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Fachlicher Abschlussbericht

Zielsetzung
Ziel des Forschungsantrages war es, einen vereinfachten EROD-Bioassay zu etablieren, der in

Aufsichtsbehorden durchgefiihrt werden kann, in denen keine Expertise und Gerite fiir eine Zellkultur
vorhanden sind. Hierzu sollten die Zellen auf Mikrotiterplatten eingefroren werden, so dass die
Mikrotiterplatten direkt fiir die Bioassay verwendet werden kénnen, ohne dass eine Dauerkultur der
Zellen im Labor notwendig ist. Der Bioassay soll damit auf Abruf jederzeit ohne Vorlauf durchgefiihrt
werden kénnen.

Des Weiteren sollte der Bioassay durch das Einfrieren auf den Mikrotiterplatten besser standardisiert
werden, so dass nur geringere Schwankungen zwischen Laboren und zu unterschiedlichen Zeiten
auftreten. Dies gelingt in erster Linie dadurch, dass die Bedingungen in einer Charge von
eingefrorenen Platten absolut identisch sind. Zuziiglich solite natirlich die Varianz zwischen
verschiedenen Chargen minimiert werden.

Letztlich wurde noch die Probenvorbereitung vereinfacht.

Hintergrund
Der Bedarf an Nahrungs- und Futtermittel steigt aufgrund der zunehmenden Weltbevélkerung stetig.

Gleichzeitig sind die Anspriiche der Bevélkerung, vor allem in den westlichen Industrielindern, an die
Qualitdt der Nahrungsmittel, bei gleichzeitigem Preisdruck, gestiegen. Damit es bei diesen



unterschiedlichen Interessenlagen nicht zu Problemen kommt, sind die Anforderungen an die
staatlichen Uberwachungsstellen und die Messtechniken ebenfalls gestiegen, was letztlich auch zu
entsprechenden Richtlinien der Europdischen Union gefiihrt hat. Hierdurch sollen Nahrungs- und
Futtermittel auf Kontaminationen untersucht werden, damit diese sich in der Nahrungskette nicht
anreichern und somit ein sicherer Verzehr gewihrleistet ist.

Da die Vielfalt an Nahrungs- und Futtermitteln stetig zunimmt, werden deshalb einfache und
kostengiinstige Screening-Methoden bendtigt, die schnell eine Aussage iiber biologisch-relevante
Kontaminationen zulassen. Eine der wesentlichen Kontaminationen ist dabei Dioxin bzw. Dioxin-
dhnliche polychlorierte Biphenyle (PCB). Diese Kontaminationen aktivieren das Enzym Cytochrom
P450 iber den Arylhydocarbon-Rezeptor (AhR), so dass eine biologische Wirkung des Gemisches
gemessen werden kann, anstatt die Konzentration der Einzelkomponenten. Im 7-Ethoxyresorufin-0-

Deethylase (EROD)-Assay wird dies ausgenutzt.

Etablierte Methode

Uber die Laufzeit des Projektes wurden zunichst die Bedingungen des Bioassays, die Einfriermethode
und die Probenaufbereitung optimiert. Dies ist entsprechend in den Zwischenberichten beschrieben
worden. Nach den Austestungen hat sich ein EROD-Bioassay mit der H4lIE-Hepatomzelllinie als
optimal herausgestellt und wurde an ein serumfreies Medium angepasst.

Der im Folgenden dargestellte kryokonservierte Mikrotiterplatten EROD-Bioassay stellt die finale
Version des entwickelten Bioassays dar, der die Qualitdtsanspriiche gemaR EU-Richtlinien erfullt und

auf verschiedenen biologischen Proben (Tabelle 1) evaluiert wurde.

Probenvorbereitung
100ml flissige Proben (z.B. Muttermilch) wurden mit 8ml gesittigtem Kaliumoxalat versetzt und stark

geschiittelt. AnschlieBend wurden zur Extraktion 80ml Ethanol, 40m| Diethylether, 60ml n-Pentan
hinzugegeben. Danach wurde nochmals 2-mal 60ml n-Pentan extrahiert. AbschlieRend wurde mit
100ml destilliertem Wasser gewaschen und mit Natriumsulfat dehydriert.

40g der Feststoffproben wurden mit Hydromatrixmaterial gemischt und auf einem ASE300 extrahiert
mit zwei Zyklen von 10 Minuten bei 120°C und 120 Bar. Als Lésungsmittel dient ein Gemisch aus n-
Hexan/Aceton (3:1, V/V).

Zum Schluss wurden die Proben auf einem Rotationsverdampfer auf 2-3ml bei 450mBar und 60°C
eingeengt.

