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Biochemische Methoden in der Wasseranalytik — Stand der Technik und Perspektiven,

Teil I: Molekulare Tests

FA , Biochemische Arbeitsmethoden* im HA III der Wasserchemischen Gesellschaft in der
GDCh
Kontakt: Ursula Bilitewski*, Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung mbH, Maschero-

der Weg 1, 38124 Braunschweig, ursula.bilitewski@gbf.de

Zusammenfassung

Biochemische Analysenmethoden beruhen auf der Wechselwirkung zwischen biologischen
Materialien und Bestandteilen einer Probe. Als biologische Materialien werden definierte, iso-
lierte biologische Makromolekiile, zum Beispiel spezifische Proteine, eingesetzt, aber auch
ganze Organismen, wie Bakterien, Pilze, Zellkulturen oder Krebse, Fische, Mause oder Rat-
ten. Im vorliegenden Beitrag wurden nur molekulare Methoden beriicksichtigt, wihrend die
organismischen Tests separat diskutiert werden.

Die Wechselwirkung mit Bestandteilen der Probe kann bei molekularen Tests in der Regel
eindeutig und quantitativ erfasst werden, wobei die Testprotokolle von der Art des biologi-
schen Molekiils abhéngig sind. In der Wasseranalytik werden diese Tests vor allem zur spezi-
fischen, quantitativen Bestimmung von einzelnen Substanzen, aber auch zur Erfassung be-
stimmter biologischer Wirkungen einer Probe eingesetzt. Quantitative Bestimmungen werden
vor allem mit immunanalytischen Methoden durchgefiihrt, wobei Tests fiir Pestizide oder In-
dustriechemikalien, aber auch fiir (pathogene) Mikroorganismen oder mikrobielle Toxine e-
xistieren. Mikroorganismen lassen sich alternativ auch iiber genanalytische Methoden nach-
weisen, wobei die ausgewdhlten Nukleinsduresequenzen typisch fiir einen einzelnen Orga-
nismus, eine Organismengruppe, aber auch fiir Organismeneigenschaften, wie Antibiotikare-

sistenz oder Potential zum Schadstoffabbau, sein kénnen.



Die biologische Wirkung einer Probe kann mit molekularen Tests erfasst werden, wenn die
Biomolekiile bekannt sind, die mit Bestandteilen einer Probe direkte Wechselwirkungen ein-
gehen und diese Wechselwirkungen die Ursache fiir den beobachteten biologischen Effekt
sind. Beispiele sind Rezeptortests zur Erfassung hormoneller Wirkungen, oder Enzymhemm-
tests mit Enzymen physiologischer Relevanz, wie der Acetylcholinesterase (neurotoxische
Wirkung), Aromatase (hormonelle Wirkung) oder Proteinphosphatase (Leber- und Neurotoxi-

Zitét).

Biochemical methods for water analysis — state of the art and perspectives, part I:

molecular assays

Summary

Biochemical analytical methods are based on the interaction between a biological component
and constituents of a sample. Suitable biological materials are defined isolated
macromolecules, such as specific proteins, but also whole organisms, such as bacteria, fungi,
animal or human cell cultures and even animals. In the present contribution only molecular
tests were considered, organismic tests are discussed in an accompanying article.

In molecular tests the interaction of the biological macromolecule with constituents of a
sample can be detected unambiguously and quantitatively, with the test protocol being
dependent on the type of the biological molecule. In water analysis these tests are used mainly
for the quantitative determination of single compounds, but there are also examples in which
they are used to detect the biological effect of a sample. Quantitative analysis is usually done
by immunoanalytical methods, and tests were described for the determination of pesticides or
industrial chemicals, but also of (pathogenic) microorganisms or microbial toxins.

Microorganisms can alternatively be detected by gene analysis, in which the chosen sequence



of nucleic acids can be characteristic for a single organism, a group of organisms or properties
of organisms, such as resistance to antibiotics or potential for degradation of pollutants.

The biological effect of a sample can be detected by molecular tests, if the biomolecule is
known and available, which is the molecular target for compounds, for which an adverse
effect in the whole organism is observed. The direct interaction between the target
biomolecule and the compound has to be at least one of the reasons for this adverse effect.
Examples are receptor assays, which detect the interaction of sample constituents to hormone
receptors, as these interactions lead to endocrine effects. The detection of the inhibition of
enzymes with physiological relevance is also known to be one indicator for adverse effects,
such as the inhibition of acetylcholinesterase for neurotoxic effects, of aromatase for

endocrine effects and of protein phosphatase for hepatotoxic and neurotoxic effects.



Einleitung

Am 22.12.2000 trat die Wasserrahmenrichtlinie der Europdischen Gemeinschaft in Kraft. We-
sentliches Ziel dieser Richtlinie ist der Schutz und die Verbesserung des Zustandes aquati-
scher Okosysteme und des Grundwassers und von Landkosystemen, die direkt vom Wasser
abhingen [1]. Der Zustand des Wassers setzt sich aus dem ,,6kologischen Zustand* und dem
,chemischen Zustand“ zusammen. Der ,,6kologische Zustand* eines Gewéssers wird iiber die
Struktur und Funktionsfihigkeit des aquatischen Okosystems beschrieben und umfasst eine
Kombination aus abiotischen Daten (u.a. morphologische Bedingungen, Temperatur, Sauer-
stoffgehalt) und biologischen Befunden, wie der biologischen Vielfalt im Okosystem. Zur Er-
reichung des "guten chemischen Zustands" fordert Artikel 16 der Wasserrahmenrichtlinie
spezifische MaBBnahmen gegen die Gewésserverschmutzung durch einzelne Schadstoffe oder
Schadstoffgruppen, die ein erhebliches Risiko fiir die aquatische Umwelt und durch die aqua-
tische Umwelt (ggf. fiir den Menschen) darstellen. Die zu liberwachenden Substanzen wurden
in einer Liste der sogenannten prioritdren Schadstoffe festgelegt. Bei der Auswahl dieser Stof-
fe sollte dem Grundsatz der Vorsorge Rechnung getragen und potentiell negative Auswirkun-
gen der Substanzen auf der Basis einer wissenschaftlichen Bewertung des Risikos berticksich-
tigt werden.

