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Verfahren zum Nachweis von hormonell aktiven Verbindungen, Kit und deren
Verwendung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von hormonell aktiven Verbindungen mittels
immobilisierter Sulfotransferasen und deformierbarer Partikel sowie einen Kit und deren
Verwendung zum Nachweis von hormonell aktiven Verbindungen in Lebensmittel-,
Waschmittel-, Spulmittel-, Kérperpflegemittel-, Kosmetik-, Pharmaka-, Boden-, Gewasser-,

Trink- und/oder Abwasserproben.

Xenohormone oder auch endokrine Disruptoren sind hormonell aktive Verbindungen,
insbesondere eine heterogene Gruppe von Verbindungen, die auf das Hormonsystem von
Organismen  wirken. Die  hormonell  aktiven  Verbindungen  kénnen eine
Gesundheitsschadigung, u. a. die Entstehung von Brust- und Prostatakrebs, Unfruchtbarkeit,
Diabetes mellitus, kardiovaskuldre Erkrankungen, Schilddrisenerkrankungen sowie
neurologische, neurodegenerative und psychische Erkrankungen beim Menschen,

verursachen.

Aufgrund der Langlebigkeit sowie der weiten Verbreitung hormonell aktiver Verbindungen
erfolgt die Aufnahme durch Organismen und der Eintrag in die Umwelt auf unterschiedlichstem
Wege. Zum einen kdénnen hormonell aktive Inhaltsstoffe aus Verpackungen in Lebensmittel
und Getrénke Ubergehen und werden folglich direkt Uber die Nahrung aufgenommen.
Systemische Belastungen treten dariber hinaus (ber die Verbreitung in Abwéssern auf.
Konventionelle Klaranlagen halten derartige Verbindungen meist nur unzureichend zurtck,
sodass entsprechende Verunreinigungen Uber den Klarschlamm in Béden, Gewasser und das

Grund- sowie Trinkwasser gelangen.

Als prominente Vertreter der Xenohormone gelten unter anderem das synthetische Ostrogen
Ethinylestradiol (EE2) als Hauptbestandteil hormoneller Kontrazeptiva sowie die
,Massenchemikalie” Bisphenol A (BPA), welche als Grundstoff in der Synthese von
Polycarbonaten und Epoxidharzen Anwendung findet. Erstere Verbindung wird nach
Einnahme zum Uberwiegenden Teil (ber den Urin in nichtmetabolisierter Form
ausgeschieden und gilt als besonders abbauresistent. Gelangt EE2 z.B. Uber Klarschlamm in
die Umwelt, reichen die Folgen flir aquatische Lebensrdume von Fortpflanzungs und
Entwicklungsstérungen der exponierten Organismen, bis hin zur Ausbildung weiblicher
Geschlechtsmerkmale bei mannlichen Tieren. GemaR der Richtlinie 2013/39/EU des
Européischen Parlaments und Rates wurde das synthetische Hormon in die erste ,Watch-List*

potenziell gewasser-gefahrdender Schadstoffe aufgenommen (Richtlinie 2013/39/EU des
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Européischen Parlaments und Rates). Mittels der MalRnahme soll eine EU-weite Erhebung

von Daten zur Abschéatzung des von EE2 ausgehenden Risikos erméglicht werden.

BPA wird unter anderem zur Herstellung von PolycarbonatGetrénkeflaschen wie auch flr
Beschichtungen von Konservendosen verwendet, wobei die enthaltenen Lebensmittel
aufgrund des direkten Kontakts mit der Verbindung belastet sind. AuBerdem fuhren
Epoxidharz-Beschichtungen von beispielsweise Haus-Installationsrohren zu Kontaminationen
des Trinkwassers. BPA beeintrachtigt dabei die Fruchtbarkeit und ist schadlich fir
Wasserorganismen (Wassergefahrdungsklasse 2). Weiterhin wird BPA als méglicher Ausléser
fur Frahreife und Verhaltensstérungen diskutiert. Im Januar 2015 wurde die als unbedenklich
geltende tégliche Aufnahme (TDI) von der Europaischen Behérde fur Lebensmittelsicherheit
(EFSA) von zuvor 50 auf 4 ug/kg Koérpergewicht gesenkt (EFSA 2015). Ein rechtsverbindlicher
Grenzwert fir BPA ist in der Trinkwasserverordnung derzeit nicht festgeschrieben. Als
Bewertungsgrundlage flir Prufstellen dienen jedoch humantoxikologisch abgeleitete
provisorische Trinkwasserhdchstwerte flr materialherrihrende Stoffe unter die das "Drinking
Water Positive List Limit" fallt. Auf Grundlage des TDI-Wertes unter Bertcksichtigung eines
Unsicherheitsfaktors ergibt sich daraus ein provisorischer Grenzwert von 12 pg/l fir

Trinkwasser.

Eine wesentliche Voraussetzung sowohl fiir die Verfolgung der Eintragswege als auch den
Schutz der Bevélkerung vor zu hoher Belastung mit Xenohormonen ist eine einfache und
umfassend anwendbare Analytik. Zwar existieren zuverlassige Bestimmungsmethoden zum
Nachweis von Xenohormonen, jedoch erreichen diese entweder nicht die erforderlichen
Nachweisgrenzen und erfordern somit eine umfangreiche Vorbereitung der Proben oder sind
in der Anwendung durch labordiagnostische Verfahren wie LC-MS sehr teuer und

arbeitsaufwandig.

Die Standardprozedur zur Erfassung von Xenohormon-Kontaminationen in allen Arten von
Lebensmitteln und Trinkwasser basiert auf einer aufwandigen Probenvorbereitung mit
verschiedenen Extraktions- und Aufreinigungsschritten und dem  aufwandigen
labordiagnostischen Nachweis mit chromatografischen Verfahren, gekoppelt mit der
Massenspektrometrie (LC-MS, GC-MS).

Des Weiteren werden zur Analyse hormonell aktiver Verbindungen, insbesondere Ostrogene
oder Androgene, in der Umwelt wirkungsbezogene biologische Laborverfahren, wie etwa der
Yeast Estrogen Screen (YES)-Test oder der Yeast Androgen Screen (YAS)-Test, eingesetzt.

Bei den Tests werden Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae) verwendet, bei denen die DNA-
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Sequenz des humanen Ostrogen- oder Androgenrezeptors gekoppelt an ein Reportergen (z.B.
lacZ kodierend fir das Enzym B-Galactosidase) in das Genom integriert wurde. Die Aktivierung
des Rezeptors [0st eine Kaskade aus, die zur Expression des Reportergenprodukts (z.B. B-
Galctosidase) fuhrt, das ein Substrat (z.B. Chlorophenol red-p-D-galactopyranoside, CPRG)
umwandelt. Das Substrat flhrt im Medium zu einer messbaren Farbverénderung von gelb
nach rot (Routledge und Sumpter 1996, Sohoni und Sumpter 1998). Ein Nachteil des YES-
und YAS-Tests ist der Einsatz gentechnisch verédnderter Organismen, welcher streng reguliert

und damit labortechnisch aufRerst aufwandig ist.

Routledge und Sumpter offenbaren die Untersuchung der éstrogenen Aktivitat von Tensiden
mittels des YES-Tests (Routledge und Sumpter 1996). Im Vergleich wird das naturliche
Ostrogen 17B-Estradiol untersucht.

Nachtteilig umfassen der YES- und der YAS-Test eine umfangreiche Extraktion bzw.
Aufreinigung der Proben und einen Zeitaufwand von zwei bis drei Tagen. Eine Bestimmung
von Xenohormonen in wassrigen Umweltproben ist mit den beschriebenen Verfahren aufgrund

der geringen Sensitivitdt des Hefe-Assays nicht méglich.

Bittner et al. beschreiben die Einbettung der Hefezellen von Saccharomyces cerevisiaein eine
Polymermatrix, insbesondere Gelatine und Agar, zur Herstellung eines Hefe-Assays zum
Nachweis von Ostrogenen und Androgenen, welcher auRerhalb des Labors ohne
Vorbereitungszeiten von mehreren Tagen einsetzbar ist (Bitther et al. 2015). Bittner et al.
beschreiben die Durchfihrung des Hefe-Assays zum Nachweis von Testosteron und 17
Estradiol in 3 h durch Verwendung der immobilisierten Hefezellen.

