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Das Leben ist wie ein Fahrrad. Man muss sich vorwérts bewegen, um das
Gleichgewicht nicht zu verlieren.

Albert Einstein
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1. Motivation

1.1. Doping im gesellschaftlichen und

sportlichen Kontext

Die Manipulation mit pharmakologischen Hilfsstoffen, um sich dadurch
einen Vorteil im Wettkampf oder Wettbewerb zu verschaffen, ist beinahe
so alt wie die Menschheit selbst. [Burstin, 1963] Unter anderem wurden
halluzinogene Pilze bereits bei den Olympischen Spielen der Antike
(776 v. Chr. und 393 n. Chr) zur Leistungssteigerung verwendet.
[Hanley, 1983} |[Prokop, 1972 Prokop, 1970; Burstin, 1963] Da aber erst in
der zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts Regeln geschaffen wurden, die
Doping einschrdnken, verbieten und kontrollieren, kann nur vermutet
werden, inwiefern vorher sportliche Wettkdampfe unter Hilfe von Doping
stattfanden. In den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts wurden auf Grund von
Todesfillen im Radsport von Sportverbanden Anti-Dopingregeln aufgestellt.
[Bowers, 2012] Stimulanzien und Narkotika waren die ersten
Substanzklassen, gegen die Anti-Dopingregeln aufgestellt wurden.
[WADA, 2014] Diese Regeln wurden in den folgenden Jahren erweitert
und immer wieder angepasst. Auf der im Jahre 2003 durchgefiihrten
Welt-Anti-Doping-Konferenz der Welt-Anti-Doping-Agentur (WADA) in
Kopenhagen wurde der Welt-Anti-Doping-Code in Form der
Kopenhagener Deklaration seitens des Sports angenommen. Die Dopingbe-
kdmpfung wird seitdem weltweit koordiniert und stellt fiir alle olympischen
Verbdnde eine der Teilnahmevoraussetzung fiir die Olympischen Spiele dar.
[BMLI, 2014] Der heutige giiltige Anti-Doping-Code wird von der WADA
definiert, kontrolliert und regelmdflig geméafs wissenschaftlicher
Erkenntnisse erweitert und angepasst.

Dieser Anti-Doping-Code soll die mit dem Sport urspriinglich
verbundenen Werte, wie Ethik, Fairness und Ehrlichkeit, Gesundheit,

Hochleistung, Teamgeist, Anerkennung von Regeln und Gesetzen, dem
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Respekt gegentiiber der eigenen Person und gegeniiber anderen
sportlichen Wettstreitern sowie Gemeinschaftssinn und Solidaritit erhalten.
Dem gegeniiber steht das Streben nach gesellschaftlicher Anerkennung,
Aufstieg, Ruhm und sozialem Wohlstand. Die Zusammenfassung dieser
Werte wird allgemein als Sportsgeist bezeichnet und macht das Wesen des
Olympischen Gedankens aus. Er entspricht dem Verstdndnis von Fairness
und einem ehrlichen sportlichen Wettbewerb. Demnach steht Doping im
grundlegenden Widerspruch zum Geist des Sportes. [WADA, 2015]

In Zeiten des Kalten Krieges stellte Doping eine staatlich angeordnete und
zum Teil geforderte Mafsnahme unter anderem der Deutschen Demokra-
tischen Republik (DDR) selbst bei unwissenden minderjahrigen Sportlern
dar. [Franke and Berendonk, 1997] Nach neuen Erkenntnissen spielten
sich dhnlich staatlich angeordnete Szenarien auch in den alten Bundesldn-
dern ab. Dies geht aus einem vom Bundesinstitut fiir Sportwissenschaften
(BISp) initiierten Forschungsprojekts “Doping in Deutschland von 1950 bis
heute aus historisch-soziologischer Sicht im Kontext ethischer Legitimation”
[BISp, 2013] hervor. In Zeiten des Kalten Krieges war der sportliche
Wettkampf bei Weltmeisterschaften und Olympiaden ein Nebenschauplatz,
auf dem iiber den Medaillenspiegel im Landervergleich die Uberlegenheit
der eigenen Ideologie iiber dem Klassenfeind abgebildet werden sollte. Dies
steht im Kontrast zu dem vom IOC verfassten Zitat “The Olympic Games
are competitions between athletes in individual or team events and not between
countries” welches zusammengefasst auf Seite 16 der Olympic Charter des
Internationalen Olympischen Komitee von 2004 steht.