Die Umsetzung der Wasserrahmenrichtlinie erfordert daher nach der Erfassung der Ist-
Situation eine Routineliberwachung des Gewdsserzustandes, wobei neben der quantitativen
Beschreibung eine Beurteilung des Risikos einer kurz- aber auch einer langfristigen Beein-
trichtigung des Zustandes der Okosysteme erforderlich ist. Zu den langfristigen Beeintrichti-
gungen kénnen zum Beispiel Populationsverinderungen im aquatischen Okosystem gehdren,
aber auch Krankheiten, die auf eine chronische Exposition mit schidigenden Substanzen zu-
rliickzufiihren sind.

Zusitzlich werden in neuerer Zeit aus Sorge vor einer Gefdhrdung der Bevolkerung durch be-

absichtigte chemische oder biologische Kontaminationen des Trinkwassers, wie zum Beispiel
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durch terroristische Aktivititen, Anstrengungen zur Entwicklung von Frithwarnsystemen vor
pathogenen Mikroorganismen und ihren Toxinen unternommen.

Biochemische Analysenmethoden sind in verschiedenen Anwendungsbereichen etabliert. Sie
beruhen grundsitzlich auf der Wechselwirkung zwischen einer biologischen Komponente und
Bestandteilen der zu untersuchenden Probe. Dabei werden biologische Komponenten unter-
schiedlicher Komplexitit eingesetzt, da es sich sowohl um isolierte, gut definierte Makromo-
lekiile, wie Proteine oder Nukleinsduren, handeln kann, aber auch um ganze Organismen, wie
Bakterien, Pilze, Zellkulturen, Tiere oder Pflanzen. Die konkreten Testformate und Detekti-
onsprinzipien hingen vor allem von der Art der biologischen Komponente ab und reichen von
einfachen Inkubationsreaktionen, komplexeren Testabldufen, homogenen und heterogenen
Tests bis hin zu Sensoren und Mikrochips. Auch die Interpretation der Ergebnisse hingt von
der Art der biologischen Komponente ab: Mit zunehmender Komplexitit nehmen die Mog-
lichkeiten zu, einen Effekt auf die biologische Komponente zu untersuchen, es steigt aber
auch die Zahl der moglichen, nicht immer im Detail bekannten Einflussfaktoren auf das Er-
gebnis. So lassen sich Wechselwirkungen zu biologischen Makromolekiilen in der Regel gut
charakterisieren und auch quantifizieren, wéihrend bei der Interpretation der Ergebnisse von
organismischen Tests zum Beispiel die Komplexitit der physiologischen Reaktionen des Or-
ganismus zu berlicksichtigen ist. Dementsprechend ist es mit molekularen Tests prinzipiell
moglich, Einzelsubstanzen quantitativ zu bestimmen, wihrend mit organismischen Tests vor
allem Summenparameter ermittelt werden [2, 3].

Im vorliegenden Beitrag werden die Moglichkeiten und Einsatzgebiete von molekularen Tests
diskutiert, wihrend die organismischen Tests separat beschrieben werden.

Voraussetzung fiir die Entwicklung molekularer biochemischer Tests ist eine ausreichende
Verfiigbarkeit der zugrundliegenden Biomolekiile. Diese wurde in den letzten 20 — 30 Jahren
durch die Entwicklung industrieller Bioproduktionsprozesse zur Herstellung von Enzymen

und Antikorpern deutlich verbessert, so dass enzymatische und immunanalytische Tests zum



Beispiel aus der klinischen Diagnostik oder der Lebensmittelanalytik nicht mehr wegzuden-
ken sind [4]. Dabei werden Enzyme oder Antikorper verwendet, die selbst in komplexen Pro-
ben (Lebensmittel, Blut, Serum, Urin) spezifisch mit einzelnen Substanzen reagieren. Da-
durch sind quantitative Bestimmungen der jeweiligen Analyte (z.B. Glukose, Hormone, Anti-
korper) moglich. Auch fiir die Wasseranalytik wurden entsprechende Systeme zur quantitati-
ven Bestimmung von Substanzen entwickelt [5 - 8], wobei immunanalytische Methoden die
groBBte Bedeutung erlangt haben, und daher im vorliegenden Beitrag vorrangig beschrieben
werden. Sie werden zum quantitativen Nachweis nicht nur von niedermolekularen organi-
schen Substanzen, wie Pestiziden, eingesetzt, sondern auch von mikrobiellen Toxinen und, als
Alternative zu klassischen mikrobiologischen Tests, von pathogenen Mikroorganismen.
Durch die zunehmende Kenntnis von Sequenzen mikrobieller Gene lassen sich Mikroorga-
nismen dariiberhinaus auch {iber genanalytische Methoden spezifisch nachweisen, wobei die
Untersuchung der mikrobiellen Vielfalt und der Nachweis definierter Eigenschaften, wie Pa-
thogenitit, Antibiotikaresistenz, Potential zum Abbau von Schadstoffen, von besondere Be-
deutung sind. Von den verschiedenen denkbaren Formaten werden hier nur die neueren Ent-
wicklungen der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), sowie der DNA-Chips beriick-
sichtigt.

