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Einleitung 

Arzneimittelrückstände im Wasserkreislauf stellen 

ein weltweit wachsendes Problem dar. Die EU-

Kommission hat daher eine Beobachtungsliste zur 

EU-Wasserrahmenrichtlinie herausgegeben, auf der 

auch der Wirkstoff Diclofenac (Abb. 1), der als Ent-

zündungshemmer bzw. Antirheumatikum verwendet 

wird [1], gesetzt wurde. Es gibt Berichte über Dicl-

ofenac-Konzentrationen in Krankenhausabwässern 

von bis zu 7 µg/l (0,02 µmol/l) und in Abwässern der 

pharmazeutischen Industrie von bis 200 µg/l (0,68 

µmol/l) [2]. Aber bereits weitaus geringere Diclofen-

ac-Konzentrationen können beispielsweise zu 

Schädigungen der Kiemen und Nieren bei Fischen 

führen [3]. 
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Abb. 1: Strukturformel von Diclofenac. 
 
Wir haben untersucht, wie genetisch veränderte He-

fen (Saccharomyces cerevisiae) in einem lagerfähi-

gen Assay in 96-Well-Mikrotiterplatten zur quantitati-

ven Analyse von Diclofenac verwendet werden kön-

nen. Die gentechnisch veränderten Hefezellen bil-

den, bei Anwesenheit von Diclofenac, verstärkt das 

Fluoreszenzprotein tRFP (turbo red fluorescent pro-

tein) [4–6]. Dadurch kann die biologische (toxische) 

Wirkung von Diclofenac direkt und unmittelbar er-

fasst werden. Die biologische Aktivität/Toxizität re-

sultiert aus der Interaktion aller Inhaltsstoffe des 

Mediums einschließlich aller Metabolite, was durch 

eine rein physikalisch-chemische Analyse nicht er-

fasst werden kann. 

Methoden und Materialien 

Nährmedium und genetisch modifizierter Hefestamm 

Es wurde der Stamm Saccharomyces cerevisiae 

BY4741 p426-PDR5-tRFP verwendet. Dieser 

Stamm wurde durch Transformation des Stammes 

Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa; his3Δ1; 

leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0) erhalten und produziert 

das rot fluoreszierende Protein tRFP bei Anwesen-

heit von Diclofenac [4]. 

Als Selektionsmarker wird Uracil verwendet. Trans-

formanden können nur dann Uracil bilden, wenn sie 

das entsprechende Plasmid (p426-PDR5-tRFP) ent-

halten. In einem Nährmedium ohne Uracil können 

also nur diejenigen Zellen überleben, denen das 

Plasmid die Synthese des Uracils und damit auch 

des tRFP ermöglicht. Die Bildung von tRFP wird 

durch Diclofenac induziert bzw. verstärkt. 

Das Nährmedium enthält 6,9 g/l Yeast nitrogen base 

(Formedium, UK) mit 5 g/l Ammoniumsulfat, 1,926 

g/l Kaisers Mixture complete ohne Uracil (Formedi-

um, UK) und 20 g/l Glucose. Zur Herstellung des 

Mediums wurden 500 ml zweifach konzentrierte 

Stammlösungen von Yeast nitrogen base und Kai-

sers Mixture complete ohne Uracil separat von einer 

500 ml Glucose-Stammlösung (40 g/l) autoklaviert 

und anschließend gemischt. 

Vorkulturen 

Für die Langzeitlagerung wurden je 500 μl Zellsus-

pension (18 h alte Kultur, bei 30 °C im Schüttler bei 

150 rpm) mit 500 µl einer 30 %igen (v/v) Glycerinlö-

sung gemischt und bei -80 °C eingefroren (Kryocon-

tainer, Nalgene
®

 Mr. Frosty
®

, Thermo Fisher Scienti-

fic MrFrosty
TM

). Damit wurden Vorkulturen des He-

festammes hergestellt, indem 1 ml der Kryokultur als 

Inokulum zu 15 ml Nährmedium gegeben wurde. 

Diese Vorkultur wurde 18 h bei 30 °C im Schüttler 

inkubiert. Danach wurde die Vorkultur zweimal durch 

Zentrifugieren (3000 rcf, 7 min), Überstand abneh-

men und suspendieren in 15 ml des frischen Nähr-

mediums gewaschen. Die Trübung wurde bei 

600 nm (OD
600

) mit einem Spektrophotometer (Na-

nodrop 2000c, Thermo Fisher Scientific) kontrolliert 

bzw. eingestellt. 

Vorbereitung der lagerfähigen Assays in Mikrotiter-

platten 

Um lagerfähige Assays herzustellen, welche mög-

lichst schnell zur Bestimmung der Diclofenac-

Konzentrationen in Probelösungen verwendet wer-

den können, wurden 96-Well-Mikrotiterplatten 

(BRAND plates
®

 - cell Grade
TM

 premium BRAND 
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GmbH & Co KG, U-Boden) mit je 100 µl Zellsuspen-

sion einer mit frischem Nährmedium gewaschenen 

Vorkultur befüllt. Die Trübung wurde auf OD
600

 = 4 

eingestellt. Diese Platten wurden bei -80 °C über 24 

h eingefroren (Kühlrate: etwa 1 °C/min in Styropor-

behälter), danach vakuumverpackt und 14 Tage bei 

-20 °C gelagert. 