Zum Vorreinigen (clean-up) wurden folgende Komponenten in eine Siule gegeben: 10g aktiviertes
Silica-Gel, 20g sulfatiertes Silica-Gel (44% Schwefelsdure, W/V), 40g inaktiviertes Silica-Gel (4%
Wasser, W/V) und 10g wasserfreies Natriumsulfat. Die konzentrierten Extrakte wurden mit einem
Gemisch aus n-Hexan/Dichlormethan (100:1, V/V) eluiert und mit dem Rotationsverdampfer auf 2-
3ml bei 550mBar und 60°C eingeengt. In Abhingigkeit vom Fettgehalt der Probe wurde das
Vorreinigen gemall der Standardprozedur des Europdischen Referenzlabors fiir Dioxine bei einem

Fettgehalt von mehr als 0,5%/g Probe angepasst.



Fir den Bioassay wurden die Extrakte abschlieRend mit Dimethylsulfoxid (DMSO) unter einem
Stickstoffstrom eingetrocknet und in 500ul DMSO/Isopropanol (4:1, V/V) aufgenommen.

Vorbereitung der Mikrotiterplatten

H4IIEC/T3 Rattenhepatomazellen wurden in exponentieller Wachstumsphase geerntet. Dazu wurden
die Zellen zunéchst mit PBS gewaschen und dann mit Accutase fiir 3 Minuten von den Platten verdaut.
AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert (4 Minuten bei 80 x g) und in NFM-G2 (Serum-freies
Einfriermedium von acCELLerate) aufgenommen. Die Zellzahl wurde auf 3x10° Zellen/ml eingestellt
und 10pul Zellsuspension je Loch auf eine 96-Lochplatte ausgesit. Die Platten wurden dann unter

geringem Vakuum in eine Folie verpackt und bei -80°C eingefroren.

EROD-Bioassay

Fir die Versuche wurde der EROD-Bioassay mit den eingefrorenen Zellen als auch mit H4lIEC/T3
Rattenhepatomazellen aus der Dauerkultur durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den eingefrorenen Zellen
(Zelldichte 30.000 Zellen/Loch) wurden bei den Dauerkulturzellen nur 10.000 Zellen pro Loch
ausgesat. Der EROD-Bioassay wurde dabei auf eine Serumersatzlosung (Panexin, PAN Biotech)
umgestellt, damit Dioxineintrdge aus dem Kalberserum und Schwankungen in den Serumchargen
ausgeschlossen wurden, so dass die Experimente in unterschiedlichen Laboren einheitliche
Bedingungen haben. Das Kulturmedium DMEM (Dulbeccos’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,
Sigma) mit 1g/L Glucose, Natriumcarbonat (3.7g/L) und Natriumpyruvat (1mM) wurde mit 2mM L-
Glutamin, 50 Einheiten/mL Penicillin/Streptomycin und 10% Panexin versetzt.

Die Dauerkulturzellen wurden mit 100uL/Loch ausgesit und die kryokonservierten Platten wurden
zundchst direkt in den Inkubator bei 37°C gestellt und dann nach 20 Minuten mit 90uL Kulturmedium
versetzt, so dass beide Ansdtze mit 100uL Endvolumen liefen. Danach wurden die Standards und
Proben in Kulturmedium aufgenommen und 100uL der Proben in Kulturmedium zu den Léchern
gegeben-und fiir 72 Stunden inkubiert. Dann wurde das Medium entfernt und 100uL
Reaktionslésung/Loch (8uL 7-Ethoxyresorufin, 10uL Dicumarol ad 100uL PBS) hinzugegeben und 30
Minuten inkubiert. AbschlieBend wurde die Reaktion mit 75uL Ethanol/Loch gestoppt und 10 Minuten
geschiittelt (Titrimax). Das entstandene Resorufin wurde auf einen Fluoreszenz-Reader quantifiziert
(Absorptionswellenldnge 535nm/Emissionswellenlinge 590nm). Zur Normalisierung wurde die
Proteinkonzentration pro Loch mittels der Pierce Protein-Assay Methode bestimmt.

Ergebnisse
Zur Evaluierung des EROD-Bioassays mit kryokonservierten Zellen wurden Proben unterschiedlicher

Zusammensetzung zum einen mit Dauerkulturzellen und gefrorenen Zellen gemessen und zum
anderen unabhéngig in 2 Laboren bestimmt. Des Weiteren wurden die Teste mehrfach mit Zellen aus
unterschiedlichen Einfrierchargen wiederholt. So konnten fiir den Test die Intra- und
Interassayvarianz bestimmt werden und somit die Erfiillung der Anspriiche an Testqualititen gemaR



EU-Richtlinien (Nr. 644/2017) evaluiert werden. Uber Standardreihen wurde zudem die untere

Nachweisgrenze (,limit of detection” LOD) bestimmt.