Die Formate dieser molekularen Tests sind in der Regel gut etabliert und wenigstens zum Teil
automatisierbar, die Tests oft einfach durchfiihrbar und die Ergebnisse eindeutig und quantita-
tiv interpretierbar. Daher wire es wiinschenswert, auch zur Beurteilung der biologischen Wir-
kung von Proben, im Hinblick auf eine Risikobewertung, entsprechende molekulare Tests zur
Verfiigung zu haben. Dafiir ist es jedoch erforderlich, dass die biologischen Makromolekiile
oder biologischen Reaktionen, die durch die Schadstoffe beeinflusst werden und so zu einem
unerwiinschten Effekt fithren, bekannt sind und als Reagenzien zur Verfiigung stehen. Dies
ist bislang nur in einzelnen Féllen gegeben. Beispiele sind die Hemmung von Enzymen mit

physiologischer Relevanz, wie zum Beispiel die Hemmung der Acetylcholinesterase, oder die



Wechselwirkung mit Rezeptoren, wie den Ostrogenrezeptoren, die zur Ausldsung von Folge-
reaktionen fiihrt. Hier konnten die Erkenntnisse tiber molekulare toxikologische Mechanis-
men, die man sich vom Einsatz neuer analytischer Methoden, wie DNA-Chips, verspricht, zur

Entwicklung weiterer Tests beitragen.

Immunanalytische Methoden

Immunanalytische Methoden beruhen auf der selektiven Erkennung eines Analyten, des Anti-
gens oder Haptens, durch einen Antikorper, wobei der Anteil gebildeter Antigen-Antikorper-
Komplexe von der Antigenkonzentration abhéngig ist. Die Antikorper werden als Reagenzien
zur selektiven Erkennung des Analyten selektioniert und haben daher fiir die physiologische
Wirkung des Analyten keine Relevanz, so dass diese Methoden ausschlieBlich zur quantitati-
ven Bestimmung von Analyten verwendet werden. Die Grundlagen und Konzepte der ver-
schiedenen Testformate sind in Ubersichtsartikeln [z. B. 4, 7, 9 - 12] und Lehrbiichern be-
schrieben, so dass hier auf eine ausfiihrliche Darstellung verzichtet wird. Das Prinzip ist in
Abb. 1 schematisch dargestellt. Zur Bestimmung niedermolekularer Substanzen werden vor
allem die kompetitiven Formate (Abbn. 1b und c) eingesetzt, fiir hochmolekulare Analyte,
wie z.B. Mikroorganismen oder mikrobielle Toxine, sind auch direkte Nachweise (Abb. 1a)
oder das ,,Sandwich“-Format (Abb. 1d) geeignet.

Das am besten etablierte Testformat ist der ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), bei
dem als Marker ein Enzym verwendet wird, das eine Farbreaktion katalysiert. Diese Tests
werden liberwiegend in Mikrotiterplatten durchgefiihrt, so dass die parallele, gegebenenfalls
automatisierte Untersuchung mehrerer Proben mdéglich ist. Sie bilden aber auch die Grundlage
fiir Rohrchentests auf Pestizide oder Industriechemikalien, die bei Stichprobenanalysen als
Feldtests vor Ort einsetzbar sind, und fiir automatisierte Durchflusssysteme, die fiir eine kon-
tinuierliche On-line-Uberwachung [6, 13] oder aber als portable vor-Ort-Geriite [14] konzi-

piert wurden. Werden in einem System, bzw. auf einer Mikrotiterplatte, mehrere Antikdrper



miteinander kombiniert, ist auch die simultane Bestimmung mehrerer Analyte in einer Probe
moglich [10, 15].

Neben den von ELISAs abgeleiteten Formaten gibt es noch die Entwicklung von Immunsen-
soren [6, 9], bei denen Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen iiber Fluoreszenzfarbstoftkon-
jugate [11], Chemilumineszenz oder aber direkt, ohne zusétzliche Marker, detektiert werden.
Erfolgt die Fluoreszenzmessung iiber planare Wellenleiter als Sensorchips, ist bei einer raum-
lich strukturierten Immobilisierung die simultane Detektion mehrerer Analyte moglich [16,
17]. Fiir den direkten Nachweis von Antigen-Antikorper-Wechselwirkungen (Abb. 1a) sind
Systeme geeignet, bei denen iiber physikalische Phanomene, wie die Oberflichenplasmonen-
resonanz (surface plasmon resonance, SPR) [18] oder den piezoelektrischen Effekt, die Mas-
senbelegung auf der Sensoroberfliche detektiert wird. Bei der Bestimmung von niedermole-
kularen Analyten wird in der Regel ein Analyt-Derivat auf der Sensoroberfliche immobili-
siert, die Probe mit dem Antikorper inkubiert und die Anlagerung der nicht-komplexierten
Antikdrper an die Sensoroberfliche detektiert (indirekt kompetitives Format) (Abb. 1c). Auch
fiir diese Methoden gibt es Ansétze, die Einzelsubstanzanalytik auf mehrere Analyte durch die
Entwicklung entsprechender Arrays zu erweitern.

