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Zusammenfassung

Die Wirkungsbezogene Analytik (WBA) ist eine immer wich-
tigere Methode zur Beurteilung und Bewertung organischer
Spurenstoffe in der aquatischen Umwelt. Gerade in der Kombi-
nation mit der HPTLC zur Fraktionierung der Wasserproben er-
geben sich neue Mdglichkeiten der Detektion und Verbes-
serung der Effektivitat der WBA. Hierzu gehort eine prazisere
und flexiblere Auftragung von Probe und Reagenzien. Durch
den Einsatz des hier vorgestellten Nano-Dispensers ist es
moglich, ortsspezifisch Analyte und Reagenzien zu dosieren.
Dadurch wird es ermdglicht, gezielt an einer Bande unter-
schiedliche Biotests durchzufiuihren. Als exemplarisches Bei-
spiel wurde zur ortsaufgeldsten Detektion auf der Dinnschicht-
platte bildgebende MALDI-Massenspektrometrie als Detek-
tionsverfahren eingesetzt. Die Entwicklung eines MALDI-MS
gestitzten Acetylcholinesterase (AChE)-Tests fur Neurotoxi-
zitat auf der HPTLC-Platte in Kombination mit der PipeJet nL
Dispensingtechnologie erlaubt den Nachweis von Enzymin-
hibitoren und die Bestimmung von ICso-Werten von schwachen
AChE-Inhibitoren wie z.B. Koffein.

Einleitung und Zielsetzung

Die heute in der instrumentellen Analytik zur Verfligung stehen-
den Target- und Non-Target-Methoden ermdglichen die Rou-
tinebestimmung von Spurenstoffen in der aguatischen Umwelt
in Konzentrationen bis in den ng/L-Bereich. Die mit Flissig-
keitschromatographie und mit hochauflésender Massenspek-
trometrie gekoppelte Non-Target Analytik liefert einen Einblick
in die Substanzvielfalt an Spurenstoffen in einer Wasserprobe
[1]. Ein Problem ist, dass nur ein geringer Anteil dieser Stoffe
derzeit identifiziert werden kann. Fur die Beurteilung bzw.
Bewertung der Kontamination ist die Kenntnis Uber deren
Wirkung entscheidend.

Direkte biologische Testverfahren (Bioassays) von Wasser-
proben kdnnen beispielsweise Informationen zu neuroto-
xischen oder endokrinen Wirkungen liefern. Die Wirkung kann
aber nicht bestimmten Substanzen oder Substanzgruppen zu-
geordnet werden. Durch die Anwendung der Wirkungs-
bezogenen Analytik (WBA), eine Kombination von Fraktionie-
rung mit einem Bioassay und chemischer Analytik, ist eine
differenzierte Beurteilung der Wirkung méglich [2, 3]. Je selek-
tiver die Fraktionierung durchgefuhrt wurde, umso wahrschein-
licher wird es, einen Bezug zwischen Substanz/-gruppe und
Wirkung herzustellen. Eine erprobte Fraktionierungsmethode
ist die Anwendung der Hochleistungsdinnschichtchromato-
graphie (HPTLC, High-performance thin-layer chromato-
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graphy). Die offene Trennschicht ermdglicht, im Gegensatz zur
Trennsaule, nicht nur die Anwendung von unterschiedlichen
Detektionstechniken wie beispielsweise UV-VIS Absorption,
Fluoreszenz, Farbreaktionen durch Derivatisierung und in den
letzten Jahren verstéarkt die Massenspektrometrie, sondern
auch die direkte Durchfiihrung von unterschiedlichen Bio-
assays auf der Dunnschichtplatte. Dadurch ist es mdglich,
beim Auftreten einer Wirkung in einer Bande diese gezielt auf
die Wirksubstanzen zu untersuchen. Eine Substanzidentifi-
zierung erfolgt in der Regel durch eine Extraktion aus den
Substanzbanden mit einem speziellen Interface, welches
entweder direkt mit einem Massenspektrometer gekoppelt ist
oder das Extrakt in ein LC-MS System zur zusatzlichen Tren-
nung Uberfuhrt [4]. Interferenzen der Assay-Detektionssysteme
mit der Eigenabsorption der unbekannten Substanzen sowie
eine unvollstandige und ortlich unpréazise Extraktion der Sub-
stanzen aus der Dinnschicht fur die LC-MS Identifizierung sind
limitierende Faktoren. Wiunschenswert wére zudem eine Auto-
matisierung, die eine genauere Quantifizierung der Stérke und
Art der biologischen Wirkung der Schadstoffe erméglicht. In
dem hier vorgestellten Losungsansatz wird die Kopplung eines
nL-Dispensing Systems mit bildgebender MALDI-MS (Matrix
Assisted Laser Desorption/lonisation-Massenspektrometrie)
fur die wirkungsbezogene HPLTC-Analytik vorgestellt. In der
bildgebenden MALDI-MS wird die zu untersuchende Dunn-
schicht zundchst mit einer Matrix, einem kleinen organischem
Molekdl, beschichtet. Danach kann diese Oberflache ortsauf-
geldst mit einem Laserstrahl punktférmig abgerastert werden.
Hierbei wird die Energie des Laserlichts auf die Matrix Uber-
tragen, es kommt zu einer sanften lonisierung der in der
Schicht vorhandenen Substanzen. Durch diese lonisierung ist
es moglich, fur jede Position ein Massenspektrum zu erzeugen.
Aus den Massenspektren der einzelnen Positionen wird ein
Bild berechnet, bei dem die Signale der verschiedenen ausge-
wahlten m/z-Verhaltnisse farbkodiert sind. In der computerer-
zeugten Darstellung dient die Farbintensitat als Skala fir die
gewahlte MessgréR3e (z.B. Intensitat).