Vor allem zwischen den USA und der BRD sowie den sozialistischen
Staaten der ehemaligen Sowjetunion und DDR, spiegelt sich an dem
Beispiel des Medaillenspiegels bei Olympischen Spiele wieder. [Maennig
and Wellbrock, 2008; Johnson and Ali, 2004] Nach dem Zusammenbruch
der sozialistischen Staaten und dem Ende des Kalten Krieges verschob
sich die Motivation fiir die Einnahme leistungssteigernder Substanzen
mehr und mehr in Richtung Geld und Ruhm sowie sozialem Aufstieg fiir
Sportler aus drmeren Landern. [Campbell et al., 2005] Gerade fiir Sportler
aus Lindern, die eine schlechte wirtschaftliche Infrastruktur aufweisen,
stellt der sportliche Erfolg eine Tiir zu einem besseren Leben dar.

Bei Sportarten, die in den vergangenen Jahren vermehrt durch Doping-

vergehen aufgefallen sind, nimmt der Radsport eine besondere Rolle ein.



1.1. Doping im gesellschaftlichen und sportlichen Kontext

Gerade in Sportarten mit hohem Medieninteresse und entsprechenden
Sponsorvertragen ist der Schritt zum Dopen besonders klein, was dazu
fithrte, dass hier das systematische Dopen zum Teil {iiber die
Teamstruktur organisiert und kontrolliert wurde. Das geht aus dem Festina-
Skandal bei der Tour de France 1998 und dem Dossier der amerikanischen
Anti-Doping Agentur (USADA) im Fall von Lance Armstrong von 2012
hervor. [USADA, 2001/

In der Literatur sind weiterhin Fille von Hochleistungssportlern
beschrieben, die nachweislich durch Medikamentenmissbrauch und Doping
mit dem Ziel der Leistungssteigerung zu Tode gekommen sind. Hier sind
als Beispiele aus dem Radsport der britische Radrennfahrer Tom Simpson
(t13. Etappe Tour de France 1967, Amphetamine und Alkohol) und der
Italienische Radrennfahrer Marco Pantani (+2004) zu nennen.

Fiir Hochleistungssportler gibt es zwei Sportauffassungen, die sich
grundlegend voneinander unterscheiden. Dies sind das Coubertin’‘sche
Prinzip und die Lombardi-Grundsitze. Die nach Baron Pierre de Coubertin,
dem Griinder des Internationalen Olympischen Komitees (IOK), definierte
Sportauffassung besagt “die oberste Handlungsmaxime des Sportlers ist nicht
das Siegen, sondern die Teilnahme am Wettkampf”. Wo hingegen die Lombardi-
Grundsatze vom amerikanischen Football-Trainer Vince Lombardi als ,,das
Gewinnen zum wichtigsten, ja zum einzigen Ziel des sportlichen Wettbewerbs”
erklart. [Begov, 2007] Begov fiihrt in diesem Interview auch an, dass fiir
Profisportler der Sport Gelderwerb und Existenzgrundlage ist. Der wie
bereits beschriebene gesellschaftliche Aufstieg sowie die Vorteile monetédrer
und materieller Art, fithren unweigerlich zu dem Lombardi-Modell. Begov
bezweifelt, dass ebenso bei Zuschauern auf der Tribiine ein ausgepréagtes
ethisches Bewusstsein anzutreffen sei. Der Zuschauer erfreut sich am Event
und an dem Ergebnis an sich. Sportler, die keinen Erfolg haben und sprich-
wortlich hinterherfahren oder laufen, sind fiir Sponsoren und die Medien
uninteressant. Die Medien und der Zuschauer wollen das Spektakuldre, den
Erfolg, das Sieges-Ereignis. [Begov, 2007]