Fiir den Bereich der Wasseranalytik, und insbesondere der Trinkwasseranalytik, sind neben
den Immunassays und -sensoren zum Nachweis von Pestiziden und Industriechemikalien
auch Tests und Sensoren zur Bestimmung hormonell wirksamer Substanzen [12], pathogener
Mikroorganismen oder ihrer Toxine beschrieben [19]. Fiir den Nachweis von bakteriellen To-
xinen, sind sie die am hédufigsten eingesetzten Methoden. Beim quantitativen Nachweis von
Pestiziden oder Industriechemikalien werden dagegen hiufig chromatographische Verfahren
(LC, GC) bevorzugt, obwohl immunanalytisch niedrigere Konzentrationen (ng/L) bestimmt
werden konnten, ohne dass eine Aufkonzentrierung der Probe notwendig wére. Die Ursachen
fiir den eingeschrankten Einsatz sind vielfdltig und liegen zum Teil im zugrundeliegenden

Prinzip: Antikdrper konnen sehr selektiv sein, d. h. sie erkennen im wesentlichen einen einzi-



gen Analyten. Fiir jeden Analyten wird dementsprechend ein eigener Antikdrper benotigt [14,
20]. Die Selektivitidt von Antikdrpern wird auch in der Immunaffinitdtschromatographie aus-
genutzt, die als Probenvorbereitung anderen chromatographischen Methoden vorgeschaltet
werden kann [12]. Werden Arrays benutzt, konnen allerdings mit Antikorpern auch chemisch
sehr unterschiedliche Analyte, fiir die es zum Beispiel keine einheitliche chromatographische
Methode gibt, gleichzeitig in einer Probe bestimmt werden. Andere Antikorper sind eher
gruppenspezifisch, erkennen also chemisch verwandte Verbindungen. Dann ist jedoch nicht
mehr die quantitative Bestimmung einer Einzelsubstanz, sondern nur die Angabe von ,,Sub-
stanzdquivalenten” moglich. Wenn jedoch ein Antikorper gegeniiber einer Substanzklasse ein
sehr gleichméBiges Kreuzreaktionsmuster aufweist, ist ein echter Summenwert bestimmbar
[21]. Daraus ergibt sich, dass die Analyse von Substanzgemischen unbekannter Zusammen-
setzung mit chromatographischen Methoden umfassender moglich ist, da auch die Einzel-
komponenten quantitativ bestimmt werden konnen.

Wesentliches Einsatzgebiet immunanalytischer Methoden kann also die quantitative Bestim-
mung ausgewdahlter prioritirer Substanzen sein, sowie die Erfassung von Toxinen oder patho-

genen Keimen in Frithwarnsystemen.

Genanalytische Methoden

Genanalytische Methoden haben den Nachweis definierter Nukleinsduresequenzen zum Ziel.
Dabei geht es um den Nachweis definierter Mikroorganismen, die Analyse der Zusammenset-
zung mikrobieller Gemeinschaften [22, 23], aber auch um Untersuchungen auf Genfunktio-
nen, wie Stoffwechselleistungen [22] oder antimikrobielle Resistenzen [24]. Grundlage aller
Methoden ist die spezifische Ausbildung von Wasserstoftbriicken zwischen den komplemen-
taren Basen der Nukleinsduren (DNA bzw. RNA), Adenin (A) und Thymin (T) bzw. Guanin

(G) und Cytosin (C), die zur Hybridisierung einer Sonde an ihre Zielgensequenz fiihrt.



Hier soll nicht auf die verschiedenen Testprinzipien und Formate eingegangen werden, die
zum Nachweis definierter Nukleinsduresequenzen beschrieben und etabliert sind [25], son-
dern nur auf die neueren Entwicklungen der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und
der DNA-Chips oder DNA-Mikroarrays. Beide konnen auf die Analyse mikrobieller Gemein-
schaften als Beitrag zur Beschreibung des okologischen Zustandes angewandt werden, ohne
dass eine Kultivierung der Mikroorganismen notwendig ist, und dienen in der hier beschrie-
benen Form nicht der Analyse der Wirkung einer Probe auf einen Organismus. Allerdings
finden DNA-Chips gerade auch in diesem Bereich breite Anwendung (s. Teil III dieser
Fachhbeitriage).

Die FISH beruht auf der Analyse der Sequenzen von mikrobieller ribosomaler RNA (rRNA).
Dazu werden Sonden verwendet, d.h. Oligonukleotide vorgegebener Sequenz mit einer typi-
schen Lange von etwa 20 — 50 Nukleotiden, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind.
Die Sequenz der Sonde ist komplementér zur nachzuweisenden Sequenz, so dass eine Bin-
dung der Sonde an die rRNA, d. h. eine Hybridisierung, erfolgt, wenn die gesuchte Sequenz
in der rRNA vorhanden ist. Je nach Spezifitit der ausgewihlten Nukleotidsequenz werden nur
einzelne Bakterienarten, grofere Gruppen verwandter Bakterien oder aber nahezu alle Bakte-
rien erkannt [26]. Die rRNA hat sich als eine fiir diese Analysen geeignete Zielstruktur erwie-
sen, weil sie verschiedene Sequenzabschnitte besitzt, die im Verlauf der Evolution unter-
schiedlich hoch konserviert wurden, also eine Analyse auf unterschiedlichen taxonomischen
Ebenen ermoglichen. AuBlerdem ist sie fiir eine Analyse leicht zugédnglich und liegt in relativ
hohen Kopienzahlen in einer einzelnen Zelle vor. Die Organismen in der Probe miissen nicht
isoliert werden, sondern konnen direkt in der Probenmatrix mit der Sonde bzw. dem Sonden-
gemisch inkubiert werden. Durch Verwendung unterschiedlicher Farbstoffe konnen bis zu 7
Sonden simultan eingesetzt und getrennt iiber Fluoreszenzmikroskope (Epifluoreszenz-

mikroskope oder Laser-Scanning Mikroskope) detektiert werden (Information von Zeiss).
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DNA-Mikroarrays, auch DNA-Chips genannt, nutzen ebenfalls aus, dass Sequenzabschnitte
in Nukleinsduren spezifisch fiir bestimmte Bakterien, Bakteriengruppen, aber auch Genfunk-
tionen sein konnen. Wie bei der FISH wird auf die Anwesenheit dieser Sequenzen durch
Hybridisierung geeigneter Sonden gepriift. Im Unterschied zur FISH sind bei den DNA-Chips
die Sonden auf einem Triger immobilisiert, wobei als Sonden entweder ebenfalls Oligo-
nukleotide mit einer Lange von bis zu 50 Nukleotiden oder aber PCR-Produkte mit einer
Lange von mehreren hundert Nukleotiden verwendet werden [22, 24] (Abb. 2).

