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Abstract

Diclofenac (DCF) wird als nicht-steroidales, antientztindliches
Arzneimittel gegen Fieber, Entzindungen, rheumatische
Erkrankungen und Schmerzen eingesetzt. 70 % werden nach
Einnahme wieder ausgeschieden. Aufgrund unvollstandiger
Elimination in den Klaranlagen lassen sich Ruckstande im
Trinkwasser und im Oberflachengewasser nachweisen. Diclo-
fenac wird in der Umweltanalytik v.a. mittels GC-MS oder LC-
MS nachgewiesenl!: 2. Bioanalytische Methoden machen sich
die spezifische Antigen-Antikdrper-Wechselwirkung zunutze,
so z.B. Immunoassays. Die hierfur erforderlichen Antikorper
werden durch Immunisierung mit einem Konjugat aus dem
Analyten und einem Tragerprotein gewonnen. Die Kopplung
kann direkt tber die Carboxylfunktion von Diclofenac erfolgen.
Um Abschirmungseffekte zu vermeiden, kann zwischen
Protein und Analyt ein Spacer sinnvoll sein.

Einleitung

In den letzten Jahren haben immunanalytische Verfahren zu-
nehmend an Bedeutung gewonnen. Grundlage bilden Anti-
kérper mit ihrer hochspezifischen, nicht-kovalenten Antigen-
Erkennung. Antikdrper werden in Folge der humoralen
Immunantwort gegen Makromolekile oder Partikel ab einer
molaren Masse von ca. 1.000 Da gebildet. Molektle mit
niedrigerem Gewicht sind nicht in der Lage allein eine Immun-
antwort auszulésen und werden als Haptene bezeichnet. Um
Antikdrper gegen Haptene zu erhalten ist die Kopplung an ein
Tragerprotein erforderlich. Man unterscheidet zwischen poly-
klonalen und monoklonalen Antikdérpern. Bei polyklonalen
Antikdrpern handelt es sich um Serum aus einem immu-
nisierten Wirbeltier, meist einem Kaninchen. Dieses enthalt
eine Vielzahl von verschiedenen Antikdrpern und weitere
Substanzen, z.B. Lipide. Aus diesem Grund ist haufig eine
Reinigung des Serums durch Immunaffinititschromatographie
empfehlenswert. Weiterhin gibt es monoklonale Antikdrper,
die aus den B-Zellen von Mausen gewonnen werden. Hierzu
wird die Milz entnommen und die B-Zellen werden mit
Myelomzellen zu sogenannte Hybridomzellen fusioniert.
Daraus ergeben sich einzelne langlebige Zelllinien, die aus-
schlieBlich eine Antikorpersorte sezernieren. Diese kénnen
aus dem Zellkulturmedium isoliert und gereinigt werdenf®: 4,
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Forschungsarbeiten an der BAM sollen dazu fihren, die
Selektion der richtigen Klone durch Anwendung der Durch-
flusszytometrie zu erleichtern®®l. Haufig wird in der Phase der
Immunogensynthese ein Spacer zwischen den Analyten und
dem Tragerprotein geschaltet. Wird kein Spacer verwendet,
oder ist dieser zu kurz, kann es zu Abschirmeffekten durch
das Tragerprotein kommen. Zu lange Spacer kdnnten sich in
sich selbst zuruickfalten und die Zielstruktur des Antikorpers
verandern. Ein Spaceroptimum liegt bei Alkylspacern wohl bei
ca. sechs Kohlenstoffatomen®. Es existieren Antikorper
gegen eine Vielzahl von pharmakologisch aktiven Sub-
stanzen, z.B. Koffeinl”l, Carbamazepin® oder Isolithochol-
saurel®. Eine wichtige Umweltkontaminante ist Diclofenac
(Struktur in Abbildung 1), welches in zahlreichen Gewéassern
mittels LC-MS und GC-MS nachgewiesen werden konnte und
auf der Beobachtungsliste zur EU-Wasserrahmenrichtlinie
stehtft 101,
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Abb.1: Diclofenac (DCF)

Diclofenac hat 6kotoxikologische Wirkungen. So wurde durch
Anreicherung in der Nahrungskette ein Massensterben von
Geiern in Indien ausgelost*y, Bisher existiert ein polyklonaler
Antikdrper gegen Diclofenac, der die Messung in Umwelt-
proben ermdglicht®?. Kiirzlich wurde auch die Entwicklung
eines monoklonalen Antikorpers publiziert!*?, Alle diese Anti-
korper basieren auf direkter Kopplung an das Protein iber die
Carboxylfunktion des Diclofenac. Durch die Einfiihrung eines
Spacers werden allerdings selektivere und ggf. affinere
Antikdrper erwartet. In wassrigen Proben liegt Diclofenac als
Anion vor. Kommerziell ist es als Natriumsalz erhéltlich. Als
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freie Carbonsaure oder in aktivierter Form tritt Cyclisierung
ein (Abbildung 2), was chemische Reaktionen, wie z.B. die
Synthese neuer Diclofenac-Haptene, erschwert. Photoabbau-
produktel®¥ sind neben physiologischen Metaboliten4 ver-
mutlich relevante Kreuzreaktanden. Deshalb werden auch
Photoabbauprodukte produziert. Mit Antikdrpern lassen sich
aulRerdem Immunaffinitdtssaulen herstellen. Diese erlauben
eine selektive Aufkonzentrierung des Analyten aus einer
Probe.
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Abb. 2: Cyclisierungsprodukt des Diclofenac

