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Einleitung

Der Konsum an Medikamenten und anderen bioakti-
ven Stoffen ist in Deutschland alltaglich. Allein im
Jahr 2018 wurden von den gesetzlichen Kranken-
kassen in Deutschland Uber 41 Mrd. verschriebene
Tagesdosen gemeldet [1]. Diese Pharmazeutika und
deren Metabolite gelangen in merklichen Mengen in
das Abwasser, wobei neben den Ausscheidungen
der Patienten auch die unsachgeméafle Entsorgung
von Arzneistoffen eine signifikante Eintragsquelle
darstellt. Da in den Klarwerken diese Stoffe zumeist
nicht vollstandig aus dem Abwasser entfernt werden
kénnen [2], werden die Ricksténde als Spurenstoffe
in unsere aquatische Umwelt eingetragen. In vielen
Fallen handelt es sich bei diesen chemischen Belas-
tungen der Gewasser um kleine polare organische
Stoffe. Als Modellsubstanz wurde daher Amitriptylin
(AMT), ein tricyclisches Antidepressivum mit einem
Molekulargewicht von 277 Da gewahlt. 2018 war es
mit 80 Mio. verordneten Tagesdosen eines der
meistverschriebenen Antidepressiva [1]. Ein mdgli-
cher Einfluss von Medikamenten und bioaktiver Stof-
fe auf das Okosystem wird in standardisierten
Okotoxikologischen Studien untersucht, indem die
Schadigungen von ausgewahlten Organismen aus
den verschiedenen Trophiestufen unter Laborbedin-
gungen bestimmt wird. Hierbei wurde gezeigt, dass
Amitriptylin bei einer Konzentration von 10 ug/L die
Mortalitat von Larven des Karpfens signifikant erhéht
(20 % in den ersten 30 Lebenstagen), sowie deren
Herz, Leber und Nieren geschadigt werden [3]. Au-
Rerdem zeigte sich, dass unter anderem das
Wachstum von Zebrafischen bereits von 100 ng/L
Amitriptylin gehemmt wird [4]. Diese Effekte werden
dem ausgeldsten oxidativen Stress zugeschrieben
[5].

Da der Nachweis und die Quantifizierung der Spu-
renstoffe in Gewassern oft kosten- und zeitintensiv
sind, werden nur sehr wenige Spurenstoffe in der
aquatischen Umwelt im Zuge wissenschaftlicher
Fragestellungen untersucht. Zudem ist von sehr vie-
len Stoffen nicht bekannt, in welchen Mengen und in
welcher Form sie nach der Verstoffwechselung im
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Kérper in die Umwelt freigesetzt werden. Um unsere
Umwelt nachhaltig zu schitzen, ist es zunachst
wichtig, Moglichkeiten fur den Nachweis anthropo-
gener Verunreinigungen in Oberflachengewassern
zu entwickeln. Anforderungen fir eine solche Me-
thode sind die Kosteneffizienz, kurze Zeiten zwi-
schen Teststart und Ergebnismitteilung an den End-
nutzer wie auch eine einfache Handhabung. Etab-
lierte Methoden zur Bestimmung vom Amitriptylin
sind LC- und HPLC-MS [2, 6] mit denen Konzentra-
tionen von 0,5 — 21 ng/L in Flusswasserproben ge-
messen wurden. Nachteile dieser Methoden sind
hohe Kosten und langwierige Probenvorbereitung.
Des Weiteren gibt es voltammetrische Methoden,
bei denen eine Nachweisgrenze von 33 ug/L erreicht
werden konnte [7]. Biosensoren sind durch den ein-
fachen Aufbau, die hohe Automatisierbarkeit sowei
die spezifische Antigen-Antikérper-Reaktion vorteil-
haft. Mittels reflektometrischer Interferenzspektro-
skopie (RIfS) konnte eine Nachweisgrenze von 0,3
Mg/l Amitriptylin in Puffer erzielt werden [8]. Eine
weitere Methode, die die Anforderungen erflllen
kann, ist der Lateral Flow Assay (LFA). Dieser ba-
siert auf dem Prinzip des Immunoassays, der eben-
falls auf einer Antikérper-Antigen-Reaktion basiert.
Bei dieser Methode ist das Sandwich-Format ub-
lich [9], welches aber nicht fur kleine Analyten ver-
wendet werden kann.