Als Trager fiir die Sonden setzen sich Glaschips zunehmend gegeniiber Nylonmembranen
durch. Zur Analyse muf3 die DNA aus der Probe, zum Beispiel Boden oder Wasser, extrahiert
und in einer Folgereaktion markiert werden. Zur Markierung werden ebenfalls Fluoreszenz-
farbstoffe verwendet, aber es sind auch komplexere Nachweisreaktionen, wie z.B. Enzymver-
stairkungen liber Wechselwirkungen zwischen Biotin und Streptavidin-Enzymkonjugaten,
moglich [24].

Der Nachteil dieser Methode im Vergleich zur FISH ist die Extraktion der DNA aus der Probe
und die nachfolgende Markierungsreaktion, der Vorteil die hohe Parallelitdt, mit der auf spe-
zifische Gensequenzen analysiert werden kann. So wurden Chips mit 19 bzw. 50 Sonden zur
Untersuchung bakterieller Isolate auf Tetrazyklin- bzw. B-Lactamase-Resistenzgene [24, 27]
eingesetzt. Chips mit 36 bzw. 50 verschiedenen Sonden wurden entwickelt, um verschiedene
pathogene Keime simultan nachweisen zu kdnnen [28, 29]. Mit Arrays mit 132 Sonden wurde
das Spektrum sulfatreduzierender Bakterien in verschiedenen Umweltproben [30, 31], und
mit 1662 Sonden das Potential zum Abbau organischer Substanzen in Bodenproben analysiert
[32]. AuBerdem liegen mittlerweile DNA-Chips vor, auf denen Sonden fiir alle vermuteten
Gene eines Organismus abgebildet sind, so dass sich Unterschiede zwischen einzelnen Stim-
men detektieren lassen [22]. Dementsprechend haben DNA-Chips das Potential, sowohl in der

mikrobiellen Okologie eingesetzt zu werden, als auch als Schnelltest- oder Friilhwarnsysteme
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zur Erkennung von Mikroorganismen mit unerwiinschten Eigenschaften (z.B. pathogene oder

antibiotikaresistente Keime).

Molekulare in vitro Tests zum Nachweis biologischer Wirkungen

Molekulare Tests zur Beschreibung biologischer Wirkungen von Substanzen kénnen nur ent-
wickelt werden, wenn bekannt ist, welches biologische Molekiil eine direkte Wechselwirkung
mit moglichen Wasserinhaltsstoffen eingeht. Diese Wechselwirkung sollte dann zu dem beo-
bachteten biologischen Effekt fiihren. Beispiele sind die Hemmung physiologisch bedeutsa-
mer Enzyme und Wechselwirkungen mit Rezeptoren.

So findet zwar eine direkte Wechselwirkung auch zwischen Antikérpern und den entspre-
chenden Analyten (z.B. Pestiziden) statt, aber die Antikdrper wurden in der Regel als selekti-
ve Reagenzien entwickelt und stehen in keinem Zusammenhang mit der physiologischen Re-
aktion auf den Analyten. Auch sind eine Reihe von Enzymhemmtests beschrieben, bei denen
das Enzym unter dem Gesichtspunkt der guten Verfiigbarkeit und Hemmbarkeit ausgewéhlt
wurde, aber fiir die biologische Wirkung ohne Bedeutung ist, wie zum Beispiel die Hemmung
des Enzyms Urease (katalysiert die Hydrolyse von Harnstoff) durch Schwermetalle. Dement-
sprechend werden im folgenden weder Hemmtests mit nicht physiologisch relevanten Enzy-

men noch Antikdrpertests beriicksichtigt.

Enzymhemmtests

Esterasen

Acetylcholinesterasen katalysieren den Abbau des Neurotransmitters Acetylcholin [33] und
sind das molekulare Target fiir die neurotoxischen Organophosphat- und Carbamat-
Insektizide, die zu einer Hemmung der Enzymaktivitdt fithren. Symptome sind SchweiBaus-
briiche und Sehstérungen, Muskelschwiche und - zittern, die auch zum Tod fithren konnen.

Acetylcholinesterasen aus verschiedenen Tieren, z. B. Rind (Erythrocyten), Zitteraal und Ro-
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chen, sind als stabile, isolierte Proteine verfiigbar. Thre Aktivitdt ist mit einem einfachen pho-
tometrischen Test in vitro bestimmbar (DIN 38415-1) (GI. 1).

1) Acetylthiocholin + H,O — Thiocholin + Acetat

Thiocholin + DTNB — Thiocholin-TNB + TNB (gelb)

(DTNB: 5,5"-Dithiobis-2-nitrobenzoesdure; TNB: 2-Nitro-5-mercaptobenzoat)
Zu beachten ist, dass die Sensitivitdt von Enzymen aus verschiedenen Quellen fiir verschiede-
ne Substanzen unterschiedlich ist, dass also auch die verschiedenen Tiere unterschiedlich auf
die jeweiligen Substanzen reagieren. Phosphorthionate fithren in der Regel nicht zu einer En-
zymhemmung, werden aber in Organismen metabolisch in die oxidierte Form tiberfiihrt, die
dann stark hemmende Effekte zeigt. Daher kann eine Behandlung der Probe mit Monooxyge-
nasen notwendig sein [34], um das tatsichliche toxische Potential zu erfassen.
Die Exposition mit Organophosphaten induziert in anfilligen Lebewesen nach 2-4 Wochen
ein neurologisches Syndrom, das mit sensorischen Stérungen, Muskelkrdmpfen und — schwi-
che verbunden ist (Organophosphate induced delayed neuropathy (OPIDN)). Diese Sympto-
me sind auf eine Degeneration von Axonen zurilickzufiihren, die unabhingig von einer Hem-
mung der Acetylcholinesterasen und vermutlich irreversibel ist [35]. Als Ursache wird die
Hemmung eines neuronalen Enzyms, der Neuropathy Target Esterase oder Neurotoxischen
Esterase NTE, diskutiert [35, 36], deren Aktivitdt als Phenylvaleratesterase bestimmt wird
(Gl 2).