Was treibt einen Sportler nun zu diesem gefdhrlichen Schritt sich zu
dopen? Die berichterstattenden Medien und die Zuschauer wollen im-
mer neue Rekorde sehen und iiben somit auf viele Sportarten einen gro-
sen Druck aus. Frei nach dem Motto “Schneller, hoher, weiter” wird auf

stagnierende Leistung und das Ausbleiben von Weltrekorden mit
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Unverstandnis reagiert. Aber viele Sportarten stehen bereits vor ihrer
physischen Leistungsgrenze. Selbst durch modernste Trainingsmethoden,
die auf neuesten wissenschaftlichen Studien basieren, ldsst sich Erfolg oder
ein Olympiasieg nicht garantieren. Somit ist der Schritt eines einzelnen
Sportlers, sich durch Zuhilfenahme von verbotenen Mitteln oder Methoden
einen entscheidenden Vorteil gegeniiber seinen Gegnern zu verschaffen,
naheliegend. Begiinstigt durch Teammitglieder, Teamérzte und Betreuer,
die Zugédnge zu entsprechenden Quellen haben und Kontakte vermitteln
konnen, liegt es alleine an der eigenen Courage dem zu widerstehen und
womdglich auf Erfolg, Ruhm und Geld zu verzichten.

Jeder Sportler steht und fallt mit seinem Erfolg in der Gunst der Medien.
Die Berichterstattung durch Presse und Medien hat einen entscheidenden
Einfluss auf die Art der Reflexion der Gesellschaft. Demnach muss auch
die Gesellschaft fiir das Thema Doping sensibilisiert werden. Eine schérfere
Gesetzgebung, wie sie schon in einigen Europdischen Staaten greift, wird
auch in Deutschland diskutiert. [Deutscher Bundestag, 2014]

Da sich eine solche Gesetzgebung im Falle der Realisierung nur auf dem
jeweiligen Staat beschranken wiirde, stellt es wiederum ein Ungleichge-
wicht gegeniiber Sportlern anderen Landern dar. Eine fiir die Zukunft
international einheitliche Verfahrensweise ist hierfiir zwingend erforderlich.

Unangekiindigte Trainings- und Wettkampfkontrollen fiir Internatio-
nal startende Sportler bilden hier eine Moglichkeit. Die Einfithrung des
“ Anti-Doping-Administration-and-Management-System” (ADAMS) und der
Informationen zu Aufenthaltsort und Erreichbarkeit (Whereabouts) fiir
alle Athleten des Registered Testing Pools (RTP) weltweit, hat sich hierfiir
bereits erfolgreich etabliert. Hier miissen alle Topathleten jedes Landes fiir
die kommenden drei Monate verbindlich ihren Aufenthalt angeben und
jeweils eine Stunde pro Tag fiir eine unangemeldete Kontrolle zu Verfligung
stehen. [WADA, 2015]] Einige Sportler sahen diese Art der Kontrolle als einen
erheblichen Eingriff in ihre Privatsphdre. Aber durch das Grundverstandnis
nach dem Coubertin’schen Prinzip und der Hoffnung auf Chancengleich-
heit durch dieses Kontrollsystem hat sich das ADAMS bereits in vielen
Sportarten durchgesetzt.
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1.2. Dopingverbote und die Notwendigkeit von
Dopingkontrollen