Chemische Synthese

Es konnte ein Hapten synthetisiert werden, bei dem es sich
um ein Amid aus Diclofenac und 6-Aminohexanséure (Ahx)
handelt (Abbildung 3). Das Produkt (DCF-Ahx) konnte aus-
schlieBBlich durch Festphasensynthese am Fmoc-Ahx-Wang-
Harz hergestellt werden. Aufgrund der geringen erwarteten
Ausbeute wurden 5 g Harz in einer Glasséaule als Reaktor ein-
gesetzt. Die Reinigung des vom Harz abgespaltenen Roh-
produktes erfolgte zundchst s&aulenchromatographisch uber
Kieselgel. Das immer noch verunreinigte Hapten wurde im
zweiten Schritt durch HPLC aufgereinigt. Die Kopplung von
DC bzw. der Haptene DCF-Ahx und Aceclofenac (ACF; s. Ab-
bildung 4), erfolgte nach NHS-Aktivierung an Rinderserum-
albumin (BSA), Ovalbumin (OVA) und Apotransferin als
Tragerproteine bzw. Meerrettichperoxidase zur Verwendung
als Enzymtracer im Immunoassay. Zur Aufreinigung der
Proteinkonjugate kam GroRenausschlusschromatographie
zum Einsatz. Mittels Flugzeitmassenspektrometrie (MALDI-

TOF-MS) wurden die Kopplungsdichten bestimmt.
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Abb. 3: Festphasensyntheseprodukt DCF-Ahx
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Ergebnisse und Diskussion

Die Cyclisierung von Diclofenac als freie Carbonséaure oder in
aktivierter Form erschwert Synthesen ausgehend vom
Wirkstoff erheblich. Allerdings lasst sich DCF leicht verestern.
Dies ermdglicht theoretisch den Einsatz von Organo-
metallchemie am Methylester oder am Natriumsalz. Allerdings
ist unter derart basischen Bedingungen keine Diclofenac-
Verbindung Uber langere Zeit stabil. Letztendlich wird meist
nur das Cyclisierungsprodukt isoliert. Der Einsatz von Fest-
phasensynthesen ermdglicht die Einfihrung von Aminosauren
als Spacer. Vorteilhaft ist, dass samtliche Verunreinigungen
von der Festphase gewaschen werden kénnen. Die resul-
tierenden Verunreinigungen stammen allesamt von Spaltriick-
stdnden des Harzes, die sich nahezu vollstandig durch zwei-
stufige Aufreinigung entfernen lassen. Die Ausbeuten sind
letztendlich niedrig, aber reproduzierbar.
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Abb. 4: Aceclofenac (ACF)

Weiterhin konnte mittels eines kommerziell erhéltlichen
polyklonalen anti-DCF-Antikérpersi™19] die Funktionalitéat eines
Ovalbumin-Konjugats von DCF validiert werden. Es wurde ein
indirekter ELISA etabliert mit einem Testmittelpunkt (x-Koor-
dinate, d.h. Konzentrationswert am Wendepunkt der Kalibrier-
kurve) von 68 ng/L (Abbildung 5).
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Abb. 5: Referenz-ELISA, basierend auf einem kommerziell
erhéltlichen polyklonalen Antikarpert®: 1]
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Sowohl DCF als Kontrolle, als auch DCF-Ahx und ACF
wurden bereits in Immunisierungen eingesetzt. Als Trager-
protein wurde BSA verwendet. In Optimierungsversuchen zur
Kopplung konnte gezeigt werden, dass eine zweite
Behandlung von BSA mit dem NHS-Ester zu einer
drastischen Zunahme der Kopplungsdichten fihrt. Immu-
nisierungen mit verschiedenen Immunogenen laufen.

Ausblick

Derzeit werden die bereits erfolgten Immunisierungen auf
brauchbare Antikdrper untersucht. Ziel ist die Entwicklung
eines Immunoassays. Dieser sollte nach Mdglichkeit ein di-
rekter Assay sein, da direkte Assays meist sensitiver im
Vergleich zu indirekten sindi*6l. Fur Kreuzreaktivitatsunter-
suchungen wird versucht, durch Bestrahlung einer hoch-
konzentrierten DCF-L&sung Photoabbauprodukte zu gewin-
nen. Gleichzeitig wird eine auf HPLC-MS/MS basierende
Referenzanalytik entwickelt. Um stérkere Immunreaktionen zu
erhalten, wird ein Verfahren zur Bestimmung der
Kopplungsdichte von Haptenen an KLH, ein hochmolekulares
und hochimmunogenes Protein (Hamocyanin der Schlussel-
lochnapfschnecke, keyhole limpet) entwickelt, um dieses als
Immunogen sicherer nutzbar zu machen.
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