Zur Evaluierung dieses Systems wird der Acetylcholinesterase-
Bioassay auf der HPTLC-Platte zur Detektion neurotoxischer
Substanzen eingesetzt. Die Neurotoxizitdt von Spurenstoffen
hat einen Einfluss auf die Festlegung des gesundheitlichen
Orientierungswertes (GOW-Konzept) fur Trinkwasser [5].
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Material und Methoden
Massenspektrometrische Methoden

Als Massenspektrometer wurde ein  MALDI-TOF/TOF
UltrafleXtreme (Bruker Daltonics), ausgestattet mit einem
Nd:Yag Laser (355 nm) mit einer Wiederholungsfrequenz von
2 kHz, eingesetzt. Die Messungen wurden mit super-Dihydro-
xybenzoeséaure (sDHB, eine 9:1 (w/w) Mischung von 2,5-Dihy-
droxybenzoeséaure und 2-Hydroxy-5-methoxybenzoeséure) als
MALDI-Matrix (Fisher Scientific, GmbH, UK, 99 % Reinheit) im
positiven lonenmodus mit einem Massenbereich von 0 - 1000
Da durchgefiihrt. Die Laserleistung wurde manuell auf ein
Optimum zwischen lonisationseffizienz und Auflésung ange-
passt.

Als Tragermaterial fir die bildgebende MALDI-Massenspektro-
metrie wurden HPTLC-Fertigplatten mit einer Schichtdicke von
0,20 mm (NANO-SIL-20 / UV254, Macherey & Nagel GmbH &
Co.KG, Duren, DE) eingesetzt. Diese basieren auf einer mit
Kieselgel beschichteten Aluminiumfolie, da die HPTLC Platte
fur die Funktionsweise der MALDI-lonenquelle leitféahig sein
muss.

Dispenser System

Als Grundlage fir den entwickelten Dispenser fir die Do-
sierung auf die HPTLC-Platte dient der Nano-Dispenser Pipe-
Jet P9 Druckkopf (BioFluidix GmbH, Freiburg, DE). Dieser
wurde in einen Universal Robot 3 (Universal Robots GmbH,
Munchen, DE) eingebaut. Die Ansteuerung des Systems er-
folgt mit einem selbstentwickelten Programm, geschrieben in
Python (Version 3.8.) Dieses steuert die Tropfchen-Abgabe
des Druckkopfes wahrend des Dispensingvorgangs im Nano-
literbereich und die Position der ortsaufgeltsten Abgabe (+ 0,3
mm). Die Abbildung 1 zeigt den Aufbau des Dispensers.

