ dhnliche Pflanzenkldranlage wurde in einer Studie des UFZ-
Leipzig vorgestellt (Braun et al. 2003). Leider konnten hier aber keine sinnvollen Nachweis-
grenzen fiir EE2 erzielt werden. Eine Studie zu Teichkldranlagen wie in Ohlenhard findet sich
bei Kolodziej et al. (Kolodziej et al. 2003). Allerdings beschrinkten sich die Autoren auf die
Untersuchung der Estrogene Estradiol und Estron. Zudem fungiert die dort beschriebene An-
lage lediglich als vergréBertes Nachklarbecken einer mechanisch-biologischen Klédranlage.
Zur Beschreibung der mechanisch-biologischen Kléranlagen kann auf ein Modell zur
Abschitzung der EE2-Konzentrationen zuriickgegriffen werden. Fiir die Schitzung finden
Einwohnergleichwerte, der tigliche Abwasserzuflufl sowie eine mittlere EE2 Abbaurate von
85,2 % Eingang in die Auswertung (Johnson et al. 2004). In Abbildung 1.28 sind die Ergeb-
nisse aus Tabelle 1.24 im Vergleich zum jeweiligen Schitzbereich dargestellt.
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Abbildung 1.28: Vergleich von Messung und Modellschitzung. Schiatzwerte sind durch Balken wiedergegeben,
Messwerte aus Tabelle 1.24 in Kreisform.
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Es lag eine sehr gute Ubereinstimmung von Mess- und Schitzwerten vor. Eine schlechtere
Ubereinstimmung liegt im Fall der Kl4ranlagen in Blankenheim und Diimpelfeld vor. Anhand
der Modellschiatzung ergab sich fiir Blankenheim ein Erwartungsbereich von 0,1 — 0,3 und fiir
Diimpelfeld von 0,3 — 0,7 ng/L. Die im ELISA und im CLEIA gemessenen Konzentrationen
lagen mit einer Ausnahme (ELISA Messung in Diimpelfeld, Feb 05) iiber diesen
Schitzwerten. Fiir die Anlage in Blankenheim lagen die Werte um 1 ng/L, in Diimpelfeld trat
ein Maximalwert von 2,9 ng/L auf (vgl.Tabelle 1.23).
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1.6. Diskussion

Der Schwerpunkt der vorliegenden Dissertation liegt in der Methodenentwicklung sowie der
Optimierung bestehender Methoden im Bereich Umweltanalytik mittels Immunoassays.

1.6.1. Immunoassays

Ausgangspunkt der Arbeiten, die zum Aufbau der drei ELISAs fiir Ethinylestradiol fiihrten,
waren Vorstudien an einem Modellsystem zur Bestimmung von Estradiol. Hierzu konnte auf
einen Antikorper der Arbeitsgruppe Meyer in Weihenstephan (Forschungszentrum fiir Milch
und Lebensmittel, Technische Universitdt Miinchen) zuriickgegriffen werden. Meyer und

1, wie auch fiir die

Mitarbeiter verwendeten diesen Antikorper fiir Messungen von Estradio
Anreicherung von Estradiol aus Rinderserum (Meyer et al. 1990). Das urspriingliche Proto-
koll sah eine Inkubation des Tracers iiber Nacht vor, typische Nachweis- und Bestimmungs-
grenzen lagen bei 28 und 360 ng/L, der Messbereich erstreckte sich von 35 ng/L bis
57,8 ng/L. Unter den Gesichtspunkten einer einfachen Durchfiihrung und mdéglichst hoher
Sensitivitdt kann dieser Assay als nicht optimiert angesehen werden. Andererseits geniigten
die analytischen Kenndaten den Erfordernissen im Bereich Tierphysiologie.

Die Studien im Estradiol Modellsystem ermdglichten zweierlei. Zum einen konnte bereits hier
der Zusammenhang zwischen Inkubationszeit des Tracers und Sensitivitdt untersucht werden,
wobei die mehrstiindige Inkubation liber Nacht dies geradezu provozierte. Zum anderen konn-
ten durch die Synthese eines biotinylierten Estradiolderivats und der Entwicklung des Bio-LC
E2 ELISA neue Methoden erprobt werden. Speziell diese Erfahrungen im Aufbau eines
Immunoassays unter Ausnutzung der Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung erleichterte we-
sentlich die ersten Schritte zur Entwicklung des Bio-LC EE2 Assays. Die analytischen Kenn-
daten des Bio-LC E2 ELISA zeigten bereits eine verbesserte Sensitivitit im Vergleich zum
urspriinglichen Assay. Das Protokoll des Bio-LC E2 ELISA war allerdings weiterhin umfang-
reich. Speziell die Notwendigkeit die Mikrotiterplatte mit einem sekundéren Antikdrper vor-
zubeschichten, da der eigentliche Antikorper gegen Estradiol keine stabile Bindung an das
Polystyrol ausbildete, war sehr nachteilig und verlangerte das Protokoll unnoétig.

Mit Verfligbarkeit der Ethinylestradiol Antiseren wurde mit dem Aufbau der drei ELISAs fiir
EE2 begonnen. Von den beiden Seren konnte nur eines fiir die Entwicklung der Assays ver-
wendet werden, im nicht-verwendeten Serum zeigten sich deutlich schlechtere Bindungs-
eigenschaften beziiglich EE2. Chronologisch folgte auf den Bio-LC E2 ELISA das
biotinylierte EE2-Pendant, gefolgt vom EE2 ELISA, der schlielich zur Entwicklung des EE2
CLEIA fiihrte. Im Rahmen der Entwicklung des Bio-LC EE2 und EE2 ELISA war anfangs
die Implementierung der Assays auf einer automatisierten Pipettierstation angedacht. Auf
Basis des EE2 ELISA konnten hier einzelne Automatenmessungen durchgefiihrt werden
(Schneider et al. 2004b), allerdings zeigten sich wesentliche Schwierigkeiten in der Reprodu-

? Der Assay diente der Quantifizierung von Estradiol in Rinderserum. Die Proben wurden hierzu chromatogra-
phisch aufgereinigt und nachfolgend im ELISA quantifiziert. [Prof. H.H.D. Meyer, personliche Mitteilung]
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zierbarkeit des Pipettierprozesses selbst. Aufgrund des frithen Entwicklungsstandes der Pipet-
tierstation wurde eine weitergehende Automatisierung der Assays daher nicht vorgenommen.
Diese Entscheidung ermdglichte es, die Inkubationszeiten im EE2 ELISA und dem hieraus
entwickelten EE2 CLEIA weiter zu verkiirzen und eine weitere Sensitivitéitssteigerung zu
erzielen (Schneider et al. 2005).

Die kontinuierliche Optimierung der vier Assays ist durch einen stetig einfacher werdenden
Ablauf der Protokolle und eine deutliche Steigerung der Sensitivitit gekennzeichnet. Im
Unterschied zum Modellsystem wurde in den drei EE2 Assays auf eine Vorbeschichtung der
Mikrotiterplatten verzichtet. Dies, sowie die Verkiirzung aller Inkubationsschritte, trug we-
sentlich zur Vereinfachung der Protokolle bei. Mit Entwicklung des EE2 ELISA wurde eine
weitere Vereinfachung im Ablauf des Assay erzielt. Die unmittelbare Verwendung des En-
zymkonjugats als Tracer ermdglichte es, auf die Zugabe des Streptavidin-Peroxidase-
Konjugats zu verzichten. Im Vergleich zum Bio-LC EE2 ELISA konnte so ein weiterer Pro-
tokollschritt eingespart werden. Die weitere Optimierung des EE2 ELISA und die Entwick-
lung des EE2 CLEIA fiihrten zu einer nochmaligen Verkiirzung des zeitlichen Ablaufs, aller-
dings war dies lediglich durch den Substratwechsel bedingt. Das Luminol-basierte Substrat
erreichte die maximale Signalintensitét bereits in der ersten Minute nach Substratzugabe, im
TMB-Substratsystem hingegen verlief die Farbstoffentwicklung vergleichsweise langsam
iber den Zeitraum von 30 Minuten. Die manuelle Bearbeitung einer typischen
Mikrotiterplatte mit 96 Kavitidten dauerte im Bio-LC EE2 ELISA 120 Minuten, im EE2
ELISA 70 und im EE2 CLEIA 40 Minuten®'.

Die Vorteile der optimierten Assays in Bezug auf Protokollablauf und Sensitivitdt gehen al-
lerdings einher mit besonderen Herausforderungen beziiglich der Signaldetektion. Im Bio-LC
EE2 ELISA wurde mit Hilfe eines speziellen Enzymkomplexes bestehend aus Avidin und
biotinylierter Peroxidase versucht die Messwerte zu amplifizieren. Parallel zur
Signalverstarkung kam es allerdings zu einem deutlichen Anstieg unerwiinschter Hinter-
grundabsorption, verbunden mit verstirktem ,,Signalrauschen* (vgl. Abbildung 1.20).
Ursédchlich hierfiir ist die starke Adsorption des Avidinkomplexes an das Polystyrol der
Mikrotiterplatte. Letztendlich erwies sich die Verwendung dieses Enzymkomplexes als eher
nachteilig und zudem kostenintensiv. Im EE2 ELISA wurden durch die Verkiirzung der Inku-
bationszeiten und die starke Verdiinnung des Antikdrper die Grenzen der photometrischen
Messbarkeit erreicht, d.h. die Optimierung der Sensitivitdt schien durch die Nachweisbarkeit
des Labels begrenzt (vgl. Abbildung 1.25). Diese Schwelle der Optimierung konnte durch den
Substratwechsel iiberwunden werden. Es ist zu betonen, dass der Substratwechsel alleine kei-
ne Verbesserung der Sensitivitdt bewirkt, vielmehr ermoglichte der Substratwechsel die
weiterfiihrende Entwicklung des EE2 CLEIA, der den Endpunkt vorliegender
Assayentwicklungen und Optimierungen darstellt. In Abbildung 1.29 sind die Kalibrations-
kurven der drei ELISAs fiir EE2 dargestellt. Die Sensitivititssteigerung vom Bio-LC EE2

21 Berechnet als reine Assayzeit, beinhaltet nicht die Beschichtung der Mikrotiterplatte und keine Waschschritte.
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ELISA, iiber den EE2 ELISA zum EE2 CLEIA ist deutlich an der Linksverschiebung der je-
weiligen Kurve entlang der Konzentrationsachse erkennbar. Weniger deutlich féllt der
Sensitivitdtsgewinn des EE2 CLEIA bei Betrachtung der analytischen Kenndaten aus (vgl.
Tabelle 1.18 und Tabelle 1.20), besonders die Nachweisgrenzen mit 0,5 ng/L im ELISA und
0,2 ng/L im CLEIA erscheinen sehr dhnlich. Hier ist eine kritische Betrachtung der Kenn-
daten unter Beriicksichtigung ihrer jeweiligen Berechnungsgrundlage angebracht. Wie im
Abschnitt 1.2.1.4.3 zur Einfilhrung der analytischen Kenndaten dargelegt, leitet sich die Be-
schreibung von Nachweis- und Bestimmungsgrenze von der Festlegung eines Signal-zu-
Rausch-Verhiltnisses ab. Wie bereits dort diskutiert, kann eine derartige Beschreibung
irrefithrende Ergebnissen hervorbringen®. Hilfreicher ist ein Vergleich der Messbereiche, be-
rechnet anhand der beiden Prizisionsprofile. Der EE2 ELISA zeigt ein besonders breites
Prézisionsprofil (vgl. Abbildung 1.23), der resultierende Messbereich reicht von 4 ng/L bis zu
128 ng/L. Das Profil des EE2 CLEIA fillt deutlich enger aus (vgl. Abbildung 1.27), der
Messbereich beginnt aber bereits bei 0,8 ng/L und endet bei 100 ng/L.
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Abbildung 1.29: Vergleich der EE2 Assays anhand ihrer Kalibrationskurven. EE2 CLEIA (durchgezogene Linie,
Quadrate), EE2 ELISA (gepunktete Linie, Dreiecke), Bio-LC EE2 ELISA (gestrichelte Linie, Kreise).