Die Ergebnisse der unabhdngigen Messungen in den beiden Laboren der unterschiedlichen Proben
sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Aus den Ergebnissen ergibt sich bei konservativer Berechnung
uber alle Probenmaterialien eine LOD von 0,1 BEQ pg/g Probe (BEQ = bioanalytisches Aquivalent),
womit die Voraussetzungen fiir die Lebens- und Futtermittelanalyse gemiR EU-Richtlinien gegeben ist
(EU Nr. 1259/2011, EU Nr. 277/2012, EU Nr. 1067/2013). Richtlinienkonform wurde ebenfalls die
Nachweisgrenze fiir die quantitative Bestimmung (,limit of quantification” LOQ) ermittelt. Diese lag in
beiden Laboren im Mittel bei 0,26 +0,07 BEQ pg/g Probe bei hoher Reproduzierbarkeit, und war damit
ubereinstimmend mit dem Ergebnis der chemischen Analyse von 0,3 WHO,05-TEQ pg/g Probe (TEQ =
toxisches Aquivalent). Somit kann den LOQ ebenfalls auf 0,3 BEQ pg/g Probe festgelegt werden.

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse uber die Lagerungsdauer der kryokonservierten
Mikrotiterplatten bei -80°C lag innerhalb von 4 Monaten bei Abweichungen unter 15% und entspricht
somit den offiziellen Qualitatsanforderungen. Erst Lagerungsdauern von iiber 4 Monaten fiihren zum
Verlust der Sensitivitdt (Abbildung 1). Es muss dabei betont werden, dass zu Gunsten der
Anwenderfreundlichkeit im Hinblick auf nicht spezialisierte Kontrolllabore die Lagerung in einem
handelstblichen -80°C Gefrierschrank gewahlt wurde, anstatt der iiblichen Lagerung von gefrorenen
Zellen unter fliissigem Stickstoff bei -196°C.

Die Ubereinstimmung der beiden Labore fiir die insgesamt 31 unterschiedlichen Proben zeigte dabei
einen Korrelationskoeffizienten von R? = 0,89 und damit eine hohe unabhdngige Reproduzierbarkeit
der LOD und LOQ (Abbildung 2).
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Abbildung 1: EROD Ergebnisse (pg BEQ/g Probe) fiir 3 Proben iiber die Lagerungsdauer (in Tagen) in zwei

unabhiingigen Laboren bei -80 °C. Die Ergebnisse wurden iiber die chemische Analyse bestiitigt (pg WHO,05-TEQ/g
Probe).
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Abbildung 2: flbereinstimmung der bioanalytischen Aquivalente (BEQ pg/g Probe) in 31 Proben die in je 3

Replikaten (n=3) in zwei Laboren unabhiingig gemessen wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte =

10 1
Laboratory 1 BEQ (pg BEQ/g sample)

Standardabweichung (SD) (n=3).

Eine Limitation der Methode ergibt sich bei Proben, in denen zu viel Dioxin ist (Abbildung 3) bzw. bei
Proben, die antagonistische bzw. zytotoxische Substanzen enthalten (Tabelle 2). Die zu stark
belasteten Proben kann man durch eine Titrationsreihe valide ausschlieRen, wihrend antagonistische
bzw. zytotoxische Substanzen ein generelles Problem fiir Bioassays sind. Dieses Problem kénnte
jedoch durch den zusitzlichen Einsatz der Proben in dotierter Form, d.h. nach Zusatz einer definierten
Menge von Dioxin, umgangen werden, da so falsch negative bzw. falsch zu niedrige Werte identifiziert
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Abbildung 3: Titrationsreihe zur Ermittlung der bioanalytischen Aquivalente (BEQ pg/g) in Guarkernmehl (links)

und Olivendl (rechts) welches mit TCDD (2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin) in bekannter Konzentration versetzt

wurde.
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Die kompletten detaillierten Daten sind vom Konsortium zur Veréffentlichung eingereicht und werden
so der Allgemeinheit frei zur Verfligung gestellt. Der Bioassay in der beschriebenen Form wird nicht
patentiert und es bestehen keine Schutzrechte, so dass er fiir Wissenschaft und Aufsichtsbehorden
kostenfrei zur Verfiigung steht. Die beteiligte Firma acCELLerate wird den Bioassay aber zusatzlich fiir
Labore anbieten, die nicht die Kapazitat haben, die Mikrotiterplatten selbst herzustellen.

Kosten
Die Materialkosten fiir die Herstellung der kryokonservierten Mikrotiterplatten sind ca. 25€ pro Platte

in Eigenherstellung und ca. 50€ versandfertig, vakuumverpackt und eingefroren, wenn man diese in
einem groBeren Malstab herstellt. Diese Kosten beinhalten Kulturmedium, Chemikalien,
Plastikmaterial und Verpackung. Nicht einberechnet sind dabei die Personalkosten von ebenfalls ca.
50€. Somit wdre dies ein gilinstiger Screeningassay mit ca. 50Cent pro Probe Fixkosten (ohne Personal)
bei Eigenherstellung.