In dieser Studie wurde daher erstmals ein papierba-
sierter Bindungshemmtest zum quantitativen Nach-
weis von Amitriptylin in Oberflachengewassern ent-
wickelt. Die Auswertung von LFAs ist jedoch haufig
entweder nur qualitativ (Ja/Nein) oder durch Ver-
gleich mit einer Referenzskala semiquantitativ. Da-
her wurden die Testlinienintensitaten mithilfe eines
Matlab-basierten Algorithmus quantitativ ausgewer-
tet. Weiterhin konnte auf die fur einen Bindungs-
hemmtest Ubliche Inkubationsphase verzichtet wer-
den. Die weitere Vereinfachung des Tests, der Nut-
zerfreundlichkeit und der Analysendauer wird
dadurch erheblich verbessert. Der Arbeitsbereich
liegt im Bereich von 0,39 — 27,4 ug/L. Die Ubertrag-
barkeit des Schnelltests auf Realproben wird
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exemplarisch gezeigt. Die Wiederfindungsraten in
Flusswasser liegen bei 5 — 25 %.

Methoden und Materialien

Funktionsweise und Aufbau

Der schematische Aufbau der Teststreifen ist in
Abb. 1 a gezeigt. Wird die Analytflussigkeit auf den
Probenbereich (Sample Pad) aufgetragen, breitet
sich die Flussigkeit durch Kapillarkrafte auf dem
Teststreifen aus. Dort interagiert sie mit den ver-
schiedenen Testkomponenten. Zunachst gelangt die
Probe auf das Konjugat Pad, wo sich mit Goldnano-
partikeln markierte Amitriptylin-Antikérper befinden.
Diese l6sen sich und flieBen zusammen mit der
Probe auf die Nitrocellulosemembran. Dort befindet
sich die Testlinie mit immobilisertem Nortriptylin-
Rinderserumalbumin. Solange kein AMT in der Pro-
be enthalten ist, kann der Antikérper, entsprechend
des Prinzips des Bindungshemmtests, an dieses
Amitriptylinderivat binden und die volle Linienintensi-
tat ist sichtbar (Abb. 1 b). Ist Amitriptylin vorhanden,
kann dieses den Antikérper blockieren und die Lini-
enintensitat nimmt ab (Abb. 1 ¢). Nach der Testlinie
befindet sich die Kontrolllinie (anti-Maus 1gG), die
alle mit Gold markierten Antikdrper bindet und die
Validitat des Tests anzeigt. Das Absorbent Pad
schlieRlich nimmt Uberschissige Probenflussigkeit
auf. Somit werden groRRere Probenvolumina ermdég-
licht und unspezifische Wechselwirkungen verrin-
gert.

nicht blockiert -
volle Testlinienintensitat

; _anti-AMT
— AuNP

a

Absorbent Pad
Nitrocellulose-

membran
Kontrolllinie ~_ T
ontrolllinie
I AMT
Testlinie —~
\_

C vollsténdig blockiert -
keine Testlinienintensitat

Konjugat Pad

i

Sample Pad

A

Flussrichtung |—.44|
Abb. 1 a) Schematischer Aufbau der verwendeten Teststrei-
fen. Die Flussrichtung ist von unten nach oben. b) Schemati-
sche Darstellung eines Bindungshemmtests ohne Analyt, was
eine hohe Testlinienintensitat auslést und b) mit Analyt, was
eine geringere Testlinienintensitat zur Folge hat.
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Markieren der Anti-Amitriptylin-Antikérper:

Zu 1 mL einer Goldkolloidlésung (20 nm, 7
10" Partikel/mL, BBI International, UK) werden 8 pL
anti-Amitriptylin (1,2 pg/mL) gegeben und 40 min in-
kubiert. Anschlie3end werden 100 ul einer Rinderse-
rumalbuminlésung (100 mg/mL in PBS, 0,01 M,
pH 7,4) hinzugefugt, um noch vorhandene Bin-
dungsstellen abzusattigen. Nach einer weiteren In-
kubationszeit von 20 min wird die Lésung zentrifu-
giert (20 min, 13.000 min™"). Der Uberstand wird
verworfen und das Nanopartikelpellet wird in einer
RSA-Lésung (0,1 mg/mL in PBS) resuspendiert.
Dieser Waschschritt wird noch zwei Mal wiederholt.
Nach Zugabe von 100 mg Saccharose wird das
Konjugat bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

Testkomponenten:

Die Sample und Absorbent Pads bestehen aus Cel-
lulose (11,5 x 5 mm, SureWick CFSP, Merck Millipo-
re, Darmstadt, Deutschland), wobei erstere in einer
Tween® 20-Lésung (10 mL, 2 yL/mL in PBS) fir 1 h
impragniert und anschlieBend bei 37 °C getrocknet
werden. Die Konjugat Pads (Glasfaser, SureWick
GFCP, Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland)
werden 1 h mit einer RSA-Lésung (10 mL, 10
mg/mL in PBS) impragniert und bei 37 °C getrock-
net. AnschlieRend werden diese mit 15 uL der anti-
Amitriptylin-Goldnanopartikel (Konjugat) versehen
und bei 37 °C getrocknet. Die Testmembran (CN
140, UniSart®, FlieRgeschwindigkeit: 110-165 s/4
cm, Sartorius AG, Géttingen, Deutschland) wurde
durch einen BioOdyssey™ Calligrapher™ Miniarra-
yer (Bio-Rad, Hercules USA) mit der Testlinie
(1 mg/mL, Nortriptylin-RSA, CalBioreagents, San
Mateo, USA) und der Kontrolllinie (1 mg/mL, Ziege
anti-Maus 1gG, polyklonal, Antikérper-Online,
Aachen, Deutschland) versehen, fir 1 h bei 37 °C
immobilisiert und in 5 mm breite Streifen geschnit-
ten. Durch die auf der Membran befindlichen Klebe-
streifen werden die Komponenten, wie in Abb. 1 a
zu sehen, zusammengesetzt.

Testverlauf:

Die Teststreifen werden mit 150 yL der mit AMT
versetzten Probeldsungen versetzt (Amitriptylin-
Hydrochlorid, LKT Labs, St. Paul, USA) und nach 30
min fotografiert (Olympus E-1 Kamera, Blende: f/11,
ISO-Wert: 100). Flusswasserproben wurden aus der
Steinlach, Tubingen entnommen.

Auswertung:

Zunachst wird mit dem Programm ImageJ ein Weil3-
abgleich durchgefuhrt und die Bilder kontrastver-
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starkt, um Einflusse der Beleuchtung und des Hin-
tergrundes zu minimieren. Die Teststreifenintensita-
ten werden mittels eines Matlab-Programms ausge-
wertet. Der Algorithmus ist in Abb. 2 schematisch
gezeigt. Zur Bestimmung der region of interest (ROI)
werden im HSV-Farbraum nur Pixel ausgewahlt, die
sich in einem definierten Farb- und Intensitatsbe-
reich befinden. Die ausgewahlten Pixel werden im
RGB-Farbraum invertiert, damit eine starke Farbung
mit einer hohen Intensitat korreliert. Der Mittelwert
der Werte des grinen Kanals werden als Testlinien-
intensitat berechnet.

Kontrastverstarktes
Bild
|:| Vorauswahl

region of interest

\
L1

V

Intensitat

Auswahl der
roten Pixel (HSV)

Mittelwert des
grinen Kanals (RGB)

Abb. 2 Workflow des Auswertungsalgorithmus

Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen dieser Studie wurde die Methode des
Lateral Flow Assays zum Nachweis von Amitriptylin
erprobt. Dabei wurde fur den Immunoassay auf das
bereits fur RIfS etablierte Format des Bindungs-
hemmtests zurlickgegriffen [8]. In vorherigen Arbei-
ten wurden mehrere Nitrocellulosemembranen und
Grolen der Goldnanopartikel verglichen, wobei die
Wahl auf die CN140-Membran von Sartorius bzw.
die 20 nm Partikel fiel. AuRerdem wurde im Rahmen
von Vorarbeiten ein Flokkulationstest durchgefihrt,
um die optimale Menge an Antikérpern zur Herstel-
lung des Konjugats festzustellen.

In Abb. 3 ist die Kalibrierung von Amitriptylin in PBS-
Puffer gezeigt. Eine logistische Funktion wurde an
die Messwerte angepasst, deren Parameter in
Tab. 1 dargestellt sind. Der Arbeitsbereich reicht von
0,39 bis 27,4 pg/L und ist definiert als die Konzentra-
tionen die 90 bzw. 10 % der Testintensitat darstel-
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len. Es zeigt sich, dass die Intensitat in Abhangigkeit
der Konzentration sehr gut mit der fir einen Immu-
noassay typischen logistischen Funktion Uberein-
stimmt. Hier zeigt sich, dass die vorliegende Metho-
de bereits mit voltammetrischen Verfahren [7] und
etablierten Biosensoren [8] vergleichbar ist. Bei
Letzterem wurde auf’erdem eine gesonderte Inkuba-
tionsphase fur den Bindungshemmtest verwendet,
auf die in der vorliegenden Studie verzichtet wurde.
Trotzdem muss der Arbeitsbereich weiter verbessert
werden, damit auch geringe AMT-Konzentrationen
im Wasser im Bereich von ng/L erfasst werden kén-
nen.

I Arbeitsbereich:
| 0,39-274 ug/L
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Abb. 3 Normierte Testlinienintensitdten als Funktion der AMT-
Konzentration. Zur Kalibration wurde eine logistische Funktion
zur Anpassung (siehe Tab. 1) verwendet. Die Konfidenzb&nder

(95 %, hellrot) sowie der Arbeitsbereich (griin) sind eingezeich-
net.