Dies bedeutet, dass mit Hilfe des EE2 CLEIA Konzentrationsmessungen im sub ppt-Bereich
bei einem maximalen relativen Fehler von 20 % moglich sind. Theoretisch wire es moglich,
den Messbereich des EE2 CLEIA auszuweiten. Hierzu miisste das enge Prézisionsprofil des
CLEIA dem wesentlich breiteren des EE2 ELISA entsprechen. Formal betrachtet wird das
Prizisionsprofil durch den Quotienten aus Standardabweichung® und Kalibratorkonzentra-

22 Die Standardabweichung setzt sich zusammen aus verschiedenen Faktoren, wie Messabweichungen und Pipet-
tierungenauigkeiten. Bei manueller Durchfiihrung dominieren die Pipettierungenauigkeiten.
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tion, sowie der ersten Ableitung der 4-Parametergleichung beschrieben (vgl. Gleichung 1.10).
Mit abnehmender Kalibratorkonzentration steigen entsprechend die Werte des Profils. Da die
Werte der 4-Parametergleichung als anndhernd konstant betrachtet werden miissen, ist der
einzige verbleibende Ansatzpunkt zur Sensitivitdtssteigerung in der Standardabweichung zu
sehen. Rechnerisch lésst sich dies leicht modellieren. Mit einer Verbesserung der Standard-
abweichungen um den Faktor 10 konnte der Messbereich beispielsweise auf ca. 0,08 -
645 ng/L vergroBert werden. Denkbar wiére die Verwendung einer geeigneten Pipettierstation
mit verbesserter Wiederholgenauigkeit. Allerdings sind solch einer technischen Optimierung
auch Grenzen gesetzt. Mit Aufweitung der Prézisionsprofile rutschen die minimalen und ma-
ximalen Messwerte immer weiter in die asymptotischen Bereiche der 4-Parametergleichung,
was letztlich eine zuverldssige Diskriminierung nur geringfiigig unterschiedlicher Probenge-
halte unmoglich macht. Im Rahmen der Assay-Optimierungen konnte ein Maximum an
Sensitivitit in der direkten Bestimmung von Ethinylestradiol erzielt werden. Unter
Beriicksichtigung der sigmoiden Kurvenform ist davon auszugehen, dass selbst mit kleinster
Standardabweichung lediglich marginale Verbesserungen des Messbereichs erzielt werden
konnten.

Bedeutsam fiir die Bewertung obiger Immunoassays ist neben erzielbarer Sensitivitit und
einem einfachen Protokollablauf speziell ihre Selektivitiat und ihre Stabilitidt. Zur Charakteri-
sierung der Selektivitit wurde eine umfassende Studie zur Kreuzreaktivitidt des Antiserums
durchgefiihrt. Das wichtigste Ergebnis dieser Studie ist das Vorliegen minimaler
Kreuzreaktivititen fiir die meisten natiirlich vorkommenden Estrogene. Typische Werte der
Kreuzreaktivitét liegen unterhalb von 0,5 % (vgl. Tabelle 1.14). Als Konsequenz wird deut-
lich, dass mit Hilfe dieser EE2 Immunoassays der Analyt auch in Gegenwart haufig in Real-
proben auftretender Steroide wie etwa Estron und Estradiol bestimmt werden kann. Eine
falsch-positive Bestimmung von EE2, bedingt durch diese Stoffe, kann so ausgeschlossen
werden. Die leicht erhohte Kreuzreaktivitit des Antiserums fiir Glucuronséureaddukte bzw.
Sulfatgruppen an Position 3 des EE2 wire potentiell dazu geeignet eine Uberbestimmung des
EE2 in Realproben zu bewirken, vorausgesetzt diese Konjugate liegen in der Probe vor. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass die im Rahmen der Metabolisierung gebildeten Konjugate
(vgl. Abbildung 1.1) bereits bei Passage des Rohabwassers im Kanalsystem gespalten werden
(Baronti et al. 2000), das heif}t, die geringere Selektivitit des Antiserums fiir Konjugate an
Ringposition 3 ist irrelevant fiir die Bestimmung von EE2 in Realproben.

Die Stabilitdt der Immunoassays bezieht sich auf das Verhalten gegeniiber stérenden Stoffen
der Probenmatrix, speziell auf die Wechselwirkung mit Huminstoffen. Diese Stoffe werden
mit der Probe selbst in den ELISA eingebracht. Entsprechend kann der Assays sowohl durch
eine Beeintriachtigung des Antikorpers, als auch des Tracers gestort werden. Das Verhalten
der ELISAs gegeniiber Matrixeffekten wurde mit Hilfe einer Modellsubstanz” untersucht.

2 Kommerziell erhiltliche Huminsdure.
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Der Bio-LC EE2 ELISA und der EE2 ELISA zeigten hierbei voneinander deutlich abwei-
chende Ergebnisse. Wihrend der Bio-LC EE2 ELISA eine extreme Storanfilligkeit zeigte
(vgl. Abbildung 1.16) verhielt sich der EE2 ELISA ausgesprochen robust, selbst bei deutlich
erhohten Matrixkonzentrationen (vgl. Abbildung 1.15). Auf Basis dieser Ergebnisse wurde
deutlich, dass der Bio-LC EE2 ELISA nicht fiir die Anwendung in Realproben geeignet ist.
Der molekulare Mechanismus dieser starken Stérung des Bio-LC EE2 ELISAs ist nicht vollig
verstanden. Uber die Ursachen kann spekuliert werden. Zum einen tritt bei erhdhten Matrix-
konzentrationen eine Art nicht-spezifische Bindung auf. Dies wire durch Adsorption der
Huminsdure an den Antikorper oder an das Polystyrol der Mikrotiterplatte selbst und eine
nachfolgende Wechselwirkung mit dem Streptavidin-Peroxidase-Konjugat erklarbar.
Weiterhin kommt es im Bereich kleiner Kalibratorkonzentrationen zu einem deutlichen Ver-
lust (grofer 10 %) an Signalintensitdt. Erkldrbar wére dies durch eine Adsorption des
biotinylierten EE2 an die Huminsdure. Ganz offensichtlich werden hier mehrere Effekte par-
allel wirksam. Der Bio-LC EE2 ELISA kann entsprechend als nicht stabil gegeniiber Matrix-
effekten bezeichnet werden.

Wesentlich giinstiger waren die Ergebnisse des EE2 ELISAs, wie auch des EE2 CLEIAs.
Abbildung 1.15 lasst zwar einen geringen Einfluss auf die Sensitivitit erkennen (Kurven
leicht nach rechts verschoben), die sigmoide Form der Kalibrationskurven blieb aber
vollstdndig erhalten. Im Rahmen der Feldstudie wurde fiir Messungen mit dem EE2 ELISA
eine SPE-Methode entwickelt, die speziell darauf ausgelegt war, eventuelle Huminstoffe zu
entfernen, d.h. dieser geringen Uberbestimmung entgegenzuwirken. Bei Durchfiihrung der
EE2 CLEIA Messungen wurde hierauf jedoch verzichtet. Der Vergleich der EE2 CLEIA Er-
gebnisse mit den Werten der Referenzmethode (vgl. Tabelle 1.24) verdeutlichte, dass keine
Matrixeffekte vorliegen, es kommt nicht zur Uberbestimmung der Konzentrationen.

1.6.2. Feldstudie

Die Tauglichkeit des EE2 ELISA und CLEIA zur Messung von Realproben konnte im Rah-
men der Feldstudie bestétigt werden. Beide Immuoassays sind fiir die Bestimmung von EE2
in Oberflachenwasser sowie im Kldranlagenablauf geeignet. Die Messwerte stimmten gut mit
den Werten vergleichbarer Studien iiberein. Im Bereich stddtischer Einzugsgebiete zeigt sich
zudem eine sehr gute Ubereinstimmung mit den modellierten Erwartungswerten. Abweichun-
gen waren allerdings im Fall der beiden Klédranlagen Blankenheim und Diimpelfeld mit
landlich gepragtem Einzugsgebiet zu beobachten. Grundsétzlich kommen zwei Ansitze zur
Kldrung der Abweichung in Betracht: Einerseits konnte die im Vergleich zu stadtischen An-
lagen unterschiedliche Matrix im Abwasser dieser beiden Anlagen eine Uberbestimmung der
Konzentrationen bedingen. Allerdings traten die leicht erhohten Messwerte konsistent sowohl
im ELISA mit Festphasenanreicherung, als auch im CLEIA mit direkter Messung auf.
Bedingt durch die Festphasenanreicherung wéren im ELISA jedoch deutlich geringere Ma-
trixeffekte zu erwarten gewesen als im CLEIA. Dies konnte durch die Messwerte der
Kldranlagen Blankenheim und Diimpelfeld nicht bestdtigt werden. Die hochste EE2 Konzen-
tration dieser beiden Anlagen trat im ELISA Verfahren auf (Diimpelfeld, Feb 05, vgl. Tabelle
1.23). Der analytische Ansatz ist ganz offensichtlich ungeeignet zur Kldrung der Modellab-
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weichung. Vielversprechender erscheint eine kritische Betrachtung des Modells. Ein wesent-
licher Aspekt zur Schitzung der Konzentrationen im Ablauf ist die Abbaurate der
Klédranlagen fiir EE2. Im Modell wird hier ein mittlerer Wert von 85,2 £ 5,1 % angesetzt.
Diese Grof3e leitet sich ab von zwei Studien in denen die Klidranlagen in Wiesbaden und in
Rom hinsichtlich ihrer Abbauleistung fiir Steroidhormone charakterisiert wurden (Baronti et
al. 2000; Andersen et al. 2003). Die dort untersuchten insgesamt sieben Kldaranlagen befinden
sich alle in stiddtischen Einzugsgebieten, im Gegensatz zu den Kliranlagen in Blankenheim
und Diimpelfeld. Offensichtlich sind die Abbauraten dieser sieben Anlagen nicht reprisentativ
fiir die beiden Anlagen mit landlichem Einzugsgebiet. Da im Rahmen der Feldstudie keine
Konzentrationsmessungen im Zulauf der Kliranlagen durchgefiihrt wurden stehen die Abbau-
raten der Anlagen in Blankenheim und Diimpelfeld nicht zur Verfugung.24 Es kann ange-
nommen werden das der Abbau nicht den Wert von 85 % erreicht. Eine mogliche Erkldrung
wire in der unterschiedlichen Spezialisierung der Mikroorganismen im Belebtschlamm der
Anlagen zu sehen. Dies impliziert eine Mdglichkeit den Abbau des EE2 zu verbessern. An-
satzpunkt wire die Retentionszeit des Abwassers im Belebtschlammbecken. Ternes und Mit-
arbeiter konnten zeigen, dass iiber diese Stellgrofle verbesserte Abbauleistungen erzielt wer-
den konnen (Andersen et al. 2003).

1.6.3. Signifikanz

Mit der vorliegenden Arbeit konnte ein wesentlicher Beitrag zur Analytik des endokrinen
Disruptors Ethinylestradiol geleistet werden. Von besonderer Bedeutung ist das Erreichen
extrem geringer Nachweisgrenzen zu sehen. Es konnte erstmalig ermdglicht werden direkt im
okotoxikologisch relevanten sub ppt-Bereich zu messen, hervorzuheben ist weiterhin der ein-
fache und effiziente Ablauf der Messungen.

In Abbildung 1.30 sind die Ergebnisse einer aktuellen Literaturstudie zur Empfindlichkeit
verschiedener Immunoassys fiir Ethinylestradiol dargestellt. Die Studie umfasst sowohl
Assays fiir medizinische Anwendungen, beispielsweise fiir die Bestimmung von
Ethinylestradiol in Korperfliissigkeiten (Warren et al. 1974; Fotherby et al. 1981; Agasan et
al. 1994; Fitzpatick et al. 2003; R-Biopharm 2003), als auch Assays zur Umweltanalytik von
Ethinylestradiol in Wasserproben (Coille et al. 2002; JapanEnviro Chemicals 2003; Schneider
et al. 2004a; Hintemann et al. 2005; Schneider et al. 2005).