Alternative Systeme basieren auf der Erzeugung eines Lumineszenzsignals (Purvis et al.
1991).

Beck et al. offenbaren die Verwendung des YES-Tests zur Untersuchung von Ostrogenen,
Phytodstrogenen und Xenodstrogenen mittels GFP (Green Fluorescent Protein)-Reporter
(Beck et al. 2005).

Bovee et al. beschreiben die Untersuchung von 17B-Testosteron, 5a-Dihydrotestosteron,
Methyltrienolon und 17B-Boldenon mittels des YAS-Tests unter Verwendung des Reporters

eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein) (Bovee et al. 2007).
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Wolf et al. beschreiben die Untersuchung von Androgenen und AntrAndrogenen mittels des
YAS-Tests in Schizosaccharamyces pompe und Saccharomyces cerevisiae unter
Verwendung des Reporters eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein), wodurch eine
Verringerung der Inkubationszeit auf 24 h im Vergleich zu 48 h mit dem p-Galactosidase-
Reporter erreicht wird (Wolf et al. 2010).

WO 2014/ 106 665 A1 offenbart ein Verfahren zur Detektion von Analyten, wobei die
Immobilisierung eines Analyten an Hydrogelpartikel erfolgt, welche nachfolgend mit einem auf
einer Oberflache immobilisierten Liganden interagieren. Abhangig vom Grad der Interaktion
erfolgt eine Deformierung der Hydrogelpartikel durch Anlagerung an die Oberflache, sodass

die Deformierung mittels Reflexionsinterferenzkontrastmikroskopie detektiert werden kann.

WO 02/ 053 713 A2 offenbart Sulfotransferasen, insbesondere Reagenzien und Verfahren zur
Regulierung einer humanen Sulfotransferase. Die Reagenzien zur Regulierung der humanen
Sulfotransferase werden durch ein Verfahren gewonnen, bei dem eine Testprobe mit der
humanen Sulfotransferase in Kontakt gebracht wird, wobei die Sulfotransferase als
Fusionsprotein vorliegen kann und auf diese Weise auf einem festen Trager gebunden werden

kann.

US 7 288 641 B1 beschreibt Varianten der Sulfontransferase 1E1-Sequenz sowie die
Immobilisierung von SULT1E1 auf einem Substrat Stjernschantz et al. offenbaren einen
Vergleich von muriner und humaner Ostrogen-Sulfotransferase (SULT1E1)-Inhibierung in vitro
und in silico (Stiernschantz et al. 2010). Weiterhin werden 34 verschiedene endokrine
Disruptoren, deren Inhibierung der Ostrogen-Sulfotransferase sowie deren IC50-Werte
beschrieben.

Die Aufgabe der Erfindung besteht daher darin, ein einfach handhabbares, kostenglnstiges
und schnelles Verfahren zum quantitativen Nachweis von hormonell aktiven Verbindungen zur

Verfugung zu stellen.

Die Aufgabe wird durch die Merkmale der unabhangigen Anspriiche geldst. Vorteilhafte

Ausgestaltungen sind in den abhangigen Anspriichen angegeben.

Ein erster Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von hormonell aktiven
Verbindungen umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen einer Oberflache mit einem immobilisierten
Analytbindungspartner,



WO 2021/148388 PCT/EP2021/051033
5

wobei der Analytbindungspartner eine Sulfotransferase ausgewéhlt aus
Ostrogensulfotransferase hSULT1E1 (humane Ostrogensulfotransferase) oder
eine homologe Ostrogensulfotransferase umfasst,

b) Kontaktieren des Analytbindungspartners mit einer Probe enthaltend den
Analyten,
wobei der Analyt eine hormonell aktive Verbindung umfassend mindestens eine
Phenolgruppe ist und mit dem Analytbindungspartner interagiert,

c) Kontaktieren des Analytbindungspartners mit einem Kompetitor,
wobei der Kompetitor eine hormonell aktive Verbindung umfassend mindestens
eine Phenolgruppe ist und Uber eine funktionelle Gruppe an einen
deformierbaren Partikel gebunden ist,
wobei der Kompetitor mit dem Analytbindungspartner interagiert,

d) Detektion der an den Analytbindungspartner gebundenen Kompetitoren.

Vorteilhaft weist das Enzym humane Ostrogensulfotransferase hSULT1E1 eine groRe
Ubereinstimmung der Substratspezifitat mit dem humanen Ostrogenrezeptor auf. Weiterhin
vorteilhaft stellt das erfindungsgeméfRe Verfahren ein preiswertes Nachweisverfahren fir

hormonell aktive Verbindungen dar.

In Ausfuhrungsformen erfolgt das erfindungsgeméaRe Verfahren mit einer Reihenfolge der
Schritte a), b), ¢) und d) oder a), ¢), b) und d), bevorzugt mit einer Reihenfolge der Schritte a),
b), ¢) und d). Vorteilhaft wird durch das Kontaktieren des Analytbindungspartners mit dem
Analyten vor dem Kontaktieren mit dem Kompetitor eine schnellere Einstellung des

Bindungsgleichgewichts erreicht und damit eine Verklrzung der Kontakizeiten.

In einer alternativen Ausflhrungsform erfolgt eine gleichzeitige Kontaktierung des
Analytbindungspartners mit dem Analyten und dem Kompetitor.

In Ausfihrungsformen der Erfindung erfolgt die Kontaktierung des Analytbindungspartners mit
dem Analyten vor der Kontaktierung mit dem Partikel fur einen Zeitraum von 1 min bis 30 min,

vorzugsweise 1 min bis 20 min, besonders bevorzugt 5 min bis 15 min.

Unter dem Begriff ,immobilisiert* wird eine Bindung umfassend kovalente, koordinative,
metallische, ionische Bindungen, Wasserstoffbriickenbindungen und/oder Van-der-Waals-
Wechselwirkungen verstanden. Bevorzugt erfolgt die Immobilisierung durch kovalente oder
koordinative Bindung.
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Unter dem Begriff ,Sulfotransferase” wird ein Enzym verstanden, welches Sulfonséuregruppen

Ubertragt.

Unter dem Begriff ,homologe Ostrogensulfotransferase” wird ein Enzym verstanden, welches
die gleichen enzymatischen Reaktionen wie die Ostrogensulfotransferase hSULT1E1
durchflihrt und die gleiche Substratspezifitdt wie hSULT1E1 aufweist.

In Ausfihrungsformen weist die homologe Ostrogensulfotransferase eine Sequenzidentitét
von mindestens 85%, bevorzugt 95%, besonders bevorzugt 99%; mit der hSULT1E1 nach
SEQ ID No. 1 auf.

In Ausflhrungsformen ist die Sulfotransferase aus der Gruppe umfassend humane
Sulfotransferase 1E1 (hRSULT1E1), Ostrogensulfotransferase-Isoform X1 (Pan troglodytes),
Sulfotransferase-Familie 1E Ostrogen-bevorzugendes Mitglied 1 (Homo sapiens), Kette A der
Ostrogensulfotransferase  (Homo sapiens), Ostrogensulfotransferase (Pongo  abelii),
Ostrogensulfotransferase (Nomascus leucogenys), Ostrogensulfotransferase-lsoform X1
(Macaca  mulatta),  Ostrogensulfotransferase-lsoform X2 (Macaca  mulatta),
Ostrogensulfotransferase-Isoform X2  (Aotus  nancymaae), Ostrogensulfotransferase
(Cercocebus atys), Ostrogensulfotransferase (Macaca fascicularis), Ostrogensulfotransferase
(Mandriflus leucophaeus), Ostrogensulfotransferase (Macaca mulatta),
Ostrogensulfotransferase-Isoform X1 (Macaca nemestrina), Ostrogensulfotransferase
(Piliocolobus  tephrosceles), Ostrogensulfotransferase (Theropithecus  gelada),
Ostrogensulfotransferase  (Colobus  angolensis  palliatus), Ostrogensulfotransferase
(Chlorocebus sabaeus), Ostrogensulfotransferase (Callithrix jacchus),
Ostrogensulfotransferase (Rhinopithecus roxellana), Ostrogensulfotransferase-Isoform X2
(Cebus capucinus imitaton), Ostrogensulfotransferase (Papio anubis),
Ostrogensulfotransferase-Isoform X1 (Saimiri boliviensis boliviensis),
Ostrogensulfotransferase-Isoform X1 (Aotus nancymaae), Ostrogensulfotransferase-lsoform
X2 (Saimiri boliviensis boliviensis), Ostrogensulfotransferase-Isoform X1 (Cebus capucinus

imitator) und Ostrogensulfotransferase (Carlito syrichta) ausgewanhlt.