Da das Dopen mit dem missbrauchlichen Verwenden von Arzneimitteln
und Gebrauch verbotener Methoden bei gesunden Sportlern ein nicht zu
kalkulierendes Gesundheitsrisiko darstellt, sind Dopingkontrollen zum
Schutz der Sportler zwingend notwendig. Wie die schon erwidhnten
Todesfille von T. Simpson und M. Pantani deutlich machen, sind durch
Doping alle sportlichen Werte wie Ethik, Fairness, Ehrlichkeit und
Gesundheit gegeniiber dem Gegner, der Gesellschaft und nicht zu Letzt der
eigenen Gesundheit verletzt. Gerade die Kombination verschiedener Wirk-
stoffklassen birgt ein unvorhersehbares Risiko. Der am 14. Médrz 1996 an
multiplen Organversagen verstorbene osterreichische Bodybuilder Andreas
Miinzer ist ein prominentes Beispiel fiir die Folgeschdden des Steroiden-
missbrauchs und die Verwendung von Dopingprdparaten iiber mehrere
Jahre hinweg. Aus dem Obduktionsbericht geht unter anderem hervor, in
welchem Mafle die verwendeten Medikamente seine Organe geschadigt
haben. Zum Zeitpunkt der Obduktion wurden Spuren von iiber zwanzig
verschiedenen Medikamenten in seinem Korper gefunden. Die Leber war
fast vollstandig zerfallen und fiihrte zu dem Multiorganversagen. Weiter-
hin fand man zahlreiche tischtennisballgrofie, gut abgekapselte Tumore
(Adenome). Der Leberschaden konnte auf den chronischen Missbrauch von
Stanozolol, einen synthetischen anabolen Steroid, das sich vom Testosteron
ableitet, zuriickgefiihrt werden. Weitere Organveranderungen waren u. a.
triibe Schwellungen der Nieren, ein sehr schmales Nebennierenmark, kleine
Hoden, Herzhypertrophie und subendokardiale Blutungen. [Clasing, 2010}
Franke and Ludwig, 2007; [Kistler, 2006

Um Sportler vor solchen Gefahren zu schiitzen, reichen préaventive
Mafinahmen und Aufklarung beginnend im Schul- und Nachwuchssport
nicht aus. Neben Dopingkontrollen soll auch eine Gesetzgebung fiir die
strafrechtliche Verfolgung von Dopingvergehen und Arzneimittelmissbrauch
geschaffen werden. In einigen Staaten Europas wie Spanien, Schweden, Ita-
lien und Danemark hat sich zur Starkung des Anti-Dopingkampfes die
Rechtslage dahingehend gebessert, dass Gesetze beschlossen wurden, in
denen das Beschaffen, Weitervertreiben oder die Verwendung von Doping-
mitteln strafrechtlich verfolgt werden kann. In Deutschland steht eine solche
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Gesetzgebung noch aus. Ein entsprechender Antrag vom Deutschen Bundes-
tag fiir ein Anti-Doping-Gesetz, wurde am 07.08.2014 der Bundesregierung
vorgelegt. [Deutscher Bundestag, 2014]

Auf Grund der stetigen Forschung und Entwicklung von pharmakologi-
schen = Wirkstoffen = miissen auch  die  Nachweismethoden
weiterentwickelt werden. Deutlich wird diese Notwendigkeit am Beispiel
des BALCO Skandal 2003 mit dem Designersteroid Tetrahydrogestrinon
(THG) sowie der Erythropoetin Derivate (EPO) aus Osteuropa, Asien und
EPO-Mimetika. [Teale et al., 2012; Méller et al., 2011/

Dopingkontrollen sind sehr kostenintensiv. Im Jahresbericht von 2013 der
Nationalen-Anti-Doping-Agentur (NADA) aus Deutschland wurden fiir
Dopingkontrollen tiber 2 Mio Euro auf 1260 Wettkampfkontrollen und 8106
Trainingskontrollen aufgewendet. [NADA, 2013] Im Durchschnitt kostet
somit eine Dopingkontrolle iiber 200 Euro. Demnach ist der finanzielle
Aufwand, um fiir einen biologischen Pass ein Langzeit-Profil fiir moglichst
viele Sportler zu erhalten, entsprechend hoch.

Der biologische Pass enthélt eine Zusammenfassung unterschiedlicher
biologischer Marker, die iiber Dopingkontrollen ermittelt werden. Hierzu
zdhlen ein Blut- und Steroidprofil. [WADA, 2013a]l Durch diesen
individuellen biologischen Pass ist es moglich, bei auffdlligen Verdande-
rungen gezielt Sportler tiber unangekiindigte Trainingskontrollen zu testen.