Die Firma acCELLerate wiirden den Assay fiir ca. 230€/Mikrotiterplatte und entsprechenden
Nachldssen bei groReren Mengen anbieten, womit fiir kleinere Labore ohne Selbstherstellung immer
noch ein vertretbarer Testpreis von 4,60€ pro Probe entsteht.

Fir die Testdurchfihrung fallen nur geringe Kosten von 3,50 pro Platte (ca. 7Ct/Probe bei voller
Belegung und Doppelbestimmung) an Materialkosten an. Die Personalkosten belaufen sich auf ca.
30€, wobei wahrend dieser Zeit mehrere Platten bearbeitet werden kénnen, der Test also bei
groRerem Probenaufkommen giinstiger wird.

Ein wesentlich groBerer Kostenfaktor ist die Probenvorbereitung in der vereinfachten Form. Diese
kostet zwar ca. 35€ pro Probe an Materialkosten, betrdgt damit aber nur ca. 75% der Kosten, die fiir
die Vorbereitung der chemischen Analyse anfallen wiirden. Die Personalkosten belaufen sich auf ca.
65€, wobei auch diese sich durch die gleichzeitige Bearbeitung mehrerer Proben verringern wiirden.
Im Rahmen der Versuchsdurchfiihrung kamen in den Laboren noch ca. 30% Overhead (Aufschlag fiir
Stellengemeinkosten und Verwaltungsgemeinkosten) hinzu.

Bei einer Plattenbelegung von 40 Proben (Doppelbestimmung je Probe plus Standardreihe) wire man
damit bei Gesamtkosten von ca. 24€/Probe bei Eigenherstellung bzw. ca. 30€/Probe bei Zukauf der
fertigen Mikrotiterplatten. Mit diesen Kosten hitte man aber eine Gesamtaussage iber die
biologische Gefdhrdung, die bei der chemischen Analyse erst durch die Bestimmung vieler

Einzelkomponenten zu ermitteln ware und somit um ein Vielfaches héher.

Ausblick
Der jetzt etablierte Bioassay hat noch zwei Schwachstellen, zum einen das nicht rein synthetische

bzw. pflanzliche Medium, zur Vermeidung von Dioxineintrdgen und zum anderen das Problem mit
Kontaminationen.
Fir diese beiden Problemfelder wiirden wir gern folgende L&sungen durch unseren Verbund
vorschlagen und in einem Anschlussprojekt in Angriff nehmen:
1. Etablierung des Assays in Protein-freiem oder Serum-freien Medien ohne tierische
Proteinkomponenten. Dies setzt wiederum erhebliche Anforderungen und Anpassungen bei



der Einfrierprozedur voraus. Zudem darf die Empfindlichkeit des Assays nicht unter der
Veranderung des Mediums leiden. Im besten Fall kann aber die Nachweisgrenze sogar weiter
gesenkt werden, da die pflanzlichen Proteine weniger Lipide enthalten.

2. Fir die stérenden Kontaminationen gibt es zwei Lésungsméglichkeiten. Zum Einen kann die
Aufbereitung der Proben so verdndert werden, dass Dioxine und PCBs getrennt werden, so
dass diese separat gemessen werden kénnen. Zum anderen kénnen im Assay Referenzproben
mitgefiihrt werden, um die inhibierende Wirkung des Untersuchungsmaterials zu
untersuchen. Dazu miissten Anpassungswerte bestimmt werden, damit spater bei Vorliegen

von inhibierenden Kontaminationen, auf die Wirkkonzentration von Dioxinen umgerechnet

werden kann.

Zusammenfassung

Wie geplant konnten wir einen kryokonservierten EROD-Bioassay entwickeln, der auf vorgefertigten
Mikrotiterplatten an die Endverbraucher ausgeliefert werden kann. Diese Mikrotiterplatten kénnen
dann direkt und ohne ein spezielles Zellkulturlabor fiir den Dioxinnachweis eingesetzt werden. Die
Nachweisgrenzen LOD = 0,1 BEQ pg/g Probe und LOQ 0,3 BEQ pg/g Probe entsprechen dabei den
Vorgaben der EU, genauso wie die Intra- und Interassayvarianz von unter 15%. Mit einer
Lagerungsdauer von bis zu 4 Monaten bei -80°C ist der Bioassay auch im Haltbarkeitsbereich der
gdngigen vorgefertigten Enzymassays fiir die Routinediagnostik.

Alle Details zum kryokonservierten Miktotiterplatten EROD-Bioassay sind zur Verdffentlichung
eingereicht und somit ohne Kosten und Schutzrechte fiir die Allgemeinheit frei verfiigbar.
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Mit den besten GriiRRen,
T—

Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Lothar Rink
Prof. Dr. Dr. Karl-Werner Schramm