In bevorzugten Ausflihrungsformen ist die Sulfotransferase aus der Gruppe umfassend
humane Sulfotransferase 1E1 (hSULT1E1), Ostrogensulfotransferase-lsoform X1 (Pan
troglodytes), Sulfotransferase-Familie 1E Ostrogen-bevorzugendes Mitglied 1 (Homo
sapiens), Kette A der Ostrogensulfotransferase (Homo sapiens), Ostrogensulfotransferase
(Pongo abelii), Ostrogensulfotransferase (Nomascus leucogenys), Ostrogensulfotransferase-

Isoform X1 (Macaca mulatta), Ostrogensulfotransferase-Isoform X2 (Macaca mulatta),
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Ostrogensulfotransferase-Isoform X2  (Aotus nancymaae), Ostrogensulfotransferase
(Cercocebus atys), Ostrogensulfotransferase (Macaca fascicularis), Ostrogensulfotransferase
(Mandrillus leucophaeus), Ostrogensulfotransferase (Macaca mulatta),
Ostrogensulfotransferase-Isoform X1 (Macaca nemestrina), Ostrogensulfotransferase
(Piliocolobus  tephrosceles), Ostrogensulfotransferase (Theropithecus  gelada),
Ostrogensulfotransferase  (Colobus  angolensis  palliatus), ~Ostrogensulfotransferase
(Chlorocebus sabaeus), Ostrogensulfotransferase (Callithrix ~ jacchus) und
Ostrogensulfotransferase (Rhinopithecus roxellana), besonders bevorzugt aus der Gruppe
umfassend humane Sulfotransferase 1E1 (hRSULT1E1), Ostrogensulfotransferase-Isoform X1
(Pan troglodytes), Sulfotransferase-Familie 1E Ostrogen-bevorzugendes Mitglied 1 (Homo

sapiens) und Kette A der Ostrogensulfotransferase (Homo sapiens); ausgewahlt.

In bevorzugten Ausflhrungsformen der Erfindung umfasst der Analytbindungspartner die

humane Ostrogen-Sulfotransferase nach SEQ ID No. 1.
In Ausflihrungsformen ist die Probe eine Lebensmittel-, Waschmittel, Spulmittel-,
Korperpflegemittel, Kosmetik-, Pharmaka-, Boden-, Gewd&sser-, Trink- und/oder

Abwasserprobe, bevorzugt eine wassrige Losung.

Unter dem Begriff ,hormonell aktive Verbindung“ werden Verbindungen verstanden, welche

an Ostrogenrezeptoren, bevorzugt Estrogenrezeptor-a oder Estrogenrezeptor-, binden.

In Ausfihrungsformen ist der Analyt eine Verbindung nach Formel () oder (Il)

oL
HO OR®

wobei R', R? R3 R* R°®jeweils unabhangig voneinander ausgewanhlt ist aus H, funktionellen

HO (1)

Gruppen, unsubstituierten oder substituierten C1- bis C15-Alkyl-, Alkenyl- oder Arylgruppen
oder Kohlenhydratgruppen, und
wobei R® ausgewahlt ist aus unsubstituierten oder substituierten C1- bis C15-Alkyl-, Alkenyl-

oder Arylgruppen oder Kohlenhydratgruppen.

Unter dem Begriff ,funktionelle Gruppe® wird eine Atomgruppe in einer Verbindung verstanden,

welche das Reaktionsverhalten der Verbindung bestimmt. In Ausflhrungsformen sind
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funktionelle Gruppen aus funktionellen Gruppen umfassend Heteroatome (O, N, S, P oder
Halogene), insbesondere Carbonsduren, Halogenide, Thiocarbonsduren, Sulfonséuren,
Thiolester, Sulfoxide, Carbonsaureanhydride, Carbonsaureester, Carbonsaureamide, Nitrile,
Aldehyde, Thioaldehyde, Ketone, Thioketone, Oxime, Hydrazone, Alkohole, Thiole, Amine,
Imine, Hydrazine, Ether oder Thioether; und funktionellen Gruppen ohne Heteroatome,
insbesondere Doppelbindungen, Dreifachbindungen oder Aromaten, ausgewéhlt.

In Ausfihrungsformen ist R?, R®, R* und/oder R® H.

In weiteren Ausfuhrungsformen ist R' eine Aldehydgruppe, eine Alkoholgruppe oder eine

veresterte Alkoholgruppe.

In weiteren Ausfiihrungsformen umfasst R® eine substituierte Ethenylgruppe, eine Aryl- oder

eine Heteroarylgruppe.

In Ausflhrungsformen ist R, R? oder R® eine Sulfatgruppe.

In Ausfuhrungsformen ist die Verbindungen nach Formel (Il) Bisphenol A .

In alternativen Ausflihrungsformen ist der Analyt ein Nonylphenol, ein Nonylphenolethoxylat
oder ein hydroxylierter (poly-)halogenierter aromatischer Kohlenwasserstoff, insbesondere
polychlorierte Dibenzo-p-Dioxine und Dibenzofurane, polybromierte Diphenylether und
halogenierte Bisphenol A-Derivate.

Unter dem Begriff ,Nonylphenol“ werden Verbindungen der allgemeinen Summenformel
C15H240 mit einer Molmasse von 220,35 Da verstanden, welche eine Phenolgruppe aufweisen.

Unter dem Begriff ,hydroxylierte (poly-)halogenierte aromatische Kohlenwasserstoffe” werden
Halogenaromaten verstanden, bei denen mindestens ein Wasserstoffatom durch ein Halogen,
insbesondere Fluor, Chlor, Brom und/oder lod, und mindestens ein Wasserstoffatom durch

eine Hydroxylgruppe ersetzt ist.

Kester et al. offenbaren hydroxylierte (poly-)halogenierte aromatische Kohlenwasserstoffe
(Kester et al. 2002).

In Ausflihrungsformen ist der Analyt aus Ostrogenen, bevorzugt Ethinylestradiol, Estron,
Estradiol, Estriol, Equilin oder B-Estradiol-17-(8-D-Glucuronid); Ostrogenderivaten,
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hydroxylierten (poly-)halogenierten aromatischen Kohlenwasserstoffen, Nonylphenolen,
Bisphenol A, phenolischen Antidstrogenen, bevorzugt Diethylstilbestrol, 4-Hydroxytamoxifen,
Raloxifen oder Fulvestrant; und phenolischen Phytodstrogenen, bevoraugt Genistein,

Daidzein oder Coumestrol; ausgewahlt.

ErfindungsgemaR werden unter dem Begriff ,Ostrogene* hormonell aktive Verbindungen,
insbesondere Steroide; verstanden, welche als Grundgerust Estran mit einem phenolischen

A-Ring aufweisen. Vorteilhaft binden Ostrogene an den Ostrogenrezeptor.

ErfindungsgemaR werden unter dem Begriff Ostrogenderivate® hormonell aktive
Verbindungen verstanden, welche als GrundgerUst Estran mit einem phenolischen A-Ring
aufweisen sowie mindestens eine Derivatisierung ausgewéhlt aus einer Alkylierung,
insbesondere Methylierung; Glucuronidierung, Halogenierung, Hydroxylierung, Methylierung
und Sulfatierung. Vorteilhaft binden Ostrogenderivate an den Ostrogenrezeptor. Unter dem

Begriff ,Glucuronidierung® wird eine Bindung einer Glucuronséure verstanden.

Unter dem Begriff ,Antidstrogene” werden Verbindungen verstanden, welche an den

Ostrogenrezeptor ohne Aktivierung binden.

Unter dem Begriff ,Phytodstrogene” werden sekundére Pflanzenstoffe verstanden, welche an
den Ostrogenrezeptor binden und daher eine dstrogene oder anti-dstrogene Wirkung
aufweisen.

In Ausfuhrungsformen ist der Analytbindungspartner ein Fusionsprotein. Dabei weist das
Fusionsprotein beispielsweise verschiedene Proteindomanen auf, welche unterschiedliche
Funktionalitdten aufweisen. Erfindungsgemal umfasst der Analytbindungspartner eine
Proteindoméne, aufweisend eine Analytbindungsstelle. Die Analytbindungsstelle dient der

Anbindung des Analyten an den Analytbindungspartner.