2) Phenylvalerat — Phenol + Valeriansdure

Phenol kann entweder photometrisch durch Reaktion mit Aminopyrin und Ferricyanid [37]
oder aber mit Hilfe von Enzymelektroden [36] bestimmt werden. Das Enzym wird aus Gehirn
oder Lymphozyten isoliert, wird aber auch im Blut nachgewiesen. Die Hemmung wird in der
Regel auf den durch Paraoxon verursachten Effekt bezogen, da Paraoxon als NTE-resistent

gilt.
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Beide Esterase-Aktivitidten im Plasma oder Blut dienen auch als Biomarker fiir eine Expositi-

on mit inhibierenden Substanzen (in vivo Aktivitat).

Proteinphosphatasen
Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen von Proteinen gehdren zu den wichtigsten
kovalenten Proteinmodifikationen, mit denen in Zellen die Aktivitidten von Enzymen reguliert
werden. Proteinkinasen katalysieren die Phosphorylierung, Proteinphosphatasen die
Dephosphorylierung:

3) Proteinkinase:

Protein-OH + ATP — Protein-PO4 + ADP

4) Proteinphosphatase

Protein-PO4 — Protein-OH + P; (P; : anorgan. Phosphat)
Von den im Wasser gefundenen Substanzen ist die Proteinphosphatase-hemmende Wirkung
der Microcystine und anderer Algentoxine bekannt, die zu Leberschiddigungen, aber auch zu
neurotoxischen Effekten (Kopfschmerzen, Krimpfen, Ubelkeit) fiihrt, wobei die genauen
Signaltransduktionskaskaden von der Proteinphosphatase-Hemmung zur Leberschidigung
noch nicht bekannt sind.
Phosphatase-Hemmtests lassen sich als in-vitro-Tests in Mikrotiterplatten durchfiihren, da
Enzymsubstrate verwendet werden konnen, deren Absorptions- bzw. Fluoreszenzeigenschaf-
ten sich durch die Dephosphorylierung dndern (Gl. 5, 6).

5) photometrischer Nachweis der Phosphatase-Aktivitit:

p-Nitrophenylphosphat — p-Nitrophenol (405 nm) + P;

6) fluorimetrischer Nachweis der Phosphatase-Aktivitit:

DiFMUP — DiFMU (ex 355nm / em 455nm) + P;

(DiFMUP: 6,8-Difluoro-4-methylumbelliferylphosphat)
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Diese Tests wurden bereits eingesetzt, um die Toxine in Muscheln [38] oder Seen [39] nach-
zuweisen. Sie sind auch geeignet, die in vivo-Aktivitit der Proteinphosphatase zu detektieren,

da diese auch als Biomarker fiir eine Exposition mit Algengiften dient.

Aromatase

Das Enzym Aromatase gehort zur Klasse der CytochromP450-Enzyme und ist fiir die Synthe-
se von Ostrogenen aus Androgenen essentiell. Es Kkatalysiert die Umwandlung von
Androstendion bzw. Testosteron in Ostradiol. Die Hemmung dieses Enzyms wird als Ursache
einiger Storungen des Sexualhormonsystems durch Umweltsubstanzen betrachtet (endokrine
Wirkungen) [40 - 42].

Die Umwandlung von Androstendion in Ostradiol wird auch beim Nachweis der Enzymakti-
vitdt eingesetzt. So werden Nierenzelllinien, die mit dem Aromatase-Gen transfiziert wurden,
oder Plazentazelllinien mit Tritium-markiertem Androstendion inkubiert, und anschlieflend
wird die Bildung des resultierenden Tritium-markierten Ostrons mit Radioimmunoassays de-
tektiert [40, 41]. Alternativ kann die Bildung von Tritium-markiertem Wasser detektiert wer-
den, wenn diec Aromatase aus Mikrosomen der menschlichen Plazenta sowie [1B-"H]-
Androstendion als Substrat verwendet wird.

Trotz des Einsatzes radioaktiv markierter Verbindungen wurden in umfangreicheren Studien
verschiedene Pestizide und Herbizide auf ihre Effekte auf die Aromatase-Aktivitit untersucht,
wobei inhibierende Wirkungen zum Teil bereits bei Konzentrationen unterhalb der fiir die

Anwendung empfohlenen Konzentration beobachtet wurden [40, 42, 43].

Rezeptor-Tests
Photosynthetisches Reaktionszentrum
Einige Herbizide, wie zum Beispiel Triazine oder Phenylharnstoffe, binden an das Photoreak-

tionszentrum von Pflanzen und inhibieren durch Blockade des lichtgetriebenen Elektronen-
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transfers die Photosynthese. Die Bindung erfolgt an der Chinon-Bindestelle (Qg) des Photo-
systems II, so dass die natiirlichen Elektronenakzeptoren verdringt werden. Es wurde gezeigt,
dass die relevanten Herbizide auch an die Photoreaktionszentren der Purpurbakterien Rhodo-
bacter sphaeroides und Rhodobacter viridis binden [44, 45]. Es handelt sich in allen Fallen
um membranstindige Proteinkomplexe, die jedoch aus Bakterien sehr viel leichter funktionell
zu isolieren sind als aus Pflanzen. Deshalb wurden die bakteriellen Proteine als Grundlage fiir
Tests auf Inhibitoren des photosynthetischen Elektronentransfers verwendet. Die Testformate
dhnelten denen in Abbn. 1a [45] und 1c [44] fiir Immunassays beschriebenen, nur dass anstel-
le von Antikorpern die Photoreaktionszentren verwendet wurden [44, 45]. Beim indirekt
kompetitiven Format war eine Markierung des Photoreaktionszentrums nicht notwendig, da
die mit der Proteinbindung verbundene Anderung des Brechungsindexes direkt optisch detek-
tiert wurde [44].