Abb. 1: Aufbau des Dispensers. (1) Roboterarm, (2) Losungs-
mittelreservoir, (3) PipeJet-Druckkdpfe mit integrierter Kapil-
lare, (4) MALDI-Target mit eingespannter HPLTC-Platte.
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Acetylcholinesterase-Hemmtest

Fir den Acetylesterase-Hemmtest wurde ein auf der MALDI-
MS Detektion der Hydrolyse des natiirlichen Substrates Acetyl-
cholin basierender HTS-Assay aus der Literatur [6] etabliert
und auf die HPLTC-Platte Ubertragen. Als Substratldsungen fur
den Hemmtest in Lésung wurden 10 mM Acetylcholin- und
Acetylthiocholin- (Sigma Aldrich, > 99%) Lésungen (TRIS-HCI,
pH 7,8) und als Enzym die Acetylcholin-Esterase aus Electro-
phorus electricus (Zitteraal, lyophilisiertes Pulver, Enzym-
aktivitat 21,000 units/mg Protein, Merck KGaA, Darmstadt, DE)
eingesetzt. Als Enzymstammldsung (0,8 M Tris-Puffer, pH 7,8)
wurde eine Aktivitdt von 2,5 U/ml eingestellt. Die Enzym-
reaktion wurde nach 5 Minuten mit Acetonitril beendet (finale
Konzentration 20%). Fur die MALDI-MS Messung wurden 0,5
pL Assaylésung und 0,5 pL (5 g/L sDHB Ldsung in 75% [v/v]
Ethanol) auf einem Anchor-Chip Target (Bruker Daltonics)
zusammengegeben und an der Luft getrocknet. Fir das AChE-
Bioassay auf der HPLTC-Platte wurde eine Ldsung mit einer
Aktivitat von 10 U/ml eingesetzt. Fir das Dispensingprotokoll
wurde eine 500 um Kapillare mit einem Tropfchenabstand von
0,7 mm verwendet. Nach 1 - 5 Minuten wurde die Reaktion
durch Trocknung mit einem HeiRBluftfén beendet. Fir die bild-
gebende MALDI-MS wurde sDHB (50 g/l in 75% [v/v] Ethanol)
als Matrix aufgegeben und an der Luft getrocknet. Fir die bild-
gebenden MALDI-MS Messungen wurde ein Raster von 400
pm und 1000 Laserschiisse pro Position eingestellt.

AChE-Inhibitoren

In Tabelle 1 sind die verwendeten Inhibitoren mit der Summen-
und Strukturformel, sowie der monoisotopischen Masse zu-
sammengestellt.

Ergebnisse und Diskussion
Evaluierung des Dispensingvorgangs

Die Qualitat des entwickelten Dispensingvorgangs ist in Abbil-
dung 2 dargestellt. Die Flache der Auftragung und das aufge-
tragene Volumen kann durch die Variation der Kapillare beein-
flusst werden, welche in dem Druckkopf austauschbar inte-
griert ist. Abb. 2 zeigt den Zusammenhang zwischen Kapillar-
groRe und Auftragungsflache, wobei das Auftragungsvolumen
der 500 ym Kapillare bei 70 nL/Spot und bei der 200 pm
Kapillare bei 25 nL/Spot lag. Die Auftragsgeschwindigkeit
konnte auf 13 Tropfen pro Sekunde optimiert werden.

~1mm

~0,6 mm

Abb. 2: Reproduzierbarkeit der Auftragung der Matrix sSDHB
3 mm Spotabstand mit 500 um Kapillare (oben), 2 mm Abstand
mit 200 um Kapillare (unten) — UV-Detektion bei 254 nm.
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Tabelle 1: Zusammenstellung der verwendeten AChE-Inhibitoren

Nr. | Strukturformel Name monoisotopische
Summenformel Masse [Da]
1 Aldicarb-Sulfoxid 206,072510
1] H
ch’S = N’OYN‘CH;, C7H14N203S
HsC CHa 0
2 ol Azamethiphos 323,973663
/ -0
\(I >:O CoH10CIN20s5PS
‘\N N 0
s 7,‘%,0
[ “CHs
o}
N
CHz
3 Koffein 194,080383
Q  CHy
HsCo N/ CsH10N4O2
N
A AV
07 "N N
CH3
4 O—CH Donepezil 379,214752
CH
d C24H2sNO3
5 Galanthamin 287,152130
C17H21NO3
6 Methiocarb-sulfoxid 241,077271
C11H15NO3S