Bevorzugt ist der Analytbindungspartner ein Fusionsprotein mit einem Protein-Tag oder
Hydrophobin, besonders bevorzugt ein Fusionsprotein mit einem His-Tag. Vorteilhaft wird
durch den Protein-Tag oder Hydrophobin eine gerichtete Immobilisierung an der Oberflache
erméglicht.

In Ausfuhrungsformen weist der Analytbindungspartner die Sequenz SEQ ID No. 2 auf.
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In Ausfuhrungsformen der Erfindung ist der deformierbare Partikel ein funktionalisierter
Partikel, wobei die Oberfliche des deformierbaren Partikels eine Funktionalisierung,
insbesondere funktionelle Gruppen wie Carboxyl- oder Aminogruppen, aufweist. Die

Funktionalisierung dient dabei der Immobilisierung des Kompetitors.

In AusfUhrungsformen ist der deformierbare Partikel ein Hydrogelpartikel, bevorzugt ein

Polyethylenglykolhydrogelpartikel.

In Ausfuhrungsformen weist der deformierbare Partikel einen Durchmesser von 10 um bis
100 um, besonders bevorzugt ein Durchmesser von etwa 25 ym auf. Der Durchmesser der

deformierbaren Partikel kann durch optische Hellfeldmikroskopie bestimmt werden.

In weiteren Ausflhrungsformen weist der deformierbare Partikel ein Elastizitdtsmodul im
Bereich von 5 kPa bis 100 kPa, bevorzugt im Bereich von 10 kPa bis 100 kPa, besonders
bevorzugt im Bereich von 15 kPa bis 50 kPa; auf. Vorteilhaft wird durch das Elastizitdtsmodul
im Bereich von 15 kPa bis 50 kPa eine hohe Sensitivitat sichergestellt. Weiterhin vorteilhaft
wird eine ungleichmaRige Deformation der Partikel ausgeschlossen. Das Elastizitdtsmodul der
deformierbaren Partikel kann aus Kraft Abstands-Kurven der Rasterkraftspektroskopie (SFM)
bestimmt werden.

In Ausflhrungsformen der Erfindung weist der deformierbare Partikel eine Carboxy
Funktionalisierung auf. In weiteren Ausfuhrungsformen erfolgt die Synthese und Carboxy-
Funktionalisierung der deformierbaren Partikel, insbesondere der Hydrogel-Mikropartikel,
gemaR der von Pussak et al. (Pussak et al. 2012) beschriebenen Methode via Emulsions- und
radikalischer Fallungspolymerisation von Polyethylenglykol-Diacrylamid oder
Polyethylenglykol-Diacrylat mit  anschliekender  radikalischer  Pfropfung  von
Acrylsauremonomeren, Crotonsduremonomeren oder weiteren Alkenderivaten mit
funktionellen Gruppen, wie etwa Aminen zur Einfllhrung der Carboxyl-, Amino- oder anderen

funktionellen Gruppen.

In Ausfuhrungsformen erfolgt die Synthese und Carboxy-Funktionalisierung der Partikel
mikrofluidisch mittels photoinitiierter radikalischer Vernetzung von Polyethylenglykot
Diacrylamid oder Polyethylenglykol-Diacrylat (bevorzugtes Molekulargewicht im Bereich von
500 Da bis 8.000 Da, besonders bevorzugt etwa 4.000 Da) mit anschlieRender photoinitiierter
radikalischer Pfropfung von Acrylsduremonomeren zur Einfuhrung der Carboxylgruppen
wobei monodisperse Partikel mit einem Durchmesser im Bereich von 10 um bis 100 um,

besonders bevorzugt um 25 um, erzeugt werden.
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Erfindungsgemal ist der Kompetitor ausgebildet zur Interaktion mit dem
Analytbindungspartner, wobei der Kompetitor und der Analyt um die Interaktion mit dem
Analytbindungspartner konkurrieren. Dadurch wird eine Kompetition zwischen dem freien
Analyten in einer Probe und dem partikelgebundenen Kompetitor erzeugt, wobei sich ein
Gleichgewicht in Abhéngigkeit der Analytkonzentration einstellt. Je mehr freier Analyt
vorhanden ist, desto geringer ist die Bindung der partikelgebundenen Kompetitoren an den
Analytbindungspartner. Im Ergebnis verringert sich die Kontaktflache zwischen Partikel und
Oberflaéche. Im umgekehrten Fall, wenn wenig Analyt in der zu untersuchenden Probe
vorhanden ist, erfolgt eine erhdhte Bindung der partikelgebundenen Kompetitoren an den
Analytbindungspartner, wobei sich die Kontaktflache zwischen Partikel und Oberflache

vergréRert. In Ausfuhrungsformen der Erfindung ist der Kompetitor mit dem Analyten identisch.

In Ausfuhrungsformen ist der Kompetitor eine Verbindung nach Formel (1) oder (II)

HO (1)
wobei R', R?, R®, R* R® jeweils unabhiangig voneinander ausgewanhlt ist aus H, funktionellen
Gruppen, unsubstituierten oder substituierten C1- bis C15-Alkyl-, Alkenyl- oder Arylgruppen
oder Kohlenhydratgruppen,

wobei R® ausgewahlt ist aus unsubstituierten oder substituierten C1- bis C15-Alkyl-, Alkenyl-
oder Arylgruppen oder Kohlenhydratgruppen.

In Ausfiihrungsformen ist der Kompetitor aus Ostrogenen, bevorzugt Ethinylestradiol, Estron,
Estradiol, Estriol, Equilin oder B-Estradiol-17-(8-D-Glucuronid); Ostrogenderivaten,
hydroxylierten (poly-)halogenierten aromatischen Kohlenwasserstoffen, Nonylphenolen,
Bisphenol A, phenolischen Antidstrogenen, bevorzugt Diethylstilbestrol, 4-Hydroxytamoxifen,
Raloxifen oder Fulvestrant; und phenolischen Phytodstrogenen, bevorzugt Genistein,

Daidzein oder Coumestrol; ausgewahilt.

In Ausfuhrungsformen der Erfindung ist der Kompetitor aus Ostrogen oder einem
Ostrogenderivat, wie etwa B-Estradiol 17-(B-D-Glucuronid) ausgewdhlt. In bevorzugten

Ausfuhrungsformen ist der Kompetitor B-Estradiol-17-(B-D-Glucuronid).
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ErfindungsgemaR ist der Kompetitor (iber eine funktionelle Gruppe an einen deformierbaren
Partikel gebunden. In Ausflihrungsformen weist der Kompetitor eine funktionelle Gruppe in
Position R!, R?, R® R* R® oder R® auf, bevorzugt in Position R', R? oder R®, (iber die der
Kompetitor an den deformierbaren Partikel gebunden ist. Vorteilhaft wird durch die Kopplung

in Position R', R? oder R® die Bindung des Kompetitors an das Enzym nicht beeinflusst.

In AusfUhrungsformen weist der Kompetitor eine Carboxygruppe, eine Ketogruppe, eine
Hydroxygruppe oder eine Alkenyl, Alkinyl- oder Arylgruppe, bevorzugt eine Carboxygruppe,
auf. ZweckmaRig erfolgt die Kopplung des Kompetitors an den deformierbaren Partikd Uber
die Carboxygruppe mittels Veresterung oder Amidbindung, Uber die Ketogruppe mittels
reduktiver ~ Aminierung, Uber die Hydroxygruppe mittels Veresterung oder
Kondensationsreaktion mit Etherbildung, Uber Ethinylgruppe mittels Click-Chemie,
insbesondere Kupfer-katalysierte 1,3 dipolare Cycloaddition (Cu-katalysierte Huisgen-
Cycloaddition), oder Uber die Alkenyl-, Alkinyl- oder Arylgruppe mittels Diels-Alder-Reaktion.

In weiteren Ausflhrungsformen ist der Kompetitor an den deformierbaren Partikel (ber einen
Linker gebunden, wobei der Linker eine Konturlédnge im Bereich von 5 A bis 200 A, bevorzugt
im Bereich 10 A bis 65 A; und/oder einen Polymerisationsgrad im Bereich von 1 bis 70,
bevorzugt im Bereich 3 bis 20; aufweist. Dabei wird der Linker an die funktionalisierte

Partikeloberflache angebunden.