* Vorstudien zur Bestimmung von EE2 im Kliranlagenzulauf fiihrten aufgrund der extremen Matrixbelastung
zu einer wesentlichen Uberbestimmung des EE2 Gehalts. Da eine zuverldssige Berechnung der Abbauraten auf
dieser Datenbasis nicht durchgefiihrt werden konnte wurden im Rahmen der Feldstudie keine Zulaufmessungen
vorgenommen.
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Abbildung 1.30: Sensitivitatsvergleich publizierter Immunoassays fiir Ethinylestradiol. Abweichend zu den in
Abschnitt 1.2.1.4.3 beschriebenen analytischen Kenndaten wird die Sensitivitdt hier als Kalibratorkonzentration
angegeben, die zu einer Signalintensitit von 90 % fithrt”. Gezeigt ist die reine Assaysensitivitit, eventuelle
Anreicherungsschritte sind nicht beriicksichtigt. Die dunkel dargestellten Assays Nr. 1, 3 und 4 sind die in dieser
Arbeit entwickelten Testsysteme.

Es fillt auf, dass die in dieser Arbeit entwickelten Assays zu den derzeit vier empfindlichsten
gehoren. Der von Tacey (1994) beschriebene Assay Nr. 2 erreicht ebenfalls sehr gute Nach-
weisgrenzen, allerdings unter Verwendung von radioaktiv markiertem Ethinylestradiol als
Tracer. Jene Immunoassays, die speziell fiir die Umweltanalytik entwickelt wurden (Assay
Nr. 8, 9, 11, 12), erzielen nur mittlere Sensitivititen, damit sind sie nur bedingt zur Bestim-
mung der geringen Konzentrationen in der Umwelt verwendbar.

Mit der Etablierung der optimierten ELISA Methodik konnen in kiirzester Zeit eine Vielzahl
von Proben im unteren ng/L-Bereich bestimmt werden. Das Potential der Methode wird an
einem einfachen Beispiel deutlich. Bei einer typischen Plattenbelegung mit acht Kalibratoren
und dreifacher Bestimmung der Messwerte konnen 24 Proben parallel bestimmt werden. In
einem typischen instrumentellen Messverfahren mittels Probenanreicherung, chromato-
graphischer Trennung und massenspektrometrischer Detektion ergébe sich ein Messzeit von
mindestens 22 Stunden, unter Beriicksichtigung einer 5 miniitigen Aquilibrierung des Lauf-

 Es kann lediglich dieser Vergleich iiber eine prozentuale Signalintensitit durchgefiihrt werden, da die analyti-
schen Kenndaten in den einzelnen Publikationen meist nur unzureichend dokumentiert sind.
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mittelgradienten (Ziihlke et al. 2005). Hinzu kdmen ca. vier bis acht Stunden fiir die Anreiche-
rung der Proben. Im Vergleich hierzu kann die Messung der 24 Proben im EE2 ELISA inner-
halb von 70 Minuten, mit Hilfe des EE2 CLEIA in nur 40 Minuten abgeschlossen sein.
Aufschlussreich erscheint auch ein Vergleich der Kosten?®: Fiir eine Messung im EE2 ELISA
liegen die Kosten pro Probe bei 4,60 €, die gleiche Messung kann im EE2 CLEIA mit 1,20 €
deutlich giinstiger durchgefiihrt werden. Ursédchlich fiir die hoheren Kosten im EE2 ELISA ist
die Anreicherung der Proben. Die Kosten fiir eine Messung in einem kommerziellen Auf-
tragslabor, mit Hilfe instrumenteller Verfahren, liegen mit 200 € pro Probe deutlich iiber den
ELISA-Kosten.

Uber die methodisch-analytische Fragestellung hinausgehend stellt sich die Frage der eigent-
lichen Relevanz dieser Arbeit. Dies kann nicht allein mit dem akademischen Anspruch einer
moglichst optimierten Methode zur Hormonanalytik erklirt werden, vielmehr ist das Ergebnis
in einem Umwelt-bezogenen Kontext zu sehen. Zahlreiche 6kotoxikologische Studien ver-
deutlichen eine Gefdhrdung von Fischpopulationen durch hormonell wirksame Substanzen
(Lange et al. 2001; Metcalfe et al. 2001; Panter et al. 2002; Zerulla et al. 2002; Pawlowski et
al. 2004b). Dies betrifft speziell die kleineren FlieBgewésser, die hdufig fliir mehrere
Kliranlagen den Vorfluter darstellen. In diesen Gewissern ist eine Uberschreitung biologi-
scher Wirkungsgrenzen eher wahrscheinlich als in den groferen FlieBgewédssern, wie etwa
dem Rhein. Ethinylestradiol zeigt mit einer Halbwertszeit von 10 Tagen einen eher langsamen
Abbau in FlieBgewédssern (Jiirgens et al. 2002). Obgleich ein langsamer Abbau moglich ist,
fiihrt der kontinuierliche Eintrag durch den Kliranlagenablauf zu einer dauerhaften Belastung
der Gewisser. Sumpter (2005) spricht in diesem Zusammenhang von einem ,,pseudopersis-
tenten* Verhalten des Ethinylestradiols.

Bislang werden zur Gewisseriiberwachung auf endokrine Disruptoren in Deutschland
ausschliesslich instrumentelle Verfahren verwendet (Bund-Landerausschuss Chemikaliensi-
cherheit 2003). Bedingt durch den hohen Aufwand dieser Messungen, wird auf eine
routinemafige Bestimmung von Ethinylestradiol meist verzichtet. In Hinblick auf eine nach-
haltige Gewisserbewirtschaftung wire eine solche Routineanalytik zur Bestimmung des
Ethinylestradiols jedoch wiinschenswert. Mit den hier entwickelten Immunoassays erdffnet
sich erstmalig diese Moglichkeit. Die Anwendung dieser Assays konnte einen wichtigen Bei-
trag zur Gewisserliberwachung leisten, und so dem Schutz der Umwelt dienen.

26 Errechnet als laufende Kosten fiir Verbrauchsmaterial, Geriteinvestitionen und Abschreibungen sind nicht
beriicksichtigt.
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Kapitel 2. A novel enzyme-linked immunosorbent assay for
Ethinylestradiol using a long-chain biotinylated EE2 de-
rivative
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236, D-69120 Heidelberg, Germany
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Abstract: Ethinylestradiol (EE2) is one of the most potent endocrine disrupting compounds
capable to induce estrogenic effects even at trace level concentrations in the aquatic environ-
ment. Methods for detecting EE2 in such concentrations are generally based on GC or HPLC
coupled to at least one mass spectrometer. Another approach are immunoassays and sensor
systems but for most designs, derivatives of EE2 are required (e.g. for coupling to carrier pro-
teins, enzyme or fluorescent labels etc.). Here we present the straightforward synthesis and
complete characterization of a new long-chain biotinylated EE2 derivative. The new EE2 de-
rivative is used as tracer in a direct competitive enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
for the determination of EE2. With pure water, the limit of detection (LOD, S/N = 3) and the
test midpoint were found to be 14 ng L™ and 136 ng L' respectively. Cross reactivity (CR)
was tested for 10 endogenous steroids and the BSA-conjugate used for immunization, as well
as a synthetic precursor of the conjugate. Among the naturally occuring compounds CR was
determined to be maximum for metabolites of EE2 conjugated at ring-position 3 (17 % and
37 % for 3-Glucuronide and 3-Sulphate resp.). Assay stability was tested against humic sub-
stances and organic solvents. Increasing amounts of organic solvents in the sample caused a
clear decrease in sensitivity, presence of humic substances lead to an overestimation of EE2.
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Ethinylestradiol, EE2, biotinylation, steroid, biotin, synthesis, ELISA
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2.1. Introduction

The 1990s have witnessed a great expansion of interest in the implications of environmental
exposure of wildlife and humans to potential endocrine disruptors (Stone 1994). Gutendorf
and Westendorf (Gutendorf et al. 2001) identified more than 50 compounds exhibiting endo-
crine disrupting effects, with the majority of these compounds being of estrogenic nature. Es-
tradiol and its metabolites estrone and estriol have been detected in Europe (Desbrow et al.
1998; Belfroid et al. 1999; Ternes et al. 1999; Sole et al. 2000), North America (Ternes et al.
1999) and Asia (Oh et al. 2000) in municipal and industrial effluents. The pharmaceutical
estrogen 170-Ethinylestradiol (EE2) frequently prescribed as an oral contraceptive has been
detected at trace-level concentrations in the low ng L™'-range in sewage effluents in Italy,
Germany, England, The Netherlands and the U.S. (Desbrow et al. 1998; Routledge et al.
1998; Belfroid et al. 1999; Ternes et al. 1999; Baronti et al. 2000; Johnson et al. 2000; Kuch
et al. 2000; Huang et al. 2001; Xiao et al. 2001). In surface waters EE2 was only detected in a
few samples. Some studies reported values up to 4.3 ng L' (Belfroid et al. 1999). However,
most of the samples had levels below 1 ppt (Belfroid et al. 1999; Huang et al. 2001; Xiao et
al. 2001). Even though the detected EE2 concentrations are very low there might still be an
impact on the aquatic ecosystem, as has been indicated by laboratory studies using vitel-
logenin as biomarker for endocrine disruption in rainbow trout (Sumpter et al. 1994).

For quantifications in the low ng L™'-range analysts rely on highly sophisticated methods such
as GC-MS, HPLC-MS or even tandem MS techniques. As an alternative, sensor techniques
and immunochemical assays such as ELISA can be used. In the past, several studies have
been published using immunoassays for measuring EE2 in different matrices (de la Pena et al.
1975; Fotherby et al. 1981; Agasan et al. 1986; Agasan et al. 1994; Tacey et al. 1994). Avail-
able test kits for EE2 are optimized for biological specimens such as blood and urine. Appli-
cability to environmental samples was neither considered nor assessed for the majority of
these kits. Here we present the facile synthesis and complete characterization of a new long-
chain biotinylated EE2 derivative (Figure 2.1). We have employed an €-aminocaproic acid
spacer connecting the biotin moiety to an EE2-6-Carboxymethyloxime with the intention of
maximizing the biotin-avidin interaction (Costello et al. 1979; Leary et al. 1983) in the appli-
cation of the derivative in a new ELISA. The ELISA based on the long-chain biotinylated
Ethinylestradiol is optimized for environmental analysis and shows excellent sensitivity and
selectivitiy.
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Figure 2.1: Z-form of 3,17b-dihydroxy-1,3,5(10)-17a-ethinylestratrien-6-on-carboxymethyloxime-hydrazido-(e-
biotinyl)-aminocapronamide
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2.2, Experimental

2.21. Reagents and Materials

All reagents were of analytical or biochemical grade and were used as received.
1,3,5(10)Estratrien-17o-ethinyl-3,17-diol-6-on-6-carboxymethyloxime and the corresponding
BSA conjugate were purchased from Steraloids (London, GB), the Biotin-LC-hydrazide was
obtained from Molecular Bioscience (Boulder, CO, USA), Acetonitrile was purchased from
LGC Promochem (Wesel, Germany), Tetramethylbenzidine (TMB) and Tween™ 20 were
purchased from Serva (Heidelberg, Germany), humic acid was from Carl Roth (Karlsruhe,
Germany) the streptavidin-HRP conjugate (S5512) and all other reagents were supplied by
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany). Ultrapure water was obtained by running demineral-
ized water through a Milli-Q water purification system from Millipore (Eschborn, Germany).
0.2 um syringe filters were otained from Gelman (Ann Arbor, MI, USA), TLC plates (Alug-
ram™) were from Machery-Nagel (Diiren, Germany). The microtitier plates used were 96
flat-bottom wells with high binding capacity (Maxisorp ™) from Nunc (Roskilde, Denmark).
For the immunoassay the following buffers were used: PBS 1 (10 mM PBS pH 7.6, contain-
ing 150 mM NaCl and 2.85 % Tween'™ 20), PBS 2 (8 mM PBS pH 7.6, containing 145 mM
NaCl), PBS 3 (8 mM PBS pH 7.6, containing 145 mM NaCl and 0.5 % Tween"" 20), coating
buffer (50 mM sodium carbonate buffer, pH 9.6) and substrate buffer (200 mM citric acid
monopotassium salt buffer containing 3 mM perhydrol and 0.01 % sorbic acid potassium salt,
pH 3.8). A stabilized TMB-solution (41 mM TMB, 8 mM tetrabutylammoniumborhydrid in
dimethylacetamide) was prepared according to Frey et al. (Frey et al. 2000). The final sub-
strate solution consists of 540 pL TMB-solution in 21.5 ml substrate buffer and was freshly
prepared for each run.