Nachweis von AChE-Inhibitoren durch MALDI-MS

Zunéchst wurde der Effekt des Dispensing-Systems auf die
MALDI-MS-Nachweisstarke des AChE-Inhibitors Galantamin
(ein Alzheimer-Medikament) auf einem Edelstahltarget unter-
sucht, da dieses fir Routinemessungen eingesetzt wird. Hierzu
wurde der Biofluidix-Druckkopf mit einer 200 pum Kapillare als
Dispensing-Einheit ausgestattet und fur die Abgabe der Matrix
und der anderen Reagenzien verwendet. Die Nachweisgrenze
von Galantamin (25 nL Aufgabevolumen, 50 um Spotdurch-
messer, sSDHB als MALDI-Matrix) wurde mit 0,0003 ng/Spot
(1,1 fmol/Spot, S/IN = 6) abgeschétzt. Eine manuelle Aufgabe
(1uL) erzielte hierbei eine wesentlich schlechtere Nachweis-
grenze von 300 fmol/Spot.

In einem Folgeschritt wurde die Nachweisstarke der AChE

Inhibitoren auf der HPLTC-Platte bestimmt. Abbildung 3 zeigt
beispielhaft eine mit der Dispensingeinheit aufgetragene
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Verdiinnungsreihe von 13 Galantaminkonzentrationen (senk-
rechte Banden) auf der HPLTC-Platte

sDHB

Galantamin-Konzentrationsreihe

HCCA mit 0,8 mm Trépfchenabstand
SDHB mit 0,95 mm Trépfchenabstand
HCCA mit 0,95 mm Tropfchenabstand

Abb. 3: Beispiel fur die Auftragung (500 um Kapillare) einer
Galantamin-Konzentrationsreihe im Abstand von 5 mm und
einer Bandenlange von 10 mm (3 Wiederholungen) auf die
HPTLC-Platte. Detektion durch UV-Licht (254 nm).

Danach erfolgte die Auftragung der MALDI-MS Matrix sDHB
als Vorbereitung fur die bildgebende MALDI-MS. Es ist zudem
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moglich auch andere Matrices, wie z.B. a-Cyano-4-hydroxy-
zimtsaure (HCCA), aufzutragen. Nach Auftragen der MALDI-
Matrix sDHB wurde durch bildgebende MALDI-MS die Nach-
weisgrenzen der sechs Inhibitoren bestimmt (Abb. 4). Die Er-
gebnisse zeigen, dass die Kieselgelschicht zu einer wesent-
lichen Verschlechterung der Nachweisstarke fuhrt. Im Ver-
gleich zu Messungen auf Edelstahltargets, missen die Bedin-
gungen fir eine ausreichend hohe Nachweisstarke von AChE-
Inhibitoren auf der Kieselgelschicht weiter optimiert werden,
um reale Proben analysieren zu kdnnen.

Nachweisgrenze S/N =6
35 30 20
Konz. [uM]

1004

80+

% Inhibition
n

60

40

m  Coffein auf HPTLC
Boltzmann Fit

2 4
-log([1])

ICso Coffein 77 £ 6 uM
Substratkonzentration: 3,4 mM

#1Aldicarb-sulfoxid 6,36 uM (1,3 ng/Spot)
3 Koffein 9,0 uM (1,7 ng/Spot)

5 Galanthamin 0,34 uM (0,1 ng/Spot)

® 2 Azamethiphos 4,7 uM (L5 ng/Spot)
4 Donepezil 0,19 uM (0,07 ng/Spot)

6 Methiocarbsulfoxid 18,9 uM (4,6 ng/Spot)

Abb. 4: Bestimmung der Nachweisgrenze (S/N = 6) von 6 ver-
schiedenen Acetylcholinesteraseinhibitoren auf der HPLTC-
Platte

Bestimmung von ICso-Werten durch bildgebende MALDI-MS

Die Durchfuhrung von enzymatischen Reaktionen, wie dem
AChE-Bioassay, ist auf einer HPTLC-Platte mdglich und
erlaubt die Bestimmung von ICso-Werten. Die Vorgehensweise
wird beispielhaft in Abbildung 5 fir den AChE-Inhibitor Koffein
dargestellt. Zur Bestimmung der ICso-Werte wird der Acetyl-
cholinesterasebioassay bei verschiedenen Inhibitorkonzen-
trationen auf der HPLTC-Platte durchgefiihrt. Bildgebende
MALDI-MS dient hierbei als Detektionsverfahren fir das
Enzymsubstrat und das Hydrolyseprodukt.