Vorteilhaft erméglicht ein Linkermolekil die geeignete Immobilisierung des Kompetitors Gber
die Carboxyl- oder die sekundéare Aminogruppe, wobei die Kopplungsgruppe die Funktionalitat
und Sensitivitat des erfindungsgeméRen Verfahrens beeinflusst. Weiterhin vorteilhaft kann
Uber die L&nge bzw. den Polymerisationsgrad des Linkers die resultierende Affinitdt des
immobilisierten Kompetitors variiert und somit der Arbeitsbereich des erfindungsgemaien

Verfahrens eingestellt werden.

In Ausfihrungsformen ist der Linker ausgewahlt aus den Gruppen der homo und
heterobifunktionalen Linker und umfasst Ethylendiamin, Oligo- und Polyethylenglykoldiamine,
Peptide wie Pentaglycin und Aminoséuren oder einen bifunktionalen Lnker mit weiteren
Gruppen wie etwa Thiolen oder Aziden. In bevorzugten Ausflhrungsformen ist der Linker ein
Polyethylenglykoldiamin-Linker.

In Ausflhrungsformen enthalten die Linker Schutzgruppen. In Ausfuhrungsformen der
Erfindung ist die Schutzgruppe aus Fluorenyimethoxycarbonyl-, tert-Butyloxycarbonyl- oder

tert-Butyl-Schutzgruppen ausgewahlt. Vorteilhaft stellen die Schutzgruppen sicher, dass keine
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unerwinschte Polymerisierung der Linker-Molekule oder Quervernetzung der deformierbaren
Partikel auftritt.

In Ausfihrungsformen der Erfindung erfolgt die Detektion mittels Quarzkristallmikrowaage
(QCM), Oberflachenplasmonenspektroskopie (SPR), Rasterkraftspektroskopie (SFM),
Impedanzspektroskopie. oder Reflexionsinterferenzkontrastmikroskopie. Bevorzugt erfolgt die
Detektion mittels Reflexionsinterferenzkontrastmikroskopie (RICM). Dabei werden die
Kontaktradien a von Partikel und Oberflache sowie die Partikelradien R ;¢ mittels einer eigens
dafir entwickelten Software automatisiert ermittelt GemaR Johnson-Kendall-Roberts-Modell
(Johnson et al. 1971) stehen diese GroRen mit der Adhasionsenergie W a4, in folgendem
Zusammenhang:

4
30° Engs / (1-v?)

Waan = 6m Rfgs

Die ermittelte Adhasionsenergie entspricht der Bindungsdichte der partikelgebundenen
Kompetitoren an den Analytbindungspartner und erlaubt die Bestimmung der Analytmenge in
der Probe.

In Ausfdhrungsformen des erfindungsgemalen Verfahrens erfolgt die Detektion mittels
Reflexionsinterferenzkontrastmikroskopie. Unter ,Reflexionsinterferenzkontrastmikroskopie®
wird eine lichtmikroskopische Methode zur Bestimmung von Schichtdicken durch
Interferenzmuster verstanden, welche durch an der oberen und unteren Grenzfléche der
Schicht reflektierten Lichts entstehen.

In Ausfuhrungsformen der Erfindung ist die Oberflache transparent, semitransparent oder
opak ausgebildet. In weiteren Ausfihrungsformen ist die Oberfldche zumindest im Bereich von

400 nm bis 600 nm transparent ausgebildet.

In Ausfuhrungsformen der Erfindung ist die Oberflache planar ausgebildet. Beispielsweise
kann die Oberflache ein Glas- oder Kunststoffformkdrper sein, z. B. ein Objekitrager,
Deckglaschen, Siliziumwafer oder &hnliches. In Ausfuhrungsformen der Erfindung ist die
Oberflache als Well-Platte, insbesondere 16-Well- oder 96-Well-Platte ausgebildet.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen Kit umfassend:
i. eine Oberflache mit einem immobilisierten Analytbindungspartner,
wobei der Analytbindungspartner eine Sulfotransferase ausgewahlt aus
Ostrogen-Sulfotransferase hSULT1E1 (humane Ostrogensulfotransferase)

oder eine homologe Ostrogensulfotransferase umfasst,
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i. zumindest einen deformierbaren Partikel aufweisend einen immobilisierten
Kompetitor,
wobei der Kompetitor eine hormonell aktive Verbindung umfassend mindestens
eine Phenolgruppe ist und Uber eine funktionelle Gruppe an den deformierbaren
Partikel gebunden ist,
wobei der Kompetitor mit dem Analytbindungspartner interagiert.

In  Ausflhrungsformen des  erfindungsgemalRen Kits weist die  homologe
Ostrogensulfotransferase eine Sequenzidentitdt von mindestens 85%, bevorzugt 95%,
besonders bevorzugt 99%; mit der hNSULT1E1 nach SEQ ID No. 1 auf.

In Ausfihrungsformen des erfindungsgemaRen Kits ist die Sulfotransferase aus der Gruppe
umfassend humane Sulfotransferase 1E1 (hSULT1E1), Ostrogensulfotransferase-Isoform X1
(Pan troglodytes), Sulfotransferase-Familie 1E Ostrogen-bevorzugendes Mitglied 1 (Homo
sapiens), Kette A der Ostrogensulfotransferase (Homo sapiens), Ostrogensulfotransferase
(Pongo abelii), Ostrogensulfotransferase (Nomascus leucogenys), Ostrogensulfotransferase-
Isoform X1 (Macaca mulatta), Ostrogensulfotransferase-lsoform X2 (Macaca mulatta),
Ostrogensulfotransferase-Isoform X2  (Aotus  nancymaae), Ostrogensulfotransferase
(Cercocebus atys), Ostrogensulfotransferase (Macaca fascicularis), Ostrogensulfotransferase
(Mandriflus leucophaeus), Ostrogensulfotransferase (Macaca mulatta),
Ostrogensulfotransferase-Isoform X1 (Macaca nemestrina), Ostrogensulfotransferase
(Piliocolobus  tephrosceles), Ostrogensulfotransferase (Theropithecus  gelada),
Ostrogensulfotransferase  (Colobus  angolensis  palliatus), Ostrogensulfotransferase
(Chlorocebus sabaeus), Ostrogensulfotransferase (Callithrix jacchus),
Ostrogensulfotransferase (Rhinopithecus roxellana), Ostrogensulfotransferase-Isoform X2
(Cebus capucinus imitaton), Ostrogensulfotransferase (Papio anubis),
Ostrogensulfotransferase-Isoform X1 (Saimiri boliviensis boliviensis),
Ostrogensulfotransferase-Isoform X1 (Aotus nancymaae), Ostrogensulfotransferase-lsoform
X2 (Saimiri boliviensis boliviensis), Ostrogensulfotransferase-Isoform X1 (Cebus capucinus

imitator) und Ostrogensulfotransferase (Carlito syrichta) ausgewanhlt.

In bevorzugten Ausflihrungsformen ist die Sulfotransferase aus der Gruppe umfassend
humane Sulfotransferase 1E1 (hSULT1E1), Ostrogensulfotransferase-lsoform X1 (Pan
troglodytes), Sulfotransferase-Familie 1E Ostrogen-bevorzugendes Mitglied 1 (Homo
sapiens), Kette A der Ostrogensulfotransferase (Homo sapiens), Ostrogensulfotransferase
(Pongo abelii), Ostrogensulfotransferase (Nomascus leucogenys), Ostrogensulfotransferase-

Isoform X1 (Macaca mulatta), Ostrogensulfotransferase-Isoform X2 (Macaca mulatta),
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Ostrogensulfotransferase-Isoform X2  (Aotus nancymaae), Ostrogensulfotransferase
(Cercocebus atys), Ostrogensulfotransferase (Macaca fascicularis), Ostrogensulfotransferase
(Mandrillus leucophaeus), Ostrogensulfotransferase (Macaca mulatta),
Ostrogensulfotransferase-Isoform X1 (Macaca nemestrina), Ostrogensulfotransferase
(Piliocolobus  tephrosceles), Ostrogensulfotransferase (Theropithecus  gelada),
Ostrogensulfotransferase  (Colobus  angolensis  palliatus), ~Ostrogensulfotransferase
(Chlorocebus sabaeus), Ostrogensulfotransferase (Callithrix ~ jacchus) und
Ostrogensulfotransferase (Rhinopithecus roxellana), besonders bevorzugt aus der Gruppe
umfassend humane Sulfotransferase 1E1 (hRSULT1E1), Ostrogensulfotransferase-Isoform X1
(Pan troglodytes), Sulfotransferase-Familie 1E Ostrogen-bevorzugendes Mitglied 1 (Homo

sapiens) und Kette A der Ostrogensulfotransferase (Homo sapiens); ausgewahit.