2.2.2. HPLC

Preparative high-performance liquid chromatography was carried out on a Perkin Elmer sys-
tem (advanced LC sample processsor ISS 200, binary LC pump 250, LC 235 diode array de-
tector) using a Prodigy ODS column (preparative; 10 um, 250 mm x 21.2 mm; Phenomenex,
Aschaffenburg, Germany). Separations were run at 20 °C with a flow rate of 7 mL min™' with
the following acetonitril/water (adjusted to pH 9 with ammoniumhydroxide) gradient: starting
with 25 % acetonitril for 5 minutes, increasing linearly to 40 % acetonitril within 8 minutes,
continuing with 60 % acetonitril, increasing to 100 % within 12 minutes. UV detection was
performed at a wavelength of 260 nm.
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2.23. NMR spectroscopy

NMR spectra were recorded on a Bruker AM 300 (300 and 75 MHz, for "H and 13C, respec-
tively) at room temperature. 'H- and *C-NMR chemical shifts are reported in parts per mil-
lion downfield from tetramethylsilane and referenced to residual solvent resonances (‘H
NMR: 3.31 ppm for CHD,OD in CD;0OD; *C NMR, 49.15 ppm for CD;0D). 'H-NMR sig-
nals are given followed by multiplicity, coupling constants J in hertz, and integration in pa-
rentheses. For complex coupling patterns, the first coupling constant listed corresponds to the
first splitting listed.

2.24. Mass spectrometry

Exact masses were determined by FAB MS analysis running in positive ion mode using 3-
Nitrobenzylalcohol as matrix on a Concept 1H instrument from Kratos.

2.2.5. Synthesis of 3,17B-dihydroxy-1,3,5(10)-17a-ethinylestratrien-6-on-
carboxymethyloxime-hydrazido-(e-biotinyl)-aminocapronamide
6.8 ul of isobutylchloroformiate was added at -15 °C to a solution of 20 mg 3,17p-dihydroxy-
1,3,5(10)-17a-ethinylestratrien-6-on-carboxymethyloxime and 8.3 ul of N-methylmorpholin
in 1.04 ml dry DMF. After stirring for 3 minutes the activated steroid was added to a suspen-
sion of 19.4 mg of the biotin-LC-hydrazide in 4.16 ml of dry DMF and stirred overnight at
4 °C. Reaction progress was monitored by TLC on precoated silica gel plates (thickness 0.25
mm), spots being detected under a UV lamp. With completion of the reaction the cloudy sus-
pension of the biotin-LC-hydrazide changed to a clear solution. For purification the solution
was directly injected into the preparative HPLC system. The combined fractions of the prod-
uct were evaporated to dryness under reduced pressure. Solid phase material stemming from
the preparative column precipitated within the product and was removed by membrane filtra-
tion using methanol as solvent and a 0.2 um hydrophilic polypropylene membrane. Again
methanol was evaporated and the product dried under vacuum.
Yield: 52 %. '"H-NMR, (CD;0D):8 7.31 (d, ] =2.8 Hz, 1H, 4-H), 7.13 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 1-
H), 6.74 (dd, ] = 8.5 ; 2.8 Hz, 1H, 2-H), 4.64 (s, 2H, oxime), 4.43 (pseudo-dd, J = 7.8; 5.1 Hz,
1H, bio), 4.24 (dd, ] =7.9 ; 4.5 1H, biotin), 3.18 (m, 1H, SC-H), 3.13 (m, 2H, NCH,), 2.87
(dd, J=12.7 ; 5.1 Hz 1H, SCH?), 2.82 (s, 1H, 17-alkyne), 2.65 (d, J =12.7, 1H, SCH®), 2.3 —
2.1 (m, 6H), 2.0-1.9 (m, 3H), 1.8—1.3 (m, 20 H), 0.81 (s, 3H, 18-methyl);?C-NMR,
(CD;0D): 6 176.1, 173.7, 170.4, 169.9, 166.2, 165.0, 157.4, 135.1, 132.1, 126.9, 118.7,
111.7, 80.3, 73.8, 63.5, 61.7, 57.1, 51.2, 42.7, 41.1, 40.3, 40.0, 39.3, 37.0, 36.9, 35.2, 33.7,
31.8, 30.9, 30.1, 29.8, 29.6, 27.5, 27.0, 26.5, 23.8, 22.2, 13.3 ppm; MS (FAB): [M+Na]"
759.3; [M]" 737.4; [M-urea]” 679.4; [M-(methyl, ethinyl, both hydroxyfunctions]” 663.5; [M-
(methyl, ethinyl, one hydroxyfunction, urea]” 621.3; [M-(methyl, ethinyl, both hydroxyfunc-
tions, urea-fragment, steroid-ring d]" 563.3; [Ethinylestradiol-6-0xime+Na]+ 329.1;
[Ethinylestradiol-6-oxime]~ 307.1; [biotin+Na]" 234.0; [biotin]" 312.0. HPLC (preparative):
R{11-12 min.
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2.2.6. Bio-LC EE2 ELISA

2.2.6.1. Antisera Production

Two New Zealand White rabbits were immunized in cooperation with Eurogentec (Herstal,
Belgium) using a BSA conjugate of 1,3,5(10)Estratrien-17o-ethinyl-3,17-diol-6-on-6-
carboxymethyloxime. Primary immunization was performed intradermally at 10 multiple sites
by injecting the immunogen emulsified with Freund’s complete adjuvant. Booster injections
were administered after 2, 4 and 8 weeks after priming using Freund’s incomplete adjuvant.
Final bleedings were taken after 3 months. The serum from the rabbit which showed highest
titer and sensitivity in the assay was used in this study.

2.2.6.2. Optimized ELISA Procedure

Direct competitive ELISA format was adapted for the analysis of EE2. ELISA was performed
as follows. Microtiter plates were coated with the polyclonal antibody (dilution 1:50,000,
200 pL per well) in coating buffer. The plates were covered with Parafilm to prevent evapora-
tion. After overnight incubation at 20 °C, the plates were washed three times with PBS 1 us-
ing an automatic plate washer (Flexiwash, Asys Hitech, Eugendorf, Austria). For construction
of the calibration curve an EE2 stock solution was prepared using ethylacetate and then fur-
ther diluted with ultrapure water to obtain standard solutions covering the concentration range
between 0.001 pg L and 1000 pg L. After the three-cycle washing step the plates had EE2
standards added (100 pL per well) and were shaken at room temperature for 30 minutes. This
was followed by addition of the synthesized Bio-LC EE2 in PBS 2 (0.025 pmol mL™, 100 pl
per well); the plates were shaken at room temperature for another 30 minutes, followed by a
second three-cycle washing step. To the plates was then added streptavidin-HRP conjugate
solution in PBS 3 (50 ng ml™", 200 uL per well) and shaking continued at room temperature
for 30 minutes, followed by a third three-cycle washing step. Finally, substrate solution was
added (200 pL per well) and incubated for 30 minutes. The enzyme reaction was stopped by
addition of sulfuric acid (50 puL per well, 1 M). Absorbance was measured at 450 nm and ref-
erenced to 650 nm with a plate reader (VMax, Molecular Devices, Munich, Germany). All
determinations were made at least in triplicate on different plates. The mean values were fitted
to a four-parametric logistic equation (4PL) (Dudley et al. 1985), optical densities were nor-
malized to parameter A of the 4PL and plotted against log C.

2.2.6.3. Cross Reactivity Determination

The relative sensitivity of the immunoassay towards the compounds listed in Table 2.1 was
determined by assaying a dilution series of each substance in water. Cross reactivity is calcu-
lated as the ratio of molar concentrations at the inflection points (midpoints) of the corre-
sponding calibration curves and expressed in percentage relative to the midpoint for EE2.
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2.2.6.4. Effects of Organic Solvents and Humic Acid on the ELISA

Matrix effects of organic solvents and a model humic acid as interfering agents were studied
using serial dilutions of EE2 in solutions of the respective substances. Three organic solvents
(acetone, acetonitrile, methanol) were tested for their compatibility with the ELISA; concen-
trations covered the range from 5-40 % solvent in EE2 standard. Commercial humic acid was

tested in concentrations ranging from 0.2-10 mg L.
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2.3. Results and discussion

2.3.1. Synthesis of 3,17B-dihydroxy-1,3,5(10)-17 a-ethinylestratrien-6-on-
carboxymethyloxime-hydrazido-(e-biotinyl)-aminocapronamide
We present a facile synthesis and the complete characterization for a new biotinylated
Ethinylestradiol derivative. The synthesis relies on activation of the steroid for 3 minutes at
-15°C using isobutylchloroformiate as leaving group in DMF as solvent (Munro et al. 1984).
Modifications of this procedure published for the biotinylation of estradiol (Tiefenauer et al.
1990) applied a harsher method for activation substituting DMF with dioxane and stirring for
30 minutes at 8 °C. However, promising results in the biotinylation of estradiol using the
more gentle activation at -15 °C (data not shown) led us to the procedure for Ethinylestradiol
presented here enabling a very smooth kinetic control in the activation of the steroid.
As a thorough purification of the product is an indispensable prerequisite for the application
of this new Ethinylestradiol derivative in immunochemistry, we have developed a new prepa-
rative HPLC method for its purification. Problems arose as solid phase material precipitated
in the product when evaporating the combined fractions to dryness. This drawback was over-
come by using a simple membrane filtration to remove the solid phase. Purity of the isolated
product could be confirmed by NMR. The biotinylated Ethinylestradiol was obtained in 52 %
yield due to the mentioned difficulties in the process of purification.

2.3.2. Characteristics of the Bio-LC EE2 ELISA
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Figure 2.2: Master-calibration curve for Ethinylestradiol obtained with spiked ultrapure water. Results of the
four-parametric logistic curve fitting: A 100 %; B 0.6; C 0.136 pg L''; D 23 %. Values averaged from 13 indi-
vidual calibration curves; error bars calculated according to Gaussian error propagation based on standard devia-
tion at each concentration level in the 13 individual calibration curves.
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2.3.21. Optimization of Assay Conditions

Unlike noncompetitive ELISAs, in which an excess of reagents is used to increase detectabil-
ity, limiting concentrations of immunoreagents are required in competitive ELISAs to obtain
good sensitivities. Criteria used to evaluate the optimization were maximum optical density
(By), dynamic range, concentration at midpoint and detection limit (LOD). The best combina-
tion of immunoreagents used was found to be a combination of diluting the antiserum
1:50,000 and employ a concentration of the synthesized Bio-LC EE2 of 0.025 pmol ml™. Fur-
ther dilution of the Bio-LC EE2 did not yield an improved sensitivity of the assay. This indi-
cates that the affinity limit of the antibodies in the antiserum was reached. Dilution of strepta-
vidin-peroxidase conjugate was chosen according to Bodmer (Bodmer et al. 1989),
Tween ™ 20 had to be added to reduce nonspecific binding of the conjugate.

Based on the optimized conditions, the EE2 calibration curve was constructed in the concen-
tration range of 0.001-1000 pug L™'. A mastercurve calculated from 13 calibration curves con-
secutively performed during 3 weeks is shown in Figure 2.2. The midpoints varied in the
range of 111-177 ng L™ (interassay CV 25 %), the relative standard deviation of the measured
optical density for three replicates at each standard concentration was lower than 5 %. The
LOD at a signal-to-noise ratio (S/N) of 3 is found to be 14 ng L. A suitable analytical work-
ing range of the assay is 0.022-1.2 ug L™ (part of the curve beween 40 % and 80 % inhibi-
tion).

2.3.2.2. Cross Reactivities

Estradiol, several metabolites of estradiol and ethinylestradiol as well as the immunogen and a
synthetic precursor of the immunogen and the biotinylated ethinylestradiol (EE2-6-
Carboxymethyloxime) were tested for cross reactivity (Table 2.1). The immunoassay proved
to be very specific for ethinylestradiol as only negligible reactivities were observed for most
of the endogenous compounds (CR < 0.5 %). Substantial cross reactivities existed only for
EE2 metabolites conjugated at ring position 3; EE2-3-sulphate sodium salt and EE2-3-
glucuronide sodium salt exhibiting cross reactivities of 37 and 17 % respectively. Binding of
the EE2-6-Carboxymethyloxime equals binding of the ethinylestradiol, this indicates only the
steroid core being recognized by the antibodies and the oxime-linker being discriminated. As
expected the immunogen itself exhibits a very high affinity, at least 4000 times higher than
ethinylestradiol. This can be explained by partial recognition of the protein moiety in the im-
munogen.