Vor der Verwendung wurden die Platten auf Raum-

temperatur gebracht (etwa 1 h). Dabei kommt es zur 

Entgasung der Lösungen in den Wells. Um die Bläs-

chen zu entfernen, wurden die Platten anschließend 

4 min bei 1500 g zentrifugiert. 

Danach wurden je 100 µl der Proben bzw. Kalibrier-

standards (0, 0,25, 0,50, 0,75 1,00, 1,25, 1,50, 1,75 

und 2 μM Diclofenac in Nährmedium) dazugegeben. 

Zur Herstellung einer Diclofenac-Stammlösung wur-

de Diclofenac-Natriumsalz (Sigma Aldrich) in 50 %i-

gem Ethanol (v/v) gelöst, um eine 20 mM Lösung zu 

erhalten. Anschließend wurde eine 50 µM Stammlö-

sung durch Verdünnen im Nährmedium hergestellt. 

Aus dieser Stammlösung wurden weitere Verdün-

nungen hergestellt, von denen je 100 µl zu den Zell-

suspensionen in der Mikrotiterplatte gegeben wur-

den. Danach wurden die Platten mit einer Abdeck-

membran (Breathe-EASIER
TM

, Diversified Biotech) 

verschlossen, um eine möglichst gute Sauer-

stoffversorgung der Zellen zu gewährleisten.  

Fluoreszenzmessungen 

Die Fluoreszenzmessungen der vorbereiteten Mikro-

titerplatten erfolgte in einem Mikroplatten-Reader 

(Synergy
TM

 H1 BioTek Instruments, Inc., Winooski, 

USA). Die Temperatur wurde auf 30 °C eingestellt 

und kontrolliert. Zwischen den Fluoreszenzmessun-

gen wurde die Platte im Reader geschüttelt (Dop-

pelorbital, 528 rpm). Die Fluoreszenzanregung fand 

bei 532 ± 9 nm statt und die Emission wurde bei 

600 ± 9 nm aufgezeichnet. Fluoreszenzanregung 

und Auslesung der Emission erfolgten durch den 

Boden der Mikrotiterplatte. 

Ergebnisse und Diskussion 

In Abbildung 2 ist der zeitliche Verlauf der Fluores-

zenzintensität in drei ausgewählten Wells der nied-

rigsten Diclofenac-Konzentrationen gezeigt. Man er-

kennt, dass nach etwa 6 h die Bildung des tRFP 

einsetzt und nach etwa 16 h das Maximum erreicht. 

Dies geschieht auch in der Kontrolle ohne Diclofen-

ac, da der Promotor, unter dessen Kontrolle das 

tRFP-Gen steht, immer eine basale Expression zu-

lässt. Die Synthese des tRFP findet auch in Dicl-

ofenac-freiem Medium statt und muss bei der Quan-

tifizierung beachtet werden, indem möglichst ein 

Standardadditionsverfahren angewendet wird. Dabei 

sollten die Kalibrierlösungen in die Probenlösung 

gegeben werden, um Matrixeffekte zu berücksichti-

gen. Für die Kalibrierung ist auch eine Probe not-

wendig, welche die komplette Probenmatrix, aber 

kein Diclofenac enthält. 
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Abb. 2: Kinetik der Fluoreszenzintensitäten in Ab-

hängigkeit von der Diclofenac-Konzentration. Drei 

ausgewählte Wells im niedrigen Konzentrationsbe-

reich. 

 

Außerdem konnte festgestellt werden, dass eine 

Mehrfachbestimmung mit mindestens 3 bis 4 Wells 

pro Diclofenac-Konzentration notwendig ist, um eine 

signifikante Erhöhung der Fluoreszenzintensität ab 

0,25 µM festzustellen und eine Kalibrierung vorzu-

nehmen (Abb. 3). 
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Abb. 3: Fluoreszenzintensitäten nach 12 h in Ab-

hängigkeit von der Diclofenac-Konzentration. Mittel-

werte und Standardabweichungen aus je 3 oder 4 

Wells. 

Zusammenfassung und Ausblick 

Es konnte ein lagerfähiger Assay zur quantitativen 

Bestimmung von Diclofenac mittels gentechnisch 

veränderter Saccharomyces cerevisiae entwickelt 

werden. In Mikrotiterplatten und einem Fluoreszenz-

Plattenreader wurde eine Nachweisgrenze von 

0,2 µmol/l Diclofenac im definierten Nährmedium 

etwa 12 h nach der Zugabe des Analyten erzielt. 

Um die Zuverlässigkeit des Assays zu erhöhen, sol-

len entsprechende Gene des Plasmids genomisch 

integriert werden. Dadurch soll vermieden werden, 
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dass Variationen der Plasmid-Anzahl pro Zelle auf-

treten und so die Fluoreszenzintensität, trotz glei-

cher Diclofenac-Konzentration, ebenfalls stark vari-

iert. Eine deutliche Vereinfachung der Quantifizie-

rung ist zu erwarten, wenn es gelingt einen anderen 

Promoter zu identifizieren, der keine basale Expres-

sion zulässt und somit eine tRFP-Synthese nur in 

Anwesenheit von Diclofenac stattfinden kann. Damit 

wäre es nicht notwendig, eine Probenmatrix bereit-

zustellen die kein Diclofenac enthalten darf aber alle 

anderen Bestandteile der zu untersuchenden Lö-

sung enthält. Versuche an realen Abwässern müs-

sen zeigen, wie stark Matrixeffekte die Sensitivität 

des Assays beeinflussen. 
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