Der Mechanismus der Inhibierung der Photosynthese durch Bindung ans Photoreaktionszent-
rum II liegt der Wirkung auch chemisch unterschiedlicher Herbizide zugrunde, was durch ent-

sprechende Bindungstests nachgewiesen werden konnte.

Zytoplasmatische Rezeptoren - Steroidhormonrezeptoren

Steroidhormone induzieren die Expression hormonspezifischer Gene, indem sie mit einem zy-
toplasmatischen Rezeptorprotein einen Rezeptor - Hormon (Ligand) - Komplex bilden. Durch
diese Komplexbildung wird der Rezeptor aktiviert, so dass er dimerisiert. Als Dimer wandert
er in den Zellkern, lagert sich dort an spezifische Erkennungssequenzen auf der DNA an und
filhrt in Kombination mit anderen Proteinen dann zur Expression der entsprechenden Gene
und Bildung der Proteine (Abb. 3).

Dieser Mechanismus ist in dhnlicher Form bei allen Rezeptoren der Familie der zytoplasmati-
schen oder Kernrezeptoren zu finden. Zu dieser Familie gehoren neben den bereits erwihnten

Steroidhormonrezeptoren unter anderem der Rezeptor flir Vitamin D, fiir Thyroidhormone,
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fiir Corticoide, der sogenannte Dioxinrezeptor (auch Ah-Rezeptor genannt) und andere Re-
zeptoren fiir Xenobiotika [46].

Die Anlagerung eines Liganden an den Rezeptor, und damit der erste Schritt der entsprechen-
den Signalkaskade, kann auf verschiedene Arten detektiert werden. Gelingt es, die Rezeptoren
aus der Leber zu isolieren [47] oder rekombinant herzustellen [48], so dass sie in ausreichen-
den Mengen zur Verfligung stehen, konnen proteinbasierte Tests aufgebaut werden, die dhnli-
che Formate besitzen, wie in Abb. 1 fiir Immunoassays dargestellt (anstelle der Antikorper
werden die Rezeptoren eingesetzt). So wurden mit Ostrogen-, Androgen- und Progesteron-
Rezeptoren kompetitive Tests entwickelt, bei denen als Marker Tritium verwendet wurde, das
heifit, dass die Verdringung von *H-markiertem Ostradiol, Progesteron bzw. Testosteron
durch Bestandteile der Probe detektiert wurde (Format nach Abb. 1b) [47, 48]. Mit diesen
Tests wurden Affinitdten verschiedener Insektizide, Fungizide, Herbizide und Industrieche-
mikalien zu den jeweiligen Steroidhormonrezeptoren ermittelt. Im indirekt kompetitiven
Format (analog zu Abb. 1c) wurde ein Ostradiol-Protein-Konjugat durch Adsorption, bzw. ein
Ostradiol-Derivat kovalent an eine Oberfliche gebunden. Der Rezeptor wurde mit der zu un-
tersuchenden Probe gemischt und die Bindung des nicht-komplexierten Rezeptorproteins
wurde entweder mit einem spezifischen Antikorper [49, 50] oder direkt nachgewiesen [51].
Ohne die rekombinante Herstellung der Rezeptorproteine kommen Tests mit rekombinanten
Mikroorganismen aus (Abb. 4). Dabei wird ausgenutzt, dass die Bindung des aktivierten Re-
zeptors an seine spezifische Erkennungssequenz auf der DNA die Aktivierung der Expression
von Genen ausldst. Die Mikroorganismen (entweder Hefezellen oder tierische Zelllinien)
werden genetisch so verindert, dass sie den Rezeptor als Fremdprotein bilden (z.B. Ostrogen-
rezeptor in Hefezellen), und dass sie auf einem Plasmid die Erkennungssequenz fiir den akti-
vierten Rezeptor in Kombination mit dem Gen fiir ein leicht nachweisbares Protein (Repor-
tergen bzw. Reporterprotein) besitzen. Die Bindung eines Liganden fiihrt dann zur Aktivie-

rung der Produktion dieses Reporterproteins. Etabliert sind Tests mit gentechnisch verdnder-
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ten Hefestimmen (YES-Test) bzw. tierischen oder menschlichen Zelllinien (ER-CALUX)
(z.B. Brustkrebstzelllinie [52]; Nierenzellen (HEK293) [53], Leberzellen [54], Eierstockzell-
linie (CHO) [55]). Reporterproteine sind Luziferase (Lichtentstehung), B-Galactosidase (Rot-
bzw. Blaufarbung) oder das griin fluoreszierende Protein (GFP) [54].

In der tiberwiegenden Zahl der Berichte wurden als Rezeptoren die Steroidhormonrezeptoren
eingesetzt. Das gleiche Prinzip ist aber auch auf Liganden der anderen zytosolischen bzw.
Kernrezeptoren, wie den Dioxin-Rezeptor (Ah-Rezeptor) anwendbar [53].