Abnehmende Coffeinkonzentration

Blindprobe

Abb. 5: MALDI-MS Imaging

links: Bild der im MALDI-Taget eingespannten HPTLC-Platte
mit 15 verschiedenen Koffeinkonzentrationen (0,8 uM bis 5,2
mM und Blindproben) und einem Auftragsvolumen von 10 pL
(blaue Kasten: Messbereiche der bildgebenden MALDI-MS).
rechts: Farbcodierung der massenspektrometrischen MALDI-
MS Signale. Rot: Intensitat des Acetylcholin(Edukt)-Signals.
Blau: Intensitat des Cholin(Produkt)-Signals.
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Abb. 6: Bestimmung der ICso-Werte der Inhibitoren Koffein und
Donepezil durch bildgebende MALDI-MS auf der HPTLC-
Platte.

Die Auftragung der Messwerte zur Bestimmung der ICso-Werte
ist in Abbildung 6 dargestellt. Als Vergleichsmessungen wur-
den ICso-Werte in Losung ermittelt, wobei Aliquote fur die Be-
stimmung des Substratumsatzes durch MALDI-MS entnom-
men wurden. Fur den schwachen Inhibitor Koffein zeigte sich
eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen den Literaturwerten
(87 uM (mit Acetylthiocholin als Substrat [7]), dem in Losungs-
Bioassay mit MALDI-MS Detektion bestimmten Wert (66 M +
6 puM) und dem Ergebnis der bildgebenden MALDI-MS auf der
HPTLC-Platte (77 pM + 6 pM). Auf der HPLTC-Platte musste
aufgrund der limitierten Substratnachweisstarke eine im Ver-
gleich zu dem Bioassay in Loésung hdhere Substratkonzen-
tration von 3,4 mM eingesetzt werden. Dies fiihrte bei dem
starken AChE-Inhibitor Donepezil zu einem im Vergleich zur
Literatur héheren ICso-Wert (3 £ 1 uM), da dieser von der Sub-
stratkonzentration abhangig ist. Das Ergebnis des auf MALDI-
MS basierenden Bioassays mit einem ICso-Wert von 18 + 2 nM
ist vergleichbar mit dem Literaturwert (35 £ 3 nM (Acetylthio-
choliniodid als Substrat)) [8].
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Ausblick

Die dargestellten Ergebnisse zeigen die prinzipielle Machbar-
keit von bildgebender MALDI-MS als Detektionsverfahren fir
die Substanzidentifikation und fiir die Bestimmung der Inhibi-
tionswirkung von neurotoxischen Substanzen durch einen
Acetylcholin-Bioassay. Bildgebende MALDI-MS kann eine
Substanzextraktion aus der DUnnschicht und eine aufwendige
Assayentwicklung mit Substratanaloga vermeidbar machen.
Die vorgestellte Miniaturisierung der Auftragetechnik durch
einen PipeJet-Nanoliterdispenser ermdglicht vielféltige Anwen-
dungen. Die Auftragung verschiedener Konzentrationen der zu
untersuchenden Umweltproben auf die HPLTC-Platte erlaubt
die Bestimmung von Dosis-Wirkungsbheziehungen. Die Auftra-
gung von verschiedenen Substratkonzentration kann zudem
die Bestimmung des Inhibitionsmechanismus von Enzym-
inhibitoren erlauben. Nicht zuletzt scheint es moglich, ver-
schiedene Assays der wirkungsbezogenen Analytik auf einer
HPTLC-Platte durchzufiihren. Die Hauptlimitation ist derzeit die
Einschrankung der Nachweisstarke der Substanzen und der
Enzymsubstrate. Ein L6sungsansatz ware hier die Herstellung
von HPTLC-Platten mit geringerer Schichtdicke und anderen
Tragermaterialien.
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