These findings clearly demonstrate that the problem of homologous bridge recognition is not
observed in this assay. Pronounced binding of the immunogen and lower selectivities of the
antibodies towards ethinylestradiol metabolites conjugated at position 3 indicate a deficient
recognition which can be explained by the steric requirements of the ethinylestradiol-BSA
conjugate employed during the immunization. Proximity of the carrier-protein, bound via the
oxime-linker at position 6, to the hydroxygroup at position 3 impedes a good discrimination
of sulphate and glucuronide conjugated to position 3 of ethinylestradiol. In contrast excellent
selectivities are obtained for the hydroxygroup at position 17. These findings are supported by
results of Agasan et al., who reported similar cross reactivities towards the 3- and 17-sulphate
of EE2 using the same type of conjugate for immunization (Agasan et al. 1986).
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Table 2.1: Cross reactivity of selected estrogens with Ethinylestradiol Antiserum. *Compounds were supplied by
Sigma, **Compounds were supplied by Steraloids.

Compound Cross reactivity [%] Standard deviation Structure
Ethinylestradiol 100 - —
17B-Estradiol (E2)* 0,2 0,03 /©§E>
Estrone** <0,1 - N ; I %
Estriol** <0,1 - : ; X g
E2-3-Glucuronide 0,4 0,05 on
Sodiumsalt* Céji&
E2-3- < 0,1 _— NaGlucO' oH
Sodiumsulphate**

E2-17- < 0,1 _— e 0SO;Na
Sodiumsulphate*

o}
o]
§
z

E2-17-Glucuronide <0,1 —
Sodiumsalt** C&é
EE2-3-Glucuronide 17 0,11 : P
Sodiumsalt** Céji&
EE2_3_ 37 4,3 NaGlucO O\:é
Sodiumsulphate**

NaO;S0
OGlucNa

EE2-17-Glucuronide 0,1 ---

Sodiumsalt** Q)jji§
EE2-6-carboxy- 99 6,7 :
methyloxime™**

EE2-BSA 435.000 69.000

(immunogen)**
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2.3.2.3.

110 —//

Stability Tests
Proteins, such as antibodies, are relatively susceptible to matrix effects and harsh conditions
(Pfortner et al. 1998). Variation of the matrix in environmental analysis may be considerable
and investigations of the matrix interferences should be an integral part of assay development.
Compatibility of the immunoassay with organic solvents is important as environmental sam-
ples might need to be extracted and enriched prior to quantification.
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Figure 2.3: Effect of a model humic acid (mHA) on the calibration curve for ethinylestradiol obtained with
spiked water samples: ultrapure water (squares), 0.2 mg L™ (circles), 5 mg L™ (triangles), 10 mg L™ (triangles,
upside down). Error bars: standard deviatian (except ultrapure water: Gaussian error propagation based on mas-

ter-calibration curve).
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Figure 2.4: Effect of organic solvents on the calibration curve for ethinylestradiol obtained with spiked water
samples: methanol (squares), acetone (circles), acetonitrile (triangles). Error bars: standard deviatian.
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A common effect was observed both for humic acid and organic solvents, i.e. with increasing
concentration in the sample the standard curve shifted gradually to higher EE2 concentrations
and, therefore, a loss in sensitivity was observed. Interference with humic acid lead to flat-
tened calibration curves of the immunoassay causing an overestimation of EE2 in dependance
of the HA concentration (Figure 2.3). With increasing amounts of HA in the sample the sig-
moidal shape of the calibration curve was steadily lost. The intrinsic mechanism of this inter-
ference is unknown, we assume that it may be due unspecific binding of EE2 to HA. Increas-
ing amounts of organic solvents in the sample lead to a clear decrease in sensitivity (Figure
2.4). Furthermore absorbance values fitted poorly to the four-parametric logistic equation
when increasing amounts of solvent were added to the sample. The extent of decline in sensi-
tivity depends on the solvent used; similar to humic acids, organic solvents lead to an overes-
timation of EE2. These results are in good agreement with data published by Knopp and co-
workers (Deng et al. 2003) on matrix interference.

Our goal in this study was to develop a straightforward synthesis for Bio-LC EE2 and set up
an ELISA based on polyclonal antibodies. We did not immerse ourselves in discriminating
isomeric E- and Z-forms of the biotinylated Ethinylestradiol derivative as a distinction of the
isomers played only a role in immunoassays using monoclonal antibodies directed against
only one of the two isomers. In the present work we have presented the facile synthesis of a
biotinylated ethynynlestradiol and developed an optimized ELISA for ethynynlestradiol. A
further increase in assay sensitivity would be expected if solid-phase extraction for enrich-
ment of samples prior to measurement is employed, which is currently under investigation.
This immunoassay could provide an alternative approach for quantifying ethynynlestradiol in
environmental samples, such as surface waters and effluents from sewage treatment plants.
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Kapitel 3. Field study using two immunoassays for the determina-
tion of estradiol and ethinylestradiol in the aquatic envi-
ronment
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Abstract: The effluent of four sewage treatment plants (STP) and eight surface water samples
from the river Rhine and two smaller rivers were monitored for estradiol (E2) and ethinyles-
tradiol (EE2). The investigated STPs use three different treatment processes including acti-
vated sludge treatment, a constructed wetland, and an aerated lagoon. For analysis of E2 and
EE2 in the aquatic environment two immunoassays were developed allowing a very cost-
effective screening for both hormones in environmental samples. Detection limits could be
established at 0.05 ng L' for E2 and 0.01 ng L™ for EE2, taking an 50fold enrichment into
account. Median concentration for E2 and EE2 in effluent samples were 11.7 and 1.8 ng L™,
in surface water 4.0 and 0.7 ng L™, respectively. The highest estrogen concentrations were
found in the lagoon, equipped only with very basic means of sewage treatment.

Keywords: estradiol, ethinylestradiol, sewage treatment plant, constructed wetland, surface
water, immunoassay

abbreviations used: PBS phosphate buffered saline, ELISA enzyme-linked immunosorbent
assay, CMO carboxymethyloxime, E2 173-estradiol, EE2 170-ethinylestradiol, POD Horse-
radish peroxidase,
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3.1. Introduction

Observations of abnormalities in the aquatic environment more than 30 years ago (Blaber
1970; Smith 1971) initiated first research activities regarding endocrine disruption. With the
advent of reproductive failure in freshwater fish populations, observed in the early 1990s
(Bern 1991; Sumpter et al. 1994) these efforts were intensified. Today there is a still growing
public concern about occurrence of estrogenic compounds in the environment (European
Commission 2004). Recently it has been shown that steroidal estrogens can bioaccumulate in
fish, mainly in the bile and in both, ovaries and testes of fish exposed to contaminated water
(Larsson et al. 1999; Gibson et al. 2005). Regarding feminization of rainbow trout strongest
estrogenicity has been established for the synthetic estrogen ethinylestradiol (EE2) at a con-
centration of 0.1 ng L™ (Linge et al. 2001) and for the endogenous estrogen estradiol (E2) at
levels from 1-10 ng L (Routledge et al. 1998). Recent environmental concentrations of E2
and EE2 measured in sewage treatment plant effluents cover a concentration range of 0-15
ng L for E2 and 0-2 ng L™ for EE2 (Servos et al. 2005). Although both compounds are bio-
degraded in river water (Jiirgens et al. 2002), they can be regarded as "pseudopersistent" in
habitats continously affected by STP discharge (Sumpter et al. 2005). These very low effect
concentrations of E2 and EE2 found in the aquatic environment require sophisticated tech-
niques for quantitation.

In past years the search for adequate techniques was focused on instrumental methods, such
as LC-MS, GC-MS and tandem MS or MS" methods. Unfortunately instrumental methods are
allways associated with expensive instrumentation and require highly trained personnel,
thusly impeding application of these methods on a broader basis. For a widespread determina-
tion of E2 and EE2 in the environment less complex and more cost-effective methods are re-
quired. Therefore we have developed two immunoassays facilitating the easy and precise
quantitation of both estrogens in the aquatic ecosystem. In contrast to other immunoassays
described in literature for screening of E2 and EE2 (Goda et al. 2000; Huang et al. 2001;
Coille et al. 2002; Majima et al. 2002; Valentini et al. 2002; Hanselman et al. 2004), the de-
velopment of our assays was initially designed to enable low-cost quantitations in environ-
mental samples. Applicability of our assays for the environmental monitoring was evaluated
in a thorough field study involving samples taken from several surface waters and effluent
samples from different sewage treatment plants.
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3.2. Materials and methods

3.2.1. Reagents and Materials

All reagents were of analytical or biochemical grade and were used as received. Horseradish
peroxidase (EIA grade) was obtained from Roche (Mannheim, Germany), Guardian™ was
from Perbio. Tetramethylbenzidine (TMB) and Tween'™ 20 were purchased from Serva
(Heidelberg, Germany), sodium azide was from VWR (Darmstadt, Germany), ultrapure water
was obtained by running demineralized water through a Milli-Q water purification system
from Millipore (Eschborn, Germany). 1,3,5(10)Estratrien-3,17-diol-6-on-6-carboxy-
methyloxime, ethinylestradiol, estradiol, all buffer salts were supplied by Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Germany). All metabolites of estradiol and ethinylestradiol were from Ster-
aloids (London, UK). Sephadex columns were from Amersham Biosciences (Freiburg, Ger-
many). Buffers and the TMB-based substrate have been described elsewhere (Schneider et al.
2004a). Microtiter plates used were transparent 96 flat-bottom wells with high binding capac-
ity (Maxisorp ™) from Nunc (Roskilde, Denmark). Washing steps were carried out using an
automatic plate washer (Flexiwash, Asys Hitech, Eugendorf, Austria). Absorbance was meas-
ured at 450 nm and referenced to 650 nm with a plate reader (VMax, Molecular Devices, Mu-
nich, Germany). Filters were obtained from Machery-Nagel (Diiren, Germany) and Schleicher
& Schuell (Dassel, Germany). SPE cartridges used were StrataX '™ purchased from Phenome-
nex (Aschaffenburg, Germany), silica gel was from Merck (Darmstadt, Germany).

3.2.2. Antisera production

Both, E2 and EE2 antisera were produced in New Zealand White rabbits in cooperation with
Eurogentec (Herstal, Belgium) using BSA conjugates of the respective 6-carboxy-
methyloxime of each steroid. Primary immunizations were performed intradermally at 10
multiple sites by injecting the immunogen emulsified with Freund’s complete adjuvant.
Booster injections were administered after 2, 4 and 8 weeks after priming using Freund’s in-
complete adjuvant. Final bleedings were taken after 2 months for the E2 antiserum and after 3
months for the EE2 antiserum.

3.2.3. Preparation of enzyme conjugates

The POD conjugate of E2 was synthesized using modifications of a method decribed by
Schneider and Hammock (Schneider et al. 1992). 2.5 pumol of the hapten, E2-6-CMO
(3.754 mg), and 2.5 umol of N-hydroxysuccinimide and N,N-Dicyclohexylcarbodiimide
(1.16 mg and 2,04 mg, respectively) were dissolved in 120 ul anhydrous N,N-
dimethylformamide (DMF) and stirred at room temperature overnight. The mixture was cen-
trifuged at 1750 g for 10 min, 60 pl of the DMF supernatant was added dropwise to 0.6 ml
stirred peroxidase solution (6.8 mg POD in 0.6 mL 0.13 M NaHCO;). Stirring at room tem-
perture was continued for 3h. To purify the conjugate TBS buffer (pH 7.5, 0.1 M Tris, 0.15 M
NaCl) was used for elution of the enzyme conjugate on a Sephadex G-25 column, fractions
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were collected in a microtiterplate and measured photometrically at 405 nm. Fractions of
highest absorption values were pooled, mixed with an equal amount Guardian™™, aliquoted
and stored at 4°C.

Synthesis of the EE2 conjugate followed a different route described elsewhere (Schneider et
al. 2005).