In  bevorzugten Ausflhrungsformen des erfindungsgemaRen Kits umfasst der

Analytbindungspartner die humane Ostrogen-Sulfotransferase nach SEQ ID No. 1.

In Ausflihrungsformen des erfindungsgeméten Kits ist der Kompetitor eine Verbindung nach
Formel (1) oder (I1)

HO (1)
wobei R', R? R®, R* R® jeweils unabhangig voneinander ausgewahlt ist aus H, funktionellen
Gruppen, unsubstituierten oder substituierten C1- bis C15-Alkyl-, Alkenyl- oder Arylgruppen
oder Kohlenhydratgruppen,

wobei R® ausgewahlt ist aus unsubstituierten oder substituierten C1- bis C15-Alkyl-, Alkenyl-
oder Arylgruppen oder Kohlenhydratgruppen.

In Ausflihrungsformen des erfindungsgeméaRen Kits ist der Kompetitor aus Ostrogenen,
bevorzugt Ethinylestradiol, Estron, Estradiol, Estriol, Equilin oder p-Estradiol-17-(3-D-
Glucuronid);  Ostrogenderivaten,  hydroxylierten  (poly-)halogenierten  aromatischen
Kohlenwasserstoffen, Nonylphenolen, Bisphenol A, phenolischen Antiéstrogenen, bevorzugt
Diethylstilbestrol, 4-Hydroxytamoxifen, Raloxifen oder Fulvestrant; und phenoclischen
Phytodstrogenen, bevorzugt Genistein, Daidzein oder Coumestrol; ausgewahlt.
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In Ausfilhrungsformen des erfindungsgeméRen Kits ist der Kompetitor aus Ostrogen oder
einem Ostrogenderivat, wie etwa B-Estradiol 17-(B-D-Glucuronid) ausgewéhlt. In bevorzugten
Ausflhrungsformen ist der Kompetitor B-Estradiol-17-(8-D-Glucuronid).

Erfindungsgeman ist der Kompetitor Uber eine funktionelle Gruppe an einen deformierbaren
Partikel gebunden. In AusfUhrungsformen des erfindungsgemaien Kits weist der Kompetitor
einer funktionellen Gruppe in Position R, R?, R®, R* R® oder R® auf, bevorzugt in Position R’,
R? oder RS, UGber die der Kompetitor an den deformierbaren Partikel gebunden ist. Vorteilhaft
wird durch die Kopplung in Position R', R oder R® die Bindung des Kompetitors an das Enzym

nicht beeinflusst.

In AusfUhrungsformen weist der Kompetitor eine Carboxygruppe, eine Ketogruppe, eine
Hydroxygruppe oder eine Alkenyk, Alkinyl- oder Arylgruppe, bevorzugt eine Carboxygruppe,
auf. ZweckmanBig erfolgt die Kopplung des Kompetitors an den deformierbaren Partikd Gber
die Carboxygruppe mittels Veresterung oder Amidbindung, Uber die Ketogruppe mittels
reduktiver  Aminierung, Uber die Hydroxygruppe mittels Veresterung oder
Kondensationsreaktion mit Etherbildung, Uber Ethinylgruppe mittels ClickChemie,
insbesondere Kupfer-katalysierte 1,3 dipolare Cycloaddition (Cu-katalysierte Huisgen-
Cycloaddition), oder Uber die Alkenyl-, Alkinyl- oder Arylgruppe mittels Diels-Alder-Reaktion.

In weiteren Ausfiihrungsformen des erfindungsgemagen Kits ist die Oberflache zumindest im

Bereich von 400 nm bis 600 nm transparent ausgebildet.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung des erfindungsgemafen Verfahrens
und/oder des erfindungsgemaRen Kits zum Nachweis von hormonell aktiven Verbindungen in
Lebensmittel-, Waschmittel-, Spulmittel-, Kérperpflegemittel, Kosmetik-, Pharmaka-, Boden-,
Gewasser-, Trink- und/oder Abwasserproben, bevorzugt in wassrigen Lésungen.

Zur Realisierung der Erfindung ist es auch zweckmaRig, die vorbeschriebenen

Ausflhrungsformen und Merkmale der Anspriche zu kombinieren.
Nachfolgend soll die Erfindung anhand einiger Ausfihrungsbeispiele und zugehdriger Figuren
eingehender erldutert werden. Die Ausflhrungsbeispiele sollen dabei die Erfindung

beschreiben ohne diese zu beschrénken.

Es zeigen die
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Fig. 1 die schematische Darstellung des erfindungsgemaRen Verfahrens beruhend auf der
kompetitiven Bindung von Partikel-gebundenem Kompetitor und ldslichem Analyt an der
Protein-funktionalisierten Oberflache.

Fig. 2 die Bindungstaschen des A) Enzyms hSULT1E1 und B) des humanen
Ostrogenrezeptors mit Estradiol.

Fig. 3 die Adhasionsenergie der Partikel beschichtet mit Estradiol-178-D-Glucuronid in
Wechselwirkung mit hSULT1e1-beschichteten Oberflachen (control), Ni-NTA-Oberflache
(NiINTA), und unter Anwesenheit der Analyten Ethinylestradiol (EE), Estron (EST), Testosteron
(TE) und Progesteron (PG).

Das Prinzip der Nachweismethode ist in Fig. 1 dargestellt. Die immobilisierten Enzyme der
Oberflache wechselwirken attraktiv mit dem Partikel-gebundenen Kompetitor, in dessen Folge
sich eine charakteristische Kontaktflache zwischen Oberflache und Partikel auspragt. Der
geldéste Analyt konkurriert mit dem Kompetitor um die Bindungsstellen auf der Oberfléche. In
Abhangigkeit der Konzentration des Analyten verringert sich dadurch die Kontaktflache. Ab
einer bestimmten Konzentration adhérieren die Partikel nicht auf der Oberflache. Die
Bestimmung von Kontakt- und Partikelradius zur Ermittlung der Adh&sionsenergie erfolgt

mittels Reflexionsinterferenzkontrastmikroskopie.

Herstellung eines deformierbaren Partikels

Um Mikrogelpartikel mit definierter GréRe und Form zu erzeugen, wird die Technik des
Tropfchen-basierten Templatings verwendet. Der Versuchsaufbau erfordert zwei hochprazise
Spritzenpumpen (eine fur die Olphase und eine flr die wassrige Phase), eine mikrofluidische
Durchflusszelle mit strémungsfokussierender Geometrie (25 um an der trépfchenbildenden
Dise), ein einfaches Lichtmikroskop und eine Hochgeschwindigkeitskamera fir
Einzeltropfenbeobachtungen. Sofern nicht anders angegeben, enthélt die erste
Dispersionsphasenlésung 10 % Massenanteil PEG-Diacrylamid (4-8 kDa), versetzt mit 1 %
Massenanteil LAP (Lithiumphenyl2 4 6-trimethylbenzoylphosphinat), beide geldst in
Reinstwasser. Die kontinuierliche Phase enthdlt 2% Massenanteil eines Tensids
(Perfluorpolyether z.B. Polyhexafluoropropylenoxid, alternativ Polyacrylnitrilbutadienacrylat)
das in dem fluorierten Ol HFE 7500 gelést wird. Nach dem Sammeln der Emulsionen in
getrennten Eppendorf-Réhrchen werden die Monomertrépfchen 1 min lang mit UV-Licht zu

Mikrogelteilchen vermnetzt.

