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Einleitung Detektionsprinzip: TIRF

@ In den letzten Jahren wurden immer mehr Substanzen gefunden, die
estrogene Wirkung zeigen. Diese Xenoestrogene, wie z.B. Bisphenol A
(in Plastikflaschen), Nonylphenol (Detergenz) und DDT, imitieren oder
hemmen die Wirkung der naturlichen Estrogene, wie z.B. Estradiol. Die
Kontamination mit Umweltestrogenen im Wasser zeigt Auswirkungen auf
die Tierwelt, insbesondere bei Fischen findet man eine Verweiblichung,
die auch im Experiment nachgewiesen werden konnten. Die
Auswirkungen auf den Menschen sind weitgehend unbekannt und stark

umstritten.

Die Detektionseinheit arbeitet mit dem TIRF-Prinzip ("Total Internal Reflektion
Fluorescence"). Dazu wird das Licht einer Laserdiode (635 nm) in einen angeschragten
Glastrager eingekoppelt und durch Totalreflexion weitergeleitet. An den
Reflexionspunkten entsteht im umgebenden Medium ein evaneszentes Feld. In diesem
werden oberflachennahe fluoreszenzmarkierte Molekiile angeregt. Das Fluoreszenzlicht
wird Uber Polymerfasern auf der Riickseite des Glastragers zu den Photodioden
gebracht. Mit Hilfe von Filtern und Lock-In Technik wird das Rauschen minimiert.

@ Hier wurde ein Biosensor entwickelt, mit dem sich Wasserproben ohne
Vorbehandlung oder Konzentrierung direkt analysieren lassen. Die zu
erwartenden Konzentrationen fiir Estradiol, Estron, Ethinylestradiol und TR/ _, ==
Bisphenol A liegen im ppt bis ppb Bereich. Das heit, der Sensor muf [PeE P [ e

extrem sensitiv sein. AuBerdem sollen damit schwierige Matrizes, wie e _ |
z.B. Abwasserproben untersucht werden. e &7 | ‘ Lichtwelen
. K - o | § eiter
@ Weitere, erreichte Anspriiche an den Biosensor sind: . | - | Polymer-

fasern

> schnelle Analysenzeit

> geringe Kosten

> kleines Gerat fir Vorortmessungen (momentane GroRe: 30 x
30 x 50 cm)

> Moglichkeit flir kontinuierliche Messung vor Ort

Bindungshemmtest

Die Probe wird mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern vorinkubiert
und dann uUber die Flusszelle transportiert. Wahrend die Probe
kontinuierlich Uber den Glastrager flieRt, diffundieren die Molekiile an
die Oberflache. Nur die nicht blockierten Antikorper binden spezifisch
an die Oberflache.

Oberflachen

Zur Vermeidung von unspezifischer Bindung auf
der Oberflache wird diese mit einem kovalent

inkubierte Probe FluRzelle

Uber das evaneszente Feld

iImmobilisierten Dextran geschutzt. Die Analyt- findet eine Anregung der N\ Angcrper ’}W
derivate werden fiir die Einzelanalytmessungen auf oberfliichennahen FEarbstoffe “;v’& vy 'ra Volumen
» el

der gesamten Oberflache des Glastragers immobi-
lisiert. Fur die multivariaten Messungen wird ein
Dextran-Derivat-Konjugat mit Hilfe einer Piezopipet-
te auf die Oberflache getropft (Spotdurchmesser:
3mm ).

statt. )
%gg g, ,,g, Oberflache
L aserstrah

Glastrager

Immobilisation mit Mikrodispenser

Einzelanalyt-Nachweis

Analytderivat m m n
Aoy e o g @ Kalibrierkurve in Puffer _—
Epoxysilan an %__ %N\H H c.) _Eiri?s:ltradio
Glastrager /S'\OCH3 NH, . . ] <& ——Bisphenol A
gebunden | | Analyt AK-Konz Nachweisgrenze Arbeitsbereich
[Mg/ml] [Mg/l] [10% - 90%)]
Estradiol 0.25 0.16 0.25-13.75
Estron 0.25 0.07 0.10 - 2.51
Ethinylestradiol 0.25 0.06 0.02 -22.14 o
Bisphenol A 0.25 0.03 0.02 - 23.56 S S

0  0.01 0.1 1 10 100 1000

Nachweisgrenzen der Einzelanalyt- Analytkonzentration [ug/]
messungen liegen zwischen 30 und 160 ppt.

Multianalyt-Nachweis

!) gleichzeitiger Nachweis von zwei Analyten (Estradiol,

Ethinylestradiol) mit zwei kreuzreaktiven Antikdrpern auf drei !) AbwasserprOben

unterschiedlich modifizierten Spots Synthetisch hergestelltes Abwasser wird jeweils mit
@ In den Signalen von jedem Spot ist die Information beider drei verschiedenen Konzentrationen Analyt versetzt. B

Analyte enthalten, deshalb erfolgt die Auswertung mit Bis auf zwei Ausreifer liegen die 'Wiederfindungs- ;

neuronalen Netzen: raten im Bereich zwischen 70% und 120%, wie von der [

> Fir jeden Analyten ein Netz AOAC gefordert. Die AusreiBer begriinden sich in
> Anwendung eines Pruning-Ver- Pipettierfehler.

fahrens wahrend des Trainings
> Uberpriifung der Netze mit
unabhangigem Testdatensatz

Zusammenfassung und Ausblick

—— Netz zur Vorhersage !) Die Nachweisgrenze der Einzelanalytmessungen liegt im ppt-Bereich.

| " Feadiiinny | von Estradiol mit Kali- @ Die Wiederfindungsraten liegen im Bereich zwischen 70-140 %.
brierkurve, Kreuzvali- !) Die Auswertung mit neuronalen Netzen ist moglich.Es findet kein Auswendiglernen statt.

dierung und unabhan- !) Die Vorhersage von Estradiol im Gemisch ist hervorragend. Die von Ethinylestradiol muf

’ Wabre Konzentration gLl R gigen Testproben durch Ausweitung des Datensatzes noch verbessert werden.
Netz zur Vorhersage

von Ethinylestradiol
mit Kalibrierkurve,
Kreuzvalidierung und

@ Der niachste Schritt ist der simultane Nachweis von mehr als zwei Analyten, mit
Abwassertestproben. AuBerdem soll die Analytpalette erweitert werden und
eine weitere Miniaturisierung stattfinden. Dies soll ein unuberwachtes
Monitoring von Oberflachengewassern ermoglichen.

10 12

e b B AL L nabhingigen Test-
proben
> Gute Vorhersage der Estradiolkonzentration in den Test-
proben, fiir Ethinylestradiol noch zu groRe Schwankungen.
> Durch Erweiterung des Datensatzes sollte eine bessere
Vorhersage moglich sein.
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