Bevor die Moglichkeit bestand den Missbrauch mit EPO oder Blutdoping
im Labor nachzuweisen, wurde bei Sportlern am Tag vor den Wettkampfen
im Teamhotel der Hamatokrit-Wert bestimmt und bei Uberschreiten eines
sportartenspezifischen Grenzwertes eine Schutzsperre ausgesprochen. Der
Héamatokrit-Grenzwert des Weltradsportverbands (UCI) und Weltleichtath-
letikverbands (IAAF) liegt bei 50% fiir Mdnner und 47% bei Frauen.

Bei  Grofiveranstaltungen @ wie den  Olympischen Spielen,
Weltmeisterschaften oder der Tour de France konnten vor Ort
Testsysteme (Point-of-care Test, PoC-Test), die mit geringem Probevolumen
aus Urin, Blut oder Serum und zum Teil mit minimalinvasiven
Probeentnahmen auskommen, deutlich mehr Kontrollen zulassen und
somit verwertbare Daten liefern. Bereits vor Beginn eines Wettkampfes
konnten so alle Teilnehmer getestet und bei auffilligen Ergebnissen vom
Wettkampf ausgeschlossen werden. Wird nun eine Probe zeitgleich auf

mehrere Substanzen getestet, spricht man von der parallelen Mehrkompo-
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nentenanalyse. Die Moglichkeit der Entwicklung einer parallelen Mehrkom-
ponentenanalyse auf Basis eines Immunoassays wird Gegenstand dieser

Arbeit sein.

1.3. Moglichkeiten und Perspektiven fiir

Point-of-care-Tests bei Dopingkontrollen

In einem klassischen Szenario bei Wettkampfkontrollen werden nach
Beenden des Wettkampfes neben dem Sieger meist noch weitere, zuvor aus-
geloste Sportler getestet. Der gesamte Prozess und Ablauf der Probenahme
ist im WADA Bericht “International Standard for Testing 2012” beschrie-
ben. Bestandteil einer Wettkampf- oder Trainingskontrolle fiir Urin ist die
Probenahme von mindestens go mL: 60 mL fiir die A-Probe und 30 mL fiir
die B-Probe. [WADA Laboratory, 2012] Bereits zu diesem Zeitpunkt wird
die Urindichte mittels eines Refraktometers bestimmt und somit ermittelt,
ob sich die genommene Urinprobe fiir die Analyse im Labor eignet. Ent-
spricht die Urinprobe nicht dem geforderten Wert von 1,005 g/mL muss
eine weitere Probenahme durchgefiihrt werden. Bei der Dopingkontrolle
mit Blutentnahme bedarf es einer Person mit entsprechender &rztlicher
Approbation oder speziell geschulten Personal, (z.B. staatlich anerkannter
Heilpraktiker) die durch die jeweilige Anti-Doping-Organisation autori-
siert sind. [NADA, 2010] Hier bietet sich die alternative Moglichkeit einer
minimalinvasiven Probenahme ohne Arzt von einigen Mikrolitern Blut aus
der Fingerbeere oder dem Ohrldppchen an und einem entsprechenden
Point-of-care Test, um ein Ergebnis bereits in kurzer Zeit zu erhalten. Somit
konnte bereits in diesem Stadium einer Dopingkontrolle, {iber angemessene
Sanktionen vor dem Wettkampf und eine umfangreiche Analyse der Probe
im Labor befunden werden.

Als Analyten fiir einen Point-of-care-Test waren Blutparameter, Peptid-
hormone und Steroide geeignet. Ein wesentlicher Vorteil ist die Moglich-
keit der Verwendung eines Multiplex Ansatzes, in dem sich aus einer
Probe von z.B. 50 pL, eine Vielzahl der Anti-Doping relevanten Parametern
bestimmen lassen. Die notwendige Zeit, die fiir eine solche Analyse
veranschlagt wird soll unter 30 min liegen und deutlich unter 20 Euro

pro Test kosten. [Schumacher et al., 2012]