Da die Tests einfach durchfithrbar und auswertbar sind, sind sie automatisierbar und fiir
Screeningzwecke einsetzbar. Sie wurden bislang nicht nur zum Nachweis der hormonellen
Wirkungen einer groBBen Zahl von Pestiziden oder der Bindung an den Ah-Rezeptor einge-
setzt, sondern auch zur Analyse von Wasserproben [50] oder Fischgalle [52]. Bei den Unter-
suchungen mit dem Ah-Rezeptor ist zu beachten, dass zwar die krebsauslésende Wirkung sei-
ner Liganden bzw. oxidierter Metabolite zum Teil bekannt ist, diese aber nicht notwendiger-

weise in ursdchlichem Zusammenhang mit der Bindung an den Rezeptor steht.

Rezeptoren fir Neurotransmitter

Oben war bereits der Neurotransmitter Acetylcholin erwdhnt worden, der Nervenzellen iiber
Wechselwirkungen mit dem zugehodrigen Rezeptor, dem Acetylcholin-Rezeptor, stimuliert
[33]. Bei diesem und anderen Neurotransmitter-Rezeptoren handelt es sich um integrale
Membranproteine, die in der Regel aus mehreren Untereinheiten bestehen. Durch Bindung
des Liganden, d.h. des Neurotransmitters, 6ffnet sich ein Ionenkanal, so dass Kationen, wie
Na® oder Ca**, in die Zelle strémen und dadurch Folgereaktionen ausgelost werden. Anstelle
des natiirlichen Liganden binden auch eine Reihe von Therapeutika und Neurotoxinen (z.B.
Schlangengifte) an diese Rezeptoren [56]. Fiir Bindungsstudien muf3 vor allem die Funktiona-
litdt der Rezeptoren gewdhrleistet sein, was durch Einbettung in kiinstliche Lipidmembranen

[56] oder aber durch zellbasierte Tests erreicht werden kann. Die Bindung von Liganden wur-
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de bei Rezeptoren in artifiziellen Lipidschichten analog zum indirekt kompetitiven Immuno-
assayformat (Abb. 1c; Rezeptoren anstelle von Antikdrpern) detektiert. Geeignet war auch
hier zum Beispiel der Einsatz der SPR-Technik zur markierungsfreien Detektion der Affini-
tatsreaktion. Werden zelluldre Tests verwendet, kann zum Beispiel der Anstieg der intrazellu-
laren Ca®"-Konzentration detektiert werden [57].

Diese Tests wurden bislang nur fiir ausgewahlte Substanzen mit therapeutischen Anwendun-
gen und nicht als Routinetests in der Umweltanalytik eingesetzt, haben aber das Potential neu-
rotoxische Effekte zu erfassen, die iiber Wechselwirkungen mit den Rezeptoren ausgelost

werden.

Diskussion und Perspektiven

Biochemische Methoden wurden in der Wasseranalytik traditionell als Toxizitdtstests einge-
setzt, haben aber in den letzten 15 Jahren auch an Bedeutung zur quantitativen Bestimmung
von einzelnen Substanzen gewonnen. Hier sind vor allem die immunanalytischen Verfahren
zu nennen, die im Bereich der Pestizidanalytik jedoch mit chromatographischen Methoden
konkurrieren miissen. Fiir Frithwarnsysteme vor biologischen Toxinen gibt es in der Regel
keine gute Alternative zu den Antikdrper-basierten Tests, und auch fiir den raschen Nachweis
pathogener Organismen werden hiufig immunanalytische Methoden den langwierigeren klas-
sischen mikrobiellen Methoden vorgezogen. In neuerer Zeit entwickeln sich hier jedoch ge-
nanalytische Methoden als Alternative, da zum Beispiel mit DNA-Chips die Anwesenheit ei-
ner Vielzahl von Organismen erfasst werden kann.

Neben der Beschreibung des Zustandes einer Wasserprobe durch die Konzentrationsangabe
von Einzelanalyten oder Substanzéquivalenten ist die Risikobewertung von zunehmender Be-
deutung, was die Untersuchung auch auf komplexe biologische Wirkungen, wie Beeintrachti-
gungen der Fortpflanzungsfahigkeit, des Immunsystems oder des Nervensystems, erforderlich

macht. Die diesen unerwiinschten Wirkungen zugrunde liegenden Mechanismen sind vielfach
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nicht bekannt, so dass bislang keine molekularen Tests zur Verfiigung stehen, die diese Wir-
kungen komplett abbilden. In einzelnen Féllen sind molekulare Angriffspunkte und die fol-
genden Signaltransduktionskaskaden bekannt, und diese Kenntnisse wurden auch bereits zur
Etablierung entsprechender molekularer Tests ausgenutzt. Aber es zeigt sich, dass diese
Kenntnisse nur einen Ausschnitt aus der Komplexitét der intra- und interzelluliren Reaktio-
nen darstellen. Deshalb sind hier noch umfangreiche weitere Untersuchungen erforderlich, da
einfache, preiswerte Tests dringend bendtigt werden, um den biologischen und chemischen
Zustand von Gewissern so liberwachen zu konnen, dass auch langfristig Schidigungen von
aquatischen und angrenzenden terrestrischen Okosystemen vermieden werden. Es wird erwar-
tet, dass hier die modernen analytischen Methoden der molekularen Biologie Fortschritte
bringen werden, da mit ihrer Hilfe die Kenntnisse {iber molekulare Mechanismen, die zu Sto-
rungen der Funktion physiologischer Systeme (z. B. Immunsystem, Nervenzellen, Organfunk-
tionen, Tumorbildung) fithren, zunehmen. Zusammen mit den Moglichkeiten der Mikrotech-
nik und Chipentwicklung sind dann auch komplexere in vitro Testsysteme denkbar, in denen
diese Kenntnisse umfassend analytisch ausgenutzt werden und die trotzdem noch einfach
durchfiihrbar bleiben. Hier kdnnen vermutlich auch Testformate und Technologien aus dem

Wirkstoffscreening iibernommen bzw. angepasst werden.
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