3.24. ELISA procedures

Direct competitive ELISA format using sequential saturation was adapted for both assays
(Zettner et al. 1974). The E2 antiserum was diluted 1:10 000 in coating buffer (50 mM so-
dium carbonate buffer, pH 9.6) the respective EE2 antiserum 1:50 000. Transparent microtiter
plates were coated seperately using 200 pL per well. Plates were covered with parafilm to
prevent evaporation. After overnight incubation at 20 °C, the plates were washed three times
with PBS 1 (10 mM PBS pH 7.6, containing 150 mM NaCl and 2.85 % Tween™™ 20) using an
automatic plate washer. For construction of the calibration curves E2 and EE2 stock solution
were prepared using methanol and then further diluted with ultrapure water containing 5 %
methanol to obtain standard solutions. After the three-cycle washing step the plates had stan-
dards added (100 puL per well) and were shaken at room temperature for 30 min. This was
followed by addition of the related enzyme conjugate in PBS 2 (dilution 1:50,000 for E2-POD
and 1:50,000 for EE2-POD, 100 pL per well); the plates were shaken at room temperature for
10 minutes, followed by a second three-cycle washing step. Finally, substrate solution was
added (200 pL per well) and incubated for 30 min. The enzyme reaction was stopped by addi-
tion of sulfuric acid (50 pL per well, 1 M).

All determinations were at least made in triplicate on different plates. The mean values were
fitted to a four-parametric logistic equation (4PL) (Dudley et al. 1985), optical densities and
relative light units were normalized according to Equation 3.1 and plotted against log C.

Y
Yy=— %100

Equation 3.1: Yy normalized optical density, Y optical density, A upper asymptote of the 4PL.

3.2.5. Cross-Reactivity Determination

The relative sensitivity of both ELISAs towards common metabolites of both steroids was
determined by assaying a dilution series of each substance in water. Cross reactivity is calcu-
lated as the ratio of molar concentrations at the inflection points (midpoints) of the corre-
sponding calibration curves and expressed in percentage relative to the midpoint for E2, re-
spectively EE2 (see Equation 3.2).
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CR — Cstandard o 100

test

Equation 3.2: CR cross-reactivity, Cgangara E2 concentration at the inflection point, resp. EE2 concentration, Ci
concentration of the cross-reacting compound its inflection point.

3.2.6. Water Samples

Water samples were collected in brown glass bottles, stored at 4 °C and analyzed within
24 hours. Eight surface water samples were taken at the river Rhine, its tribitary Ahr and at
the smaller river Agger. Water quality according to the saproby system at the sampling sites is
in second class, only samples taken from the river Ahr ranged from first to second class. All
surface water samples despite this first class sample are affected by sewage treatment plants
(STP) (Ministerium fiir Umwelt und Naturschutz, Landwirtschaft und Verbraucherschutz des
Landes Nordrhein-Westfalen 2005). Seven effluent samples were taken from different STPs.
The investigated plants are located in rural regions connected with no industrial influence.
Process characteristics include mechanical and biological treatments, consisting of nitrifica-
tion and denitrification using activated sludge in plants B and C. As well as a constructed wet-
land (plant A) and a lagoon (plant D). Capacities of the four STP differ significantly, ranging
from 150 population equivalents in plant A to 20,000 in plant C (Table 3.1).

Table 3.1: Parameters of the investigated sewage treatment plants. All sites were sampled twice in January and
February 2005 when air temperatures were between -5 °C and +5 °C.

Plant no. A B C D
Classification ﬁiﬁSthted wet- Tertiary Tertiary Lagoon
Population 150 4500 12000 150
equivalents
Average daily

12 2 21
flow [m’ day'] 3200 3500
Wastewater residential, rural  residential, rural residential, rural residential, rural
Primary treat- o o e e
ment y y y y
Secondary treat- aerated activated sludge activated sludge agrated, seasonal
ment discharge
Tertiary treat- . . . .

no sedimentation sedimentation no
ment
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3.2.7. Sample Preparation and Preliminary Analysis

For ELISA measurements 500 mL of surface water or effluent samples were filtered using
filter papers (Machery-Nagel, ref. No. 619) and glass fibre filter GF 8 (Schleicher & Schuell,
ref. no. 370120) followed by solid phase extraction on StrataX™™ cartridges optimizing two
methods described in literature (Quintana et al. 2004; Ziihlke et al. 2005). Samples were ad-
justed at pH 7 thusly decreasing retention of humic acids on the sorbent, in good agreement
with the weak acidicity of E2 and EE2. The retention behaviour of these estrogens is not af-
fected of this change. SPE cartridges were conditioned using 8 mL methanol followed by
8 mL distilled water containing 0.5 % methanol. Samples containing the same percentage of
methanol were passed through the cartridges at an flowrate of 5.5 mL/min using a vacuum
manifold. Cartridges were sequentially washed using 10 mL distilled water, 10 mL of metha-
nol/water (1:1), 10 mL acetone/water (1:2) and 10 mL of hexane. After drying under nitrogen
estrogens were eluted from the sorbent using 7 mL of methanol. The eluate was completely
blown off using a gentle nitrogen stream and the extract resuspended in 500 pL of a hex-
ane/acetone mixture (65:35). This extract was further purified on a silica gel column (500 mg)
using 8 mL of the same mixture as mobile phase. Afterwards this eluate was again completely
reduced to dryness and the residue dissolved in 500 pL of methanol. For ELISA measurement
the final extract was diluted to a methanol content of 5 %. Recovery rates for E2 and EE2 in
surface water and STP effluent were established by spiking aliquots of representative samples
separately with 3, 6 and 9 ng L' E2 and EE2. Each aliquot was extracted and treated as de-
scribed above, all extractions were performed in dublicate. Additionally two non-spiked ali-
quots were extracted, resulting in eight extracts for surface water and STP effluent, respec-
tively. All extracts were analysed for E2 and EE2 by ELISA, results were fitted using
weighted linear regression. Recovery rates are determined using the slope of each regression
curve. In tap water water recovery rates for E2 and EE2 were 94 and 110 %, in surface water
115 and 151 % respectively, in STP effluent 112 for E2 and 125 % for EE2.
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3.3. Results and Discussion

3.3.1. Immunoassays

Both ELISAs, for E2 and EE2, are optimised with regard to sensitivity. Calibration curves for
both analytes were constructed in the concentration range of 0.001-1000 ug L. Representa-
tive calibration curves and the corresponding precision profiles for each assay are shown in
Figure 3.1 and Figure 3.2. Detection and quantitation limits at signal-to-noise ratios (S/N) of
0.05ng L' and 0.36 ng L', as well as the analytical working range for the E2 assay is 0.28-
590 ng L, and 0.01 ng L' (LOD), 0.12 ng L' (LOQ) and 0.07-2567.4 ng L' (range) for the
EE2 assay, respectively. Analytical ranges are calculated using the respective precision pro-
files and a maximum CV (relative error, obtained from dividing each standard deviation by its
respective calibrator concentration) 20 % (Ekins 1981). All parameters described take account
of the 50 fold enrichment applied to all samples.
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Figure 3.1: Optimized calibration curve of E2 (solid line, squares) with standard deviations indicated as error
bars and corresponding precision profile (dashed line). Signal intensity is shown in normalized normalized opti-
cal density.
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Figure 3.2: Optimized calibration curve of EE2 (solid line, squares) with standard deviations indicated as error
bars and corresponding precision profile (dashed line). Signal intensity is shown in normalized normalized opti-
cal density.

Both assays exhibit excellent cross-reactivity patterns. Specificity of the E2 antiserum for
typical metabolites such as estrone, estriol and sulphate or glucuronide conjugated at ring po-
sition 17 is below 1 % (ref. Equation 3.2). Merely sulphate or glucuronide conjugated at ring
position 3 lead to cross-reactivity of 9 and 25 %, respectively. Specificity of the E2 ELISA for
EE2 is below 0.3 %. The EE2 antiserum exhibits a very similar pattern and has been tested
earlier using two different ELISA formats, according results have been discussed elsewhere
(Schneider et al. 2004a, 2005).

3.3.2. Water Samples

Concentration of both estrogens determined in surface waters and STP effluents are in a rea-
sonable range (Aerni et al. 2004; Komori et al. 2004; Pawlowski et al. 2004a; Servos et al.
2005), details are shown in table 3. Median concentration for E2 and and EE2 found in sur-
face waters are 4.0 and 0.7 ng L', respectively. The first sampling site of the river Ahr (Ahr
Blankenheim) is close to its four springs located in the middle of a small town. Possible rea-
sons for the contamination of the spring with both hormones can be geological and hydrologi-
cal aspects combined with human and livestock influence. The watershed of the river Ahr,
especially the drainage area of the springs, is in a rural area and has a karstic aquifer where
surface and ground water are quickly and intimately connected. These conditions facilitate an
input of hormones (Wicks et al. 2004) analogue to pesticides found in karstic springs The
measured concentrations of both hormones are therefore quite reasonable.

Slightly elevated values found in the samples Agger and Ahr (Ahr Diimpelfeld) can be ex-
plained by STP discharge upstream of theses sampling sites. The concentrations determined
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in the river Rhine are lower than in its smaller tributary and in the river Agger possibly due to
a higher dilution effect and correspond at both times very well with the E2 and EE2 amounts
found by Pawlowski et al. (2004).

In samples taken from STP effluents median concentrations for E2 and EE2 of 11.7 and
1.8 ng L' are observed. Plants B and C employ activated sludge as secondary treatment ena-
bling the use of Johnson and Williams' model for predicting effluent concentration of E2 and
EE2 in these plants (Johnson et al. 2004). For plant B a concentration range of 0.3—1.7 ng L™
for E2 and of 0.1-0.3 ng L™ for EE2 would be estimated. Parameters of plant C would lead to
a concentration range of 0.7—4.1 ng L' for E2 and of 0.3-0.7 ng L' for EE2. For this model a
fixed removal percentage of the steroids is assumed. The removal rate varies obviously be-
tween STPs and is highly dependent on both, the duration of biological treatment and the
amount of biomass present (Holbrook et al. 2002). Therefore deviations to these model pre-
dictions could either result from discrepancies within the model itself, or from slight overes-
timations in our measurements. Such false positive measurements due to matrix interference
have been reported before and can not be completely neglected (Ruppert et al. 1992). Because
both investigated STP reside in rural areas the influence of livestock, which is not included in
the model mentioned above, could also contribute to higher E2 concentrations.

This model is based on mean removal rates for estrogens in activated sludge plants, conse-
quently it can not be adequately applied to predict effluent concentrations in plant A (con-
structed wetland) and plant D (lagoon). Reports on quantitation of steroidal hormones in con-
structed wetlands and lagoons are rather scarce. Divergent design concepts of wetlands de-
scribed in literature and insufficient information complicate a direct comparison of estrogen
concentrations. Nevertheless Kolodziej measured in a similar constructed wetland, which is
surface-flow engineered and receiving effluents of a preceding STP, E2 concentrations in a
range from 0.3 —4.1 ng L' (Kolodziej et al. 2003) which is according to the concentrations
found in this study in plant A. In contrast to the constructed wetland examined by Kolodziej
plant A receives influents directly from the sewage system without surface-flow and exhibits
a dense vegetation of reed (Phragmites australis). Measurements of EE2 in a plant of similar
size and design have been described in a study by the UFZ (Centre for Environmental Re-
search Leipzig-Halle) (Braun et al. 2003), unfortunately the inadequately high detection limit
for EE2 described here obviated useful quantitations in the effluent. The lagoon sampled in
our study employs a very basic equipment for sewage treatment. The primary treatment con-
sists only of a simple grid, secondary treatment has been implemented by manually controlled
air bubbles arbitrarily adjusted by staff members. E2 values measured at this plant are signifi-
cantly elevated compared to plants A-C, this can be explained by the non-optimized treatment
process in the lagoon, especially the complete absence of a controlled nitrification step might
be causative for high concentrations of E2. The importance of optimized nitrifying and deni-
trifying conditions for elimination of both E2 and EE2 has been thoroughly studied at STPs
employing conventional activated sludge treatments (Andersen et al. 2003). Results of this
study might also be indicative for improvement of the lagoon presented here.