2. Grundlagen

2.1. Der Begriff Doping und die Einteilung von
Substanzklassen in die Verbotsliste der
WADA

Unter dem Begriff Doping versteht man zusammengefasst die Verwen-
dung von Substanzen zur Leistungssteigerung oder von Substanzen, die zur
Maskierung von leistungssteigernden Substanzen oder unerlaubten
Methoden benutzt werden kénnen. [WADA, 2015] Die erste von internatio-
nalen Fachverbdnden zusammengefasste Liste verbotener Substanzen wurde
1966/ 67 aufgestellt. Zeitgleich wurden im Bereich dieser Fachverbande auch
erste Dopingkontrollen durchgefiihrt. [Clasing, 2010] Zusammengefasst
und jahrlich aktualisiert werden diese in der WADA-Liste fiir verbotene
Substanzen und Methoden. [WADA, 2013b] Hierunter fallen verschiedene
Substanzklassen und Methoden, die zu allen Zeiten bei Trainings- und Wett-
kampftkontrollen verboten sind. (Abb. Fiir Wettkampfkontrollen gibt
es zusdtzliche und sportartspezifische Substanzklassen, wie zum Beispiel
Alkoholverbot im Automobilsport.

Die Wirkweise der Dopingmittel aus den verschiedenen Substanzklassen
ist fiir die unterschiedlichsten Bereiche wiahrend Training oder Wettkampf
sowie zur Erholung fiir den Sportler von Interesse. Zu den in der
Abbildung |2.1| nicht aufgefiihrten Substanzklassen, welche ausschliefslich im
Wettkampf verboten sind, zdhlen die spezifischen- und nicht-spezifischen
Stimulanzien, Narkotika, Cannabinoide und Glucocorticosteroide. Die zu
diesen Substanzklassen zdhlenden Pharmazeutika und Wirkstoffe werden

bei Trainingskontrollen nicht als Dopingvergehen gewertet.
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Stimulanzien wie Amphetamine, Kokain, Carphedon (nicht-spezifische
Stimulanzien) und Adrenalin, Oxilofrin und Strychnin (spezifische
Stimulanzien) zdhlen zu den klassischen Dopingmitteln im Wettkampf. Sie
verzogern die Ermiidungsgrenze. [Clasing, 2010] Die Wirkung
solcher Stimulanzien kann mit psychischer Aufgewecktheit, erhohtem Selbst-
bewusstsein, sowie erhohtem Konzentrationsvermogen beschrieben
werden. Dem Unterdriicken des Ermiidungsgefiihls steht die Zunahme von
Leistungsbereitschaft und Aufmerksamkeit gegeniiber. [Clasing, 2010]

Narkotika (Betdubungsmittel) und starke Schmerzmittel wie Methadon
und Heroin unterliegen den Vorschriften des Betdubungsmittelgesetzes
(vom 28.07.1981) und sind ausnahmslos bei Wettkdmpfen verboten. Sie
dampfen Angst, wirken beruhigend und heben die Stimmungslage bis zum
Gliicksgefiihl hin an. Bei der Klasse der Cannabinoide (natiirlich: Cannabis,
Haschisch, Marihuana; synthetisch: Delta-9-Tetrahydrocannabinol (THC)
und Cannabinomimetika wie “Spice”, JIWHo018, JWHo73, HU-210) handelt
es sich nicht um leistungssteigernde Wirkstoffe im Sport. Dennoch sind
sie aufgrund der vor allem erhchten Risikobereitschaft im Rahmen einer
globalen Kritikschwiéche in Wettkdmpfen verboten. [Clasing, 2010]

Anabole Steroide werden vor allem bei Kraft- und Schnellkraftdisziplinen
wie Kugelstofien, Hammer- und Diskuswerfen sowie Gewichtheben und
Bodybuilding, angewendet. Ben Jonson stellt hier ein Beispiel fiir den
Missbrauch durch anabole Steroide dar. Uber 6 Jahre, von 1982 bis zum
positiven Befund bei den Olympischen Spielen 1988 nahm er Stanozolol ein.
[Clasing, 2010] Der Missbrauch durch anabole Steroide lisst sich auch an
der Entwicklung der Weltrekorde im Kugelstofien verdeutlichen. Bis zur
Einfithrung von Trainingskontrollen stieg der Weltrekord bis auf 22,63 Meter
bei den Frauen (1987) und 23,12 Meter bei den Mannern (1990) an. Beide
Rekorde wurden bis heute nicht verbessert. Dieses Phdanomen l&sst sich

ebenso beim Diskus- und Hammerwerfen erkennen. [Clasing, 2010]

10



Nicht zugelassene Substanzen; Arzneimittel
in praklinischer oder klinischer Entwicklung

S1.