Fur den Einsatz in Realproben ist nicht nur der Ar-
beitsbereich, sondern auch die Selektivitat bzw. die
Spezifitat wichtig. Verglichen zu Antiprotein-
Antikérper weisen Antikérper gegen kleine Analyten
eine hohe Kreuzreaktivitdt gegeniber strukturell
verwandten Stoffen auf [10]. Daher wurde die Kreuz-
reaktivitdt gegen die tricyclischen Antidepressiva
Clomipramin, Doxepin, Imipramin, Opipramol sowie
das Protein Ovalbumin untersucht.

Tab. 1 Fur den logistischen Fit verwendete Formel, die Werte
der Parameter und die dazugehérigen Standardfehler

y= 41— A +A
=———S+4,
Formel 1+ (;C_O)
Parameter Wert Standardfehler
Ay 0,997 0,018
A, 0,281 0,014
Xo 2,68 0,74
p 0,94 0,18
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Die Ergebnisse sind in Abb. 4 dargestellt. Es zeigt
sich, dass Clomipramin und Opipramol den Antikor-
per in einem vergleichbaren Maf} blockieren wie A-
mitriptylin. Doxepin und Imipramin hingegen haben
eine geringere Fahigkeit den Antikérper zu blockie-
ren. Aufgrund dieser Kreuzreaktivitaten kénnte sich
der LFA daher auch fur die Bestimmung eines
Summenparameters an tricyclischen Antidepressiva
eignen, die alle strukturell verwandt sind und sich
ahnlich auf die Umwelt auswirken.

200 +
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Abb. 4 Kreuzreaktivitdten des Lateral Flow Assays gegen die
tricyclischen Antidepressiva Clomipramin (griin), Doxepin (vio-
lett), Imipramin (orange) und Opipramol (turkis). AuRerdem das
Protein Ovalbumin (blau)

Zuletzt wurde die prinzipielle Ubertragbarkeit auf
Realproben in Form von Flusswasser erprobt. Hier-
fur wurde Wasser vor und nach einer Klaranlage
enthommen und mit 7 ug/L AMT aufgestockt. Die
Ergebnisse sind in Abb. 5 dargestellt. Vor dem Klar-
werk zeigt sich eine Wiederfindungsrate von 25 %,
wahrend fur den Ablauf 5 % bestimmt wurden. Der
Unterschied kann aufgrund der durch die Klaranlage
eingefuihrten Matrixeffekte oder der Streuung bei der
Produktion der Teststreifen aufgetreten sein. Fur die
Verwendung eines Immunoassays in realen Ein-
satzbedingungen sind Wiederfindungsraten von 80 —
120 % akzeptabel. Diese Abweichung kénnte durch
Verbesserung der Chargenreproduzierbarkeit der
Teststreifen oder durch weitere Optimierung der
Testkomponenten minimiert werden, um verlassliche
Gewassermessungen durchzufiihren.

Fazit und Ausblick
Es wurde gezeigt, dass mittels eines LFAs die Mes-

sung von kleinen, polaren Molekilen méglich ist.
Dies wurde am Beispiel von Amitriptylin mittels eines
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Bindungshemmtests gezeigt. Dabei konnte auf eine
Inkubationsphase verzichtet werden und somit Test-
dauer und -aufwand erheblich verbessert werden.
Zur Quantifizierung wurden die fotografierten Test-
streifen mittels eines Matlab-basierten Algorithmus
ausgewertet. Ein mit anderen Sensoren vergleichba-
rer Arbeitsbereich konnte erzielt werden. Wie fur
kleine Analyten bekannt, zeigt der Antikorper Kreuz-
reaktivitdten gegen strukturverwandte Stoffe. Die
Messung von aufgestockten Flusswasserproben ist
moglich, allerdings missen die Wiederfindungsraten
weiter verbessert werden. Vor allem Parameter, wie
die Menge an Konjugat oder die Menge an immobili-
sierten Antigenen haben einen grofien Einfluss auf
Testintensitat, Nachweisgrenzen und die Reprodu-
zierbarkeit. Daher muss das Verfahren durch Opti-
mierungen dieser Parameter noch weiter verbessert
werden.

7 pg/L AMT in Flusswasser
304
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< ¥
t g
3 X
2 S
= 104 o
=z
0-

Abb. 5 Wiederfindungsraten in aufgestocktem Flusswasser (7
pug/L AMT) in Flusswasser oberhalb und unterhalb des Kilar-
werks, bestimmt nach [11]
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