Evaluating the results the very low air temperature during the sampling period has to be con-
sidered because the microbial activity and thus the estrogen removal rate is decreasing with
lower temperature (Bringolf et al. 2003). Therefore higher estrogen concentrations during the
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winter months in STP effluents and consequently in surface waters with effluent intake are
likely.

Table 3.2: Determination of E2 and EE2 in surface water and effluent samples, * lost sample.

Sample Date E2(mgL"') EE2(ngL")
Ahr Blankenheim Jan 05 2.2 0.3
Ahr Blankenheim Feb 05 1.3 0.5
Ahr Diimpelfeld Jan 05 6.8 0.7
Ahr Diimpelfeld Feb 05 4.5 0.9
Agger Lohmar Jan 05 9.2 1.0
Agger Lohmar Feb 05 33 0.6
Rhine Bonn Jan 05 4.1 0.7
Rhine Bonn Feb 05 3.9 0.8
STP A Jan 05 3.8 1.6
STP A Feb 05 3.1 33
STP B Jan 05 9.5 0.9
STP B Feb 05 * *
STP C Jan 05 12.1 2.9
STP C Feb 05 11.7 0.4
STP D Jan 05 51.1 1.8
STP D Feb 05 14.6 3.1
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3.4. Conclusion

In this work E2 and EE2 concentrations of surface waters and STP effluents were determined.
Concentrations of both analytes are in a good agreement with data reported in earlier studies.
In addition to these studies we have determined steroid concentrations in a typical constructed
wetland and a lagoon. Based on two highly sensitive ELISAs and an optimized SPE proce-
dure a new and affordable methodology facilitating the easy and precise quantitation of both
estrogens in environmental samples has been developed. Compared to typical instrumental
methods or other immunoassays consumption of time and resources has been significantly
reduced, thusly providing an opportunity for more frequent screenings of the environment for
endocrine disruptors such as E2 and EE2.
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Kapitel 4. Direct sub ppt detection of the endocrine disruptor
ethinylestradiol in water with a chemiluminescence en-
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Abstract: A chemiluminescence ELISA for the direct detection of Ethinylestradiol (EE2) in
water at sub ppt levels was developed and validated. At a signal-to-noise ratio of three the
detection limit is 0.2 £ 0.1 ng L, at a ratio of ten the LOQ is found to be 1.4+ 0.8 ng L.
Based on a conservatively calculated precision profile the analytical working range is estab-
lished from 0.8 — 100 ng L™, The ELISA was tested in four different matrices, including sur-
face water and effluent of sewage treatment plants. All measurents were validated using an
LC-MS/MS method. Typical results were consistent in both methods below 1 ng L™, Using
this chemiluminescence ELISA facilitates for the first time the direct detection of EE2 at
ecotoxicologically relevant concentrations.

Keywords: chemiluminescence, ELISA, Ethinylestradiol, sub ppt concentrations, direct
measurement, optimization

abbreviations used: PBS phosphate buffered saline, TBS tris buffered saline, ELISA enzyme-
linked immunosorbent assay, CLEIA chemiluminescence enzyme immunoassay, CMO car-
boxymethyloxime, EE2 17a-ethinylestradiol, POD Horseradish peroxidase, STP sewage
treatment plant
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4.1. Introduction

Endocrine disrupting effects observed in the aquatic ecosystem have stimulated broad scien-
tific and public interest. First studies already began in the 1970s when adverse effects of syn-
thetic estrogens were discussed for the first time (Tabak et al. 1970). Research was intensified
in the early 1990s with the advent of reproductive problems in some freshwater fish popula-
tions (Bern 1991; Sumpter et al. 1994).

One of the most potent estrogenic hormones is the synthetic steroid ethinylestradiol (EE2). It
has been shown that EE2 induces feminization in immature cyprinids at concentrations of
10 ng L™ in water and in rainbow trout at levels of 0.1 ng L™ (Sumpter et al. 1994). In a thor-
ough full life-cycle study using fathead minnow a NOEC value of 1 ng L was established for
EE2 (Lange et al. 2001). Therefore there is an urgent need for measurements in the lower
nanogram per liter range.

EE2 and other estrogenic hormones are usually quantified in aqueous matrices using standard
instrumental methods such as gas chromatography-mass spectrometry or high performance
liquid chromatography-mass spectrometry. Current GC-MS/MS and LC-MS/MS methods
achieve detection limits below 1 ng L after sample enrichment (Aerni et al. 2004; Hohen-
blum et al. 2004; Ziihlke et al. 2004). In addition to this enrichment that might cause problems
with recovery, these chromatographic methods require an extensive sample clean-up due to
ionization suppression. Enrichment and clean-up steps are by themselves error prone and can
lead to decreased precision and accuracy of results.

Alternatively immunoassays can be used for quantitation of EE2 in the lower nanogram per
liter range. Several immunoassays based on RIA and ELISA formats have been developed for
measuring EE2 in body fluids (Warren et al. 1974; de la Pena et al. 1975; Morvay et al. 1980;
Dyas et al. 1981; Fotherby et al. 1981; Tacey et al. 1994; R-Biopharm 2003). In recent years
immunoassays for monitoring EE2 in environmental samples have been introduced, too
(Coille et al. 2002; Goda et al. 2003; Schneider et al. 2004a). Although most of the latter as-
says exhibit improved sensitivities, none of them is capable of measuring the ecotoxicologi-
cally relevant sub ppt concentration range directly. In our work we present for the first time
the development and optimization of an ELISA for the direct measurement of EE2 in the sub

ppt range.
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4.2. Materials and methods

4.21. Reagents and Materials

All reagents were of analytical or biochemical grade and were used as received. Horseradish
peroxidase (EIA grade) was obtained from Roche (Mannheim, Germany), 1,3,5(10)Estratrien-
170-ethinyl-3,17-diol-6-on-6-carboxymethyloxime (EE2-6-CMO) was from Steraloids (Lon-
don, UK), Guardian™ and SuperSignal™ femto was from Perbio (Bonn, Germany). Tetrame-
thylbenzidine (TMB) and Tween™ 20 were purchased from Serva (Heidelberg, Germany),
sodium azide was from VWR (Darmstadt, Germany), ultrapure water was obtained by run-
ning demineralized water through a Milli-Q water purification system from Millipore
(Eschborn, Germany). N,N-dimethylformamide, N-methylmorpholine, isobutylchlorofor-
miate, ethinylestradiol, estradiol, tris(hydroxymethyl)aminoethane (Tris) and all buffer salts
were supplied by Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany). All metabolites of estradiol and
ethinylestradiol were from Steraloids (London, UK). Sephadex colums were from Amersham
Biosciences (Freiburg, Germany). Humic acid was from Carl Roth (Karlsruhe, Germany). The
development of the polyclonal antibody and the preparation of the buffers have been de-
scribed before (Schneider et al. 2004a), the TMB-based substrate (41 mM TMB, 8 mM
tetrabutylammoniumborhydrid in dimethylacetamide) was developed by Frey et al (Frey et al.
2000). The actual substrate solution consists of 540 uL. TMB-solution in 21.5 ml substrate
buffer and was freshly prepared for each run. Microtiter plates used were white and transpar-
ent 96 flat-bottom wells with high binding capacity (Maxisorp'™ and FluoroNunc™) from
Nunc (Roskilde, Denmark). Washing steps were carried out using an automatic plate washer
(Flexiwash, Asys Hitech, Eugendorf, Austria). Absorbance was measured at 450 nm and ref-
erenced to 650 nm with a plate reader (Vmax®, Molecular Devices, Munich, Germany). Lu-
minescence was detected between 380 and 630 nm using a MicroLumat Plus LB 96 V (Ber-
thold Technologies, Bad Wildbad, Germany). Filters were obtained from Macherey-Nagel
(Diiren, Germany) and Schleicher & Schuell (Dassel, Germany). Deuterated Estradiol
(2,4,16,16-D4) and deuterated Estrone (2,4,16,16-D4) were from Cambridge Isotope Labora-
tories (Andover, MA, USA) and CDN Isotopes (via Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Germany),
respectively.

4.2.2. Preparation of enzyme conjugate

Horseradish peroxidase (POD) was coupled to the 6-CMO derivative of EE2 using modifica-
tions of a method described for coupling POD and derivatives of progesterone (Munro et al.
1984). The oxime (0.958 mg EE2-6-CMO) dissolved in 50 pL N,N-dimethylformamide in the
presence of 0.4 uL N-methylmorpholine was activated with 0.4 puL isobutylchloroformiate
under inert gas at -15 °C. After stirring for three minutes this solution was slowly added to 2.5
mg POD dissolved in a mixture of 25 uL water and 15 pL DMF cooled to the same tempera-
ture. The reddish solution was stirred for one hour and allowed to reach 0°C, using an ice-
bath. Stirring continued for another two hours at 0°C, after which the solution was directly
poured on a Sephadex G-25 column previously conditioned with TBS (pH 7.5, 0.1 M Tris,
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0.15 M NaCl). The same buffer was used for elution of the enzyme conjugate. Fractions were
collected in a microtiter plate and their absorbance measured photometrically at 405 nm. Frac-
tions of highest absorbance values were pooled, mixed with an equal amount of POD stabi-
lizer (Guardian™), aliquoted and stored at 4°C. Using -15 °C as initial temperature enables
kinetic control in the activation of the steroid and coupling to lysine residues of POD. Of the
total six lysine residues present in POD due to steric restrictions only three of them are ac-
cessable for coupling reactions. Conditions described above, using an excess amount of oxime
lead to a quantitative coupling to POD, resulting in a steroid to enzyme ratio of 3:1 (Carlsson
et al. 1978; Claassen et al. 1985; Moroder et al. 1987). Thusly the initial concentration of en-
zyme conjugate is estimated to be 5.7*107 pmol

4.2.3. Immunoassay procedures

Both immunoassays, the EE2 ELISA utilizing TMB and the EE2 CLEIA using SuperSignal™
femto as substrate, are based on the polyclonal antibody and the enzyme conjugate described
above. The direct competitive ELISA format using sequential saturation was adapted for both
assays (Zettner et al. 1974). The EE2 ELISA was performed as follows. Transparent micro-
titer plates were coated with the polyclonal antibody (dilution 1:200,000, 200 pL per well) in
coating buffer (50 mM sodium carbonate buffer, pH 9.6). The plates were covered with
parafilm to prevent evaporation. After overnight incubation at 20 °C, the plates were washed
three times with PBS 1 (10 mM PBS pH 7.6, containing 150 mM NaCl and 2.85 % Tween™™
20) using an automatic plate washer. For construction of the calibration curve an EE2 stock
solution was prepared using methanol and then further diluted with ultrapure water to obtain
calibration solutions. After the three-cycle washing step the plates had EE2 standards added
(100 pL per well) and were shaken at room temperature for 30 min. This was followed by
addition of the enzyme conjugate (dilution 1:50,000, 100 pL per well) in PBS 2 (§ mM PBS
pH 7.6, containing 145 mM NaCl); the plates were shaken at room temperature for 10 min-
utes, followed by a second three-cycle washing step. Finally, substrate solution was added
(200 pL per well) and incubated for 30 min. The enzyme reaction was stopped by addition of
sulfuric acid (1 M, 50 pL per well).

The EE2 CLEIA was performed as follows. White microtiter plates were coated according to
the ELISA procedure using a serum dilution of 1:200 000. EE2 standards (100 uL per well)
were incubated for 30 minutes, followed by a 10-minute incubation together with the enzyme
conjugate (dilution 1:50,000, 100 uL. per well). After incubation plates were washed and
placed in the luminescence photometer. 200 uLL of substrate were used per well, measure-
ments were performed before addition of substrate (blank), immediately after addition and
after a three minutes incubation time. Calibration curves were calculated using the difference
of the third and the first measurement.

All determinations were at least made in triplicate on different plates. The mean values were
fitted to a four-parametric logistic equation (4PL) (Dudley et al. 1985), optical densities and
relative light units were normalized according to Equation 4.1 and plotted against the loga-
rithmic concentration:
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Y, = =D 100
A-D

Equation 4.1: Yy is the normalized optical density, respectively the normalized relative light unit (RLU), Y is the
optical density (RLU, resp.), A is a parameter of the 4PL (“upper asymptote”, optical density (RLU, resp.) at
infinitely low analyte concentration, D is the parameter of the 4PL describing the optical density (RLU, resp.) at
infinitely high analyte concentration, the “lower asymptote” (due to intrinsic optical density of substrate and
microtiter plate and unspecific binding of the tracer).