Anabole Substanzen

S 2.

Peptidhormone, Wachstumsfaktoren
und verwandte Substanzen

S 3.

Beta-2-Agonisten und alle optischen
Isomere (D- und L-Form)

S 4.

Hormone und Stoffwechsel-
Modulatoren

Diuretika wie Thiazide und andere
Maskierungsmittel wie Plasmaexpander
(Glycerol; intravencs verabreichtes Albumin,
Dextran, Hydroxyethylstarke und Mannitol)
und weitere

2.1. Der Begriff Doping und die Einteilung vonSubstanzklassen in die Verbotsliste der WADA

Anabol-androgene Steroide(AAS)
Exogene AAS Stanozolol
Endogene AAS Testosteron

Weitere anabole Substanzen
Clenbuterol, Tibolon, Zeranol,
Selektive Androgen-Rezeptor-Modulatoren (SARMs)

Erythropoese-stimulierende Stoffe
EPO, Hypoxie-induzierbarer-Faktor (HIF)-Stabilisatoren,
Peginesatide (Hematide)

S$2.2

Choriongonadotropin (CG) und Luteinisierendes
Hormon (LH)

$23

Corticotropine

Wachst hormon (GH), i lindhnlicher
Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) und weitere

S4.1
Aromatasehemmer
Anastrozol, Formestan und weitere

S 4.2

Selektive Estrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERMs)
Raloxifen, Tamoxifen, Toremifen und weitere

543

Andere Anti-estrogene Substanzen
Clomifen, Cyclofenil, Fulvestrant und weitere

544

Substanzen, welche die Myostatinfunktion(en)
verandern z.B Myostatinhemmer

5$4.5

Stoffwechselmodulatoren
wie Insuline und weitere

Abb. 2.1.: Liste der verbotenen Substanzen 2013 der WADA (gekiirzt). Die hier
aufgefiihrten Substanzklassen (und Beispiele) sind zu allen Zeiten in und
auBerhalb von Wettkdmpfen verboten. Die unter Punkt S 2.2 (roter
Kasten) aufgefiihrten Peptidhormone: Choriongonadotropin (CG) und das
luteinisierende Hormon (LH) sind ausschlieRlich bei Manner verboten da sie
regulierend auf die Testosteron Kaskade wirken. Beide Hormone werden iiber

Immunoassays aus Urin bestimmt. [WADA, 2012]
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2. Grundlagen

Solch ein Missbrauch von anabolen Steroiden kann zu einer Organ-
verdnderung in Leber (Hepatomegalie) und krankhafte Herzmuskel-
verdickung fithren. Parallel zum Missbrauch durch anabole Steroide
werden weitere Wirkstoffe wie das humane Choriongonadotropin
(hCG-i) verwendet, um Nebenwirkungen zu vermeiden und die endo-
gene Testosteronproduktion zu stimulieren. [Knuth et al., 1989] Neben
dem Missbrauch dieser zur Leistungssteigerung verwendeten verbotenen
Substanzen, werden einige als therapeutische Mittel bei Erkrankungen
angewendet. In diesen Fillen wird ein vom Arzt erteiltes Attest ausge-
stellt. Der Sportler und sein behandelnder Arzt miissen bei entsprechenden
Erkrankungen detaillierte Angaben mit Hinweisen auf Vorgeschichte,
Diagnostik und Therapie im Rahmen einer Ausnahmegenehmigung “Thera-
peutic use exemptions” (TUE) machen. Unter Vorlage einer solchen TUE
werden die dort aufgefithrten Medikamente und Wirkstoffe zu keinem
positiven Dopingbefund fiihren.

2.2. Analytische Methoden zur Detektion von
Dopingmitteln

Die klassische Probenmatrix fiir die Dopinganalytik ist