Zur Reinigung der Hydrogelpartikel werden 500 ul Reinstwasser zu der gesammelten

Emulsion gegeben, um geniligend wassrige Phase bereitzustellen, in die die Partikel
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ubergehen kénnen. Um die Emulsion aufzubrechen und die hergestellten Mikroklgelchen zu
isolieren, werden 250 ul Perfluoroctanollésung (PFO, 20% (v/v) in HFE 7500) hinzugegeben.
Die Emulsion Wasser/PFO-Mischung wird geschuttelt und 30 s bei 1840 x g zentrifugiert. Das
Ol wird entfernt und es werden erneut 250 ul Perfluoroctanollésung zugesetzt. Die
Partikelsuspension wird ein weiteres Mal zentrifugiert und die Perfluoroctanollésung entfernt
Die so erhaltenen Partikel kénnen nun mittels Crotonsaure funktionalisiert werden.

Ausfiihrungsbeispiel 1: Nachweis von Xenohormonen mittels kompetitiver Bindung

Fur die Herstellung einer funktionalisierten Oberflache wurden 24 Deckgléaschen (Menzel-
Gléser, 8 32 mm) in ein Teflon-Rack gelegt und fir 30 min in einem Ultraschallbad mit
destilliertem Wasser belassen. Nach dreimaligem Spullen mit destilliertem Wasser wurden die
Glaser weitere 30 min in denaturiertem Ethanol per Ultraschallbad gereinigt. AnschlieRend
wurden die Deckgléschen dreimal mit destilliertem Wasser gespult. Die weitere Reinigung
wurde unter Verwendung einer Mischung aus 50 ml H:O, (35%), 50 ml 25%iger wassriger
NHs-Lésung und 250 ml destilliertem Wasser durchgefiihrt, was einem Gesamtvolumen von
350 ml entspricht. Die Lésung wurde auf einer Heizplatte auf 60°C erhitzt und das Teflon-Rack
mit den Deckglaschen 10 Minuten in der Losung belassen. Nach zweimaligem Spulen mit
destilliertem Wasserwurden die Deckgléaser im Stickstoffstrom getrocknet. Zur Einflihrung von
Aminogruppen wurde eine 20 mM 3-Aminopropyltriethoxysilan-Lésung in 9:1 (Vol./Vol.)
Isopropanol/destilliertes Wasser hergestellt (225 ml Isopropanol, 25 ml destilliertes Wasser
und 1,16 ml APTES). Das Teflon-Rack mit den Deckglasern wurde anschliefend fur 120 min
in der Lésung belassen, grindlich mit Isopropanol gespuilt und im Stickstoffstrom getrocknet.
Danach wurden die Deckgléser in eine Petrischale gelegt und fiir 60 min bei 120 ° C getempert.
Zur weiteren Funktionalisierung mit Carboxygruppen wurden die Deckglédschen fir 1h
(Raumtemperatur) in 250 ml einer 240 mM Bernsteinsaureanhydrid-Lésung (6 g in 250 ml) in
Tetrahydrofuran (THF) (6 g in 250 ml) belassen, danach zweimal mit THF sowie einmal mit
Wasser gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Um den Chelator Ng,Ne
Bis(Carboxymethyl)Lysin (NTA-NH.) zu koppeln, wurden Oberflachen zunachst mit 1,5 ml
einer 20mM  1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)- und 50mM N-
Hydroxysulfo-succinimid (NHS)-Lésung in MES (3,834 mg/ml EDC und 5,75 mg/ml NHS, pH
5,0) bedeckt und fir 15 min bei Raumtemperatur belassen. Nachdem die Reaktionslésung
abgenommen und die Deckglaschen je einmal mit MES-Puffer und zweimal mit HEPES-Puffer
(pH = 7,0) gewaschen wurden, wurden 1,5 ml 20 mM NTA-NH in HEPES pro Deckglaschen
zugegeben und fur 2 h bei Raumtemperatur belassen und die Oberfldchen nach erfolgter
Reaktion einmal mit HEPES und einmal mit destillierten Wasser gesplilt. Zur Beseitigung von

Verunreinigungen in Form von Metallionen wurde auf jedes Deckgldschen 1,5 ml Na;EDTA-
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Lésung (20 mM, 7,45 mg/ml) in destilliertes Wasser gegeben und 30 min bei Raumtemperatur
belassen. Die Oberflachen wurden nun mehrfach mit destilliertem Wasser gewaschen, mit je
1,5 ml einer 20 mM NiCl,-Lésung in Citratpuffer bedeckt, nach 30 min mit destilliertem Wasser
gespllt und im Stickstoffstrom getrocknet. Durch den Citratpuffer werden unerwiinschte
Fallungen des Nickels vermieden. Die Ni-NTA-Beschichtung erlaubt die Immobilisierung eines
Proteins mit einer Hexahistidin-Sequenz. Hierzu wurden die erfindungsgemaRen Oberflachen
zunachst an einen 16-Well-Trager (CS16-CultureWell™, Grace Biolabs) mit selbstklebender
Unterseite und einem Volumen von 400 ulAVell geklebt und die Wells zweimal mit je 250 pl
Beladepuffer (150 mM Na;HPOQO., 10 mM Imidazol, pH 8,0) gewaschen. AnschlieBend wurden
in jedes Well 190 pl Beladepuffer vorgelegt, 10 pl einer 100 ug/ml Hexahistidin-SULT1e1-
Lésung pro Well zugegeben, die Oberflachen fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert und die
Oberflachen abschlieBend mehrfach mit Beladepuffer gewaschen, um unspezifisch
gebundenes Protein zu entfernen.

Zur Einfuhrung von Aminogruppen wurden COOH-funktionalisierte Hydrogelsonden mit einem
Durchmesser von 22,5 ym zunéchst mit einer 20 mM EDC- und 50 mM sulfoNHS-L&sung
(100 mM HEPES, pH = 7,0) unter Rihren aktiviert. AnschlieRend wurden 50 pl einer 50 mM
Fluorenylmethoxycarbonyl-NH-PEG-NH»-Lésung zugesetzt und die Kopplung erfolgte Uber
einen Zeitraum von 60 min. Die Schutzgruppe verhindert dabei die Quervernetzung der
Partikel. Nach erfolgter Reaktion, wurden die Partikel fir 10 min bei 1800 x g zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Partikel mehrfach mit HEPES-Puffer (100 mM, pH = 7,0) gesplilt.
Zur Abspaltung der Schutzgruppe wurden die Partikel erneut zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und ein 20 %-iges Piperidin-Wasser-Gemisch zugesetzt. Nach 15-mindtiger
Reaktion wurden die Partikel wiederum zentrifugiert und mehrfach mit destilliertem Wasser
und HEPES-Puffer gespilt. Zur weiteren Funktionalisierung wurde zunéchst eine 4,1 nM
Estradiol-17B-D-Glucuronid Lésung (950 upl HEPES, 100 mM, pH = 7,0, 150
Dimethylsulfoxid) prépariert und durch Zusatz von EDC (18,1 mM) und s-NHS (45,4 mM) flr
15 min aktiviert. Nach erfolgter Aktivierung konnte das Estradiolderivat durch Zusatz des
Gemischs zu den Partikeln und zweistindiger Reaktion unter Rihren an die Sonden gekoppelt
werden. Die Partikel wurden nun erneut mehrfach mit HEPES-Puffer gewaschen. Um
maogliche stdrende Effekte durch verbleibende Aminogruppen zu vermeiden, erfolgte in einem
letzten Schritt die Kopplung von Glykolséure. Hierzu wurde eine 50 mM Glykolséure/20 mM
EDC/50 mM sulfo-NHS-Lésung in HEPES-Puffer prépariert, die COOH-Gruppe fir 15 min
aktiviert und das Gemisch anschlieRend den Hydrogelsonden zugesetzt. Nach 2stiindiger
Reaktion unter Ruhren wurden die Partikel zentrifugiert und mehrfach mit HEPES-Puffer

gewaschen.
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Nachdem die Oberflache, beispielsweise eine Glasoberflache, und die Partikel beschichtet
wurden, konnten sie fir die Reflexionsinterferenzkontrastmikroskopie (RICM) eingesetzt
werden. Hierzu wurden die erfindungsgeméRen Oberflachen an einen 16-Well-Trager (CS16-
CultureWell™, Grace Biolabs) mit selbstklebender Unterseite und einem Volumen von
400 ul/Well geklebt.

AnschlieBend wurden je 200 pl/Well Analytlésung (100 mM HEPES-Puffer pH = 7) zugesetzt.
Nach 30-mindtiger Inkubation der Oberflachen wurden 10 pl/Well der mit Estradiol-178-D-
Glucuronid-funktionalisierten Hydrogelpartikel hinzugefigt und die Oberflichen nach

Sedimentation der Hydrogelpartikel mikroskopiert.

Die Aufnahme der radialen Intensitétsprofile der Hydrogelpartikel auf der funktionalisierten
Oberflache im Reflexionsinterferenzkontrastverfahren erfolgte mittels Inversmikroskopsystem
(Olympus IX 73) mit einem 60 x Immersionsobjektiv (Olympus UPlanSAPO 60x Oil Microscope
Objective). Aus den aufgenommenen Profilen konnten anschlieend Kontaktradien a von
Partikel und Oberflache sowie die Partikelradien Ry.s mittels einer eigens dafiir entwickelten
Software automatisiert ermittelt werden. GemaR Johnson-Kendall-Roberts-Modell stehen
diese GroRen mit der Adh&sionsenergie W 4y, in folgendem Zusammenhang (Johnson et al.
1971):

4
§a3 Engs / (1—v%)

adh = 3
67 Rigs

Mit einem Elastizitatsmodul E 4 der Partikel von 15 kPa und einer Poissonzahlv von 0,5 kann
somit unter Kenntnis des Partikel und Kontaktradius die korrespondierende Adhasionsenergie

des Systems bestimmt werden.

Die Ergebnisse der Messungen sind beispielhaft in Fig. 3 gezeigt. Die Estradiol-173-D-
Glucuronid-funktionalisierten Partikel in  Kontakt mit der reinen Ni-NTA-Oberflache
(Negativkontrolle) zeigen lediglich schwache unspezifische Wechselwirkungen mit der
Oberflache, wohingegen die Sonden auf SULT1el-beschichteten Oberflichen stark
adhéarieren. Bei Anwesenheit hoher Konzentrationen des Analyten (Ethinylestradiol, Estron)
bewegt sich der Wert im Bereich der Negativkontrolle. Dies ist auf die Kompetition um
Bindungsstellen der SULT 1e1 auf der Oberflache zwischen freien Ethinylestradiol bzw. Estron
in der Analytlésung und an den Hydrogelpartikel gebundenen Estradiol-178-D-Glucuronid
zurlickzufiihren. Des Weiteren verdeutlicht der vernachléssigbare Einfluss von Androgenen,
z.B. Testosteron; und Gestagenen, z.B. Progesteron; auf die Adh&sionsenergie die Selektivitat

der Methode gegeniber Ostrogenen.
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Patentanspriiche

1.

Verfahren zum Nachweis von hormonell aktiven Verbindungen umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen einer Oberfléache mit einem immobilisierten
Analytbindungspartner,
wobei der Analytbindungspartner eine Sulfotransferase ausgewahlt aus
Ostrogensulfotransferase hSULT1E1 (humane Ostrogensulfotransferase) oder
eine homologe Ostrogensulfotransferase umfasst,

b) Kontaktieren des Analytbindungspartners mit einer Probe enthaltend den
Analyten,
wobei der Analyt eine hormonell aktive Verbindung umfassend mindestens eine
Phenolgruppe ist und mit dem Analytbindungspartner interagiert,

¢) Kontaktieren des Analytbindungspartners mit einem Kompetitor,
wobei der Kompetitor eine hormonell aktive Verbindung umfassend mindestens
eine Phenolgruppe ist und Uber eine funktionelle Gruppe an einen
deformierbaren Partikel gebunden ist,
wobei der Kompetitor mit dem Analytbindungspartner interagiert,

d) Detektion der an den Analytbindungspartner gebundenen Kompetitoren.
Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die homologe
Ostrogensulfotransferase eine Sequenzidentitit von mindestens 85% mit der hSULT1E1

hach SEQ ID No. 1 aufweist.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Analyt eine

Verbindung nach Formel (1) oder (Il) ist

5

SRS}
HO OR® (|

wobei R', R? R® R* R® jeweils unabhingig voneinander ausgewahlt sind aus H,

HO () ).

funktionellen Gruppen, unsubstituierten oder substituierten C1- bis C15-Alkyl-, Alkenyl-
oder Arylgruppen oder Kohlenhydratgruppen,
wobei R® ausgewahlt ist aus unsubstituierten oder substituierten C1- bis C15-Alkyl-,

Alkenyl- oder Arylgruppen oder Kohlenhydratgruppen.
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. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass der Analyt
ausgewéhlt ist aus Ostrogenen, Ostrogenderivaten, hydroxylierten halogenierten
aromatischen Kohlenwasserstoffen, Nonylphenolen, Bisphenol A, phenolischen

Antiéstrogenen und phenolischen Phytoéstrogenen.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass der
Analytbindungspartner ein Fusionsprotein ist, bevorzugt ein Fusionsprotein mit einem
Protein-Tag oder Hydrophobin.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dassder
deformierbare Partikel ein Hydrogelpartikel ist und/oder ein Elastizitdtsmodul im Bereich

von 5 kPa bis 100 kPa aufweist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dassder
Kompetitor eine Verbindung nach Formel (1) oder (l1) ist

JOAS!
HO OR®

wobei R' R? R3 R* R® jeweils unabhangig voneinander ausgewahlt ist aus H,

HO ()

funktionellen Gruppen, unsubstituierten oder substituierten C1- bis C15-Alkyl-, Alkenyl-
oder Arylgruppen oder Kohlenhydratgruppen,

wobei R® ausgewahlt ist aus unsubstituierten oder substituierten C1- bis C15-Alkyl-,
Alkenyl- oder Arylgruppen oder Kohlenhydratgruppen,

wobei der Kompetitor eine funktionelle Gruppe in Position R, R? oder R® aufweist, tber

die der Kompetitor an den deformierbaren Partikel gebunden ist

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dassder
Kompetitor B-Estradiol-17-(B-D-Glucuronid) ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der
Kompetitor an den deformierbaren Partikel (ber einen Linker gebunden ist, wobei der
Linker eine Konturlénge im Bereich von 5 A bis 200 A und/oder einen Polymerisationsgrad
im Bereich von 1 bis 70 aufweist.
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14.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche, dadurch gekennzeichnet, dassdie

Detektion mittels Reflexionsinterferenzkontrastmikroskopie erfolgt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriliche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Oberfldche zumindest im Bereich von 400 nm bis 600 nm transparent ausgebildet ist.

Kit umfassend:

i. eine Oberflache mit einem immobilisierten Analytbindungspartner,
wobei der Analytbindungspartner eine Sulfotransferase ausgewahlt aus
Ostrogensulfotransferase hSULT1E1 (humane Ostrogensulfotransferase) oder
eine homologe Ostrogensulfotransferase umfasst,

i. zumindest einen deformierbaren Partikel aufweisend einen immobilisierten
Kompetitor,
wobei der Kompetitor eine hormonell aktive Verbindung umfassend mindestens
eine Phenolgruppe ist und Uber eine funktionelle Gruppe an den deformierbaren
Partikel gebunden ist,
wobei der Kompetitor mit dem Analytbindungspartner interagiert.

Kit nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die homologe
Ostrogensulfotransferase eine Sequenzidentitit von mindestens 85% mit der hRSULT1E1

nach SEQ ID No. 1 aufweist.

Kit nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass der Kompetitor eine

Verbindung nach Formel (1) oder (Il) ist

5

SRS
HO OR® (i

wobei R', R? R® R* R® jeweils unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus H,

HO

() ),

funktionellen Gruppen, unsubstituierten oder substituierten C1- bis C15-Alkyl-, Alkenyl-
oder Arylgruppen oder Kohlenhydratgruppen,

wobei R° ausgewahlt ist aus unsubstituierten oder substituierten C1- bis C15-Alkyl-,
Alkenyl- oder Arylgruppen oder Kohlenhydratgruppen,

wobei der Kompetitor eine funktionelle Gruppe in Position R, R? oder R® aufweist, Uber

die der Kompetitor an den deformierbaren Partikel gebunden ist
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15. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 11 und/oder eines Kits
nach einem der Anspruche 12 bis 14 zum Nachweis von hormonell aktiven Verbindungen

in Lebensmittel-, Waschmittel-, Spiimittel-, Korperpflegemittel-, Kosmetik-, Pharmaka-,
Boden-, Gewésser-, Trink- und/oder Abwasserproben.
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