424. Cross-Reactivity Determination

The relative sensitivity of the immunoassay towards other steroid hormones was determined
for estradiol and estrone by assaying a dilution series of each substance in water. Cross reac-
tivity is calculated as the ratio of molar concentrations at the inflection points (midpoints, pa-
rameter C in the 4PL) of the corresponding calibration curves and expressed in percentage
relative to the midpoint for EE2 (see Equation 4.2).

CR:M*N)O

test

Equation 4.2: CR describes the cross-reactivity in percentage, Cgungarg 1S @ parameter of the 4PL giving the EE2
concentration at the inflection point and Cyg refers to theconcentration of the cross-reacting compound at its
inflection point.

4.25. Matrix Interference

Matrix constituents can be part of real samples and eventually affect antibody or enzyme per-
formance. Effects were studied using serial dilutions of EE2 in solutions of commercial humic

acid as interfering agent. Concentrations of humic acid covered are range from 0.2 to 5 mg L
1

4.2.6. Water Samples

Water samples were collected in brown glass bottles, stored at 4°C and analyzed within 24
hours. Two spiked samples were prepared using ultrapure water and tap water (of origin 1/3
purified surface water and 2/3 groundwater). Eight surface water samples were taken at the
rivers Agger, Ahr and Rhine. Four effluent samples were taken from different municipal sew-
age treatment plants (STPs) in the surroundings of Bonn and Cologne.
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4.2.7. Sample preparation

For CLEIA measurements surface water and effluent samples were passed subsequently
through folded filter papers (Macherey-Nagel, ref. No. 619) and glass fibre filter GF 8
(Schleicher & Schuell, ref. no. 370120). For LC-MS/MS measurements all samples were en-
riched using solid phase extraction following a method described by Ziihlke (Ziihlke et al.
2005).

4.2.38. LC-MS/MS Procedure

LC-MS/MS determinations were run by the Institute for Hygiene and Public Health, Univer-
sity of Bonn. The HPLC system consisted of an Agilent 1100 system (Agilent, Boblingen,
Germany) with a Phenomenex SYNERGI™ Max-RP C18, 4.0 pm, 2.0 x 150 mm (Phenome-
nex, Aschaffenburg, Germany) as the stationary phase. Gradient elution was applied using
acetonitrile and water as solvents. Mass spectrometric measurements were performed using an
API 2000™ (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) equipped with APCI source operated
in the negative ionization mode. The method is an adaption of a method described in literature
(Ziihlke et al. 2005). The detection limits for EE2 after internal correction for the surrogate
standards ds-estrone and ds-estradiol was established at a signal-to-noise ratio of three at 0.3
ng L.
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4.3. Results and discussion

4.3.1. Assay Optimization

Both immunoassays were optimised with regard to sensitivity. The initial serum dilution of
1:50,000 was further diluted to 1:200,000. Incubation time of the enzyme conjugate was var-
ied from 10 to 180 minutes (see Table 4.1), concluded by serial dilution of the conjugate
down to 1:500,000 in PBS 2 (see Table 4.2).

Based on the optimized conditions, the EE2 calibration curve was constructed in the concen-
tration range of 0.001-1000 ng L. A typical calibration curve and the corresponding preci-
sion profile (Dudley et al. 1985) is compared to a non-optimized calibration curve in Figure
4.1. Results of the optimization process can be clearly identified in the calibration curve
shifted to lower analyte concentrations. The LOD at a signal-to-noise ratio (S/N) of 3 is found
tobe 0.2+ 0.1 ng L', the LOQ (S/N of 10) is 1.4 + 0.8 ng L' calculated from eight individual
calibration curves. The analytical working range of the optimized assay is 0.8 — 100 ng L™".
The respective precision profile showed good accuracy (CV <20 %) for the working range,
making the assay useful for a range covering three orders of magnitude of EE2 concentra-
tions.

Table 4.1: Assay Optimization: photometric ELISA. Influence of the tracer incubation time on signal intensity
and test sensitivity using an antiserum dilution of 1:200 000 and a tracer dilution of 1:50 000.* cf. Equation 4.1
and Equation 4.2.

Incubation time 10 30 60 180

of enzyme conjugate

[min]

parameter A* [OD] 0.06 £0.001 0.32+£0.01 0.38 £0.01 0.51 £0.003
parameter C* [ug L' 0.0740.03 0.51£0.05 0.79 £0.11 149+5.0
LOD [pg L] 0.02 £0.02 0.04 £0.004 0.14 £0.01 23+2.8

Table 4.2: Assay Optimization: chemiluminescence ELISA. Influence of the tracer dilution on signal intensity
and test sensitivity using an antiserum dilution of 1:200 000 and a tracer incubation time of 10 minutes. * cf.
Equation 4.1 and Equation 4.2.

Tracer dilution 1:500,000 1:250,000 1:50,000
parameter A* [RLU 10°]  38.0+9.3 114 £24 436 + 136
parameter C* [ng L] 7.39+4.18 20.2+4.5 102 £ 13
LOD [ng L'l] 0.17 £0.10 0.77 1.1 94+4.6
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4.3.2. Specificity of the Antiserum

Specificity of the antiserum was tested in the EE2 CLEIA by determination of the molar
cross-reactivities for estradiol and estrone, steroids frequently occuring in STP effluents.
Cross reactivity of an antiserum is characterized by intrinsic properties of the antibodies and
binding kinetics applied during incubation of sample, enzyme conjugate and antiserum. Se-
quential saturation methods working under non-equilibrium conditions are to be distinguished
from equilibrium type assays (Weller et al. 1992). This assay and its precursor are both non-
equilibrium type assays using the same antiserum. The values for estradiol and estrone were
0.2 and 0.1 %, respectively. These results are in excellent compliance with cross-reactivities
measured earlier with the precursor (Schneider et al. 2004a). The antiserum proved highly
specific for EE2, exhibiting only negligible reactivities for structurally similar compounds.
Discrimination of these compounds can be explained through steric requirements of the IgG
populations and their respective binding pockets involved in recognition and binding of the

analyte.
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Figure 4.1: Optimized calibration curve (solid line, squares) and corresponding precision profile (dotted line,
stars) compared to non-optimized calibration curve (dashed line, circles). Standard deviations are indicated as
error bars. Signal intensity is shown in normalized relative light units and normalized optical density, respec-
tively.
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4.3.3. Matrix Interference

Humic acid was used as a model substance for the determination of matrix effects. The humic
acid used in this study is produced from pulverized lignite, humic substance present in water
samples might have a different and more complex composition than this commercially avail-
able one. The assay exhibited a very robust behaviour in the presency of humic acids. In con-
trast to similar studies described in literature the sigmoidal shape of the calibration curves
could be maintained at elevated concentrations of humic acids (Deng et al. 2003). However
curves were slightly shifted to higher concentrations of EE2 resulting in a minor loss of sensi-
tivity. Effects are shown in detail in Figure 4.2. The humic acid used in this study is produced
from pulverized lignite, humic substance present in water samples might have a different and
more complex composition than this commercially available one.
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Figure 4.2: Influence of commercial humic acid on EE2 calibration curves. Curves are obtained using spiked
calibrators: (squares) ultrapure water, (circles) 0.2 mg L', (open circles) 0.5 mg L™, (triangles) 1 mg L', (open
triangles) 5 mg L™ humic acid. Inset shows the influence on the corresponding midpoints.

4.3.4. Water Samples

The optimized CLEIA was tested with four different sample matrices: ultrapure water, tap
water, surface water and effluent of sewage treatment plants. All samples were run at least in
quadruplicate. Adsorption of EE2 to filters used during sample preparation was not observed,
moreover use of these filters is a common procedure frequently applied as sample clean-up
(Huang et al. 2001; Aerni et al. 2004). Relative standard deviations were below 10 %. EE2
was below the detection limit in three of the eight surface water samples. Two samples col-
lected from the rivers Rhine and Agger exhibited values above the LOD. All effluent samples
taken from local STPs showed values above the LOD from 0.4 to 0.7 ng L™ (Table 4.3). Re-
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sults obtained in reference measurements using LC-MS/MS are in good agreement with the
CLEIA results.

Table 4.3: Determination of EE2 in spiked water, surface water and wastewater samples. “samples were spiked
with 2.5 ng L™ EE2, "second sample collection.

Sample CLEIA (ngL™") LC-MS/MS (ng L™
Spiked samples”

Ultrapure water 1.4 2.1

Tap water 1.5 1.3

Surface water
(river, location)

Ahr, spring <0.2 <0.3
Abhr, spring* <0.2 <0.3
Ahr, Diimpelfeld <0.2 <0.3
Ahr, Diimpelfeld” <0.2 <03
Agger, Lohmar <0.2 <0.3
Agger, Lohmar’ 0.7 <0.3
Rhine, Bonn 0.6 <0.3
Rhine, Bonn” <0.2 <0.3
Wastewater

STP I 0.6 <0.3
STP II 0.4 0.8
STP 111 0.4 0.3
STP IV 0.7 0.6
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4.4. Conclusion

Extensive discussions of factors affecting immunoassay sensitivity have been published
(Ekins et al. 1970; Zettner et al. 1974; Jackson et al. 1986). The underlying concept of sensi-
tivity in such reagent limited assays is based on the antibody affinity. In contrast to immu-
nometric assays the "detectability" of the label is of minor importance. However, if in reagent
limited assays the prerequisite of optimum dilutions cannot be achieved due to sensitivity re-
strictions of the label, then the detectability becomes a significant factor impeding further
improvements. It is self-evident that under identical conditions both labels, photometric and
luminescent, yield identical calibration curves of the same sensitivity. Exemplary parameters
of calibration curves obtained using both labels are as follows: A"™"¢ 100 + 6.2, APhotometic
100 + 7.6, BM™™ 0,65 0.1, BPOMC 076 £0.2, CUMN 42,7+ 14,0, CPhOomee
31.9 £ 10.4, DUminescent 4 3 6, pPhetmetric 4 2 4 Although the photometric method based on
the detection of peroxidase by the TMB/H,O, substrate system with a detection limit of
2 *10™"° mol L' POD is already very sensitive (Porstmann et al. 1992), the switch to a lumi-
nol based substrate enabled us to achieve better detection limits due to its enhanced detect-
ability. Our assessment of assay characteristics is based on conservative conventions: LOD
and LOQ are calculated using signal-to-noise ratios of 3 and 10, respectively, the analytical
working range is deduced using Ekins’ description of the “precision profile” with a compara-
tively low admissible coefficient of variation (CV) of 20 % (Ekins 1981). It should be men-
tioned that any use of empirical rules such as the Horwitz equation (Horwitz et al. 1980)
would lead to arbitrary assumptions regarding the working range, simulating unsustainably
low assay sensitivities. Furthermore application of the Horwitz equation for concentrations
below 100 pg L™ yields unacceptably high values for reproducibility CVs (European Com-
mission 2002).

EE2 values measured in surface water and STP effluent are in good accordance with the re-
sults obtained in LC-MS/MS measurements. Deviations observed in wastewater samples
might be due to matrix effects regarding the antibody. The molecular mechanism of this po-
tential interference is not elucidated, recognition of moieties from humic substance present in
the sample might be an explanation for overestimated EE2 concentrations. Such false positive
results due to matrix components interfering with the antibodies have been reported before
(Ruppert et al. 1992). As expected, with regard to human excretion, dilution factor and more
recent observations by other researchers (Aerni et al. 2004; Hohenblum et al. 2004; Ziihlke et
al. 2004), all values are in the sub ppt range. The antiserum employed in this study shows
excellent specificity for EE2 with negligible cross-reactivities to metabolites and conjugates
(Schneider et al. 2004a). Additionally, according to Baronti (2000) deconjugation of estrogens
excreted as sulphates or glucuronides takes place already in the sewers. Therefore false-
positive results due to cross-reacting compounds are not probable to occur.

As shown in this study antibody affinity and label detectability are of major importance for
assay optimization. Under optimized conditions the reduction of experimental error and
elimination of potential sources becomes relevant. Although we were able to establish excel-
lent detection limits in this manually performed assay, further advances are expected from
implementing this assay on an automated system for water analysis (Schneider et al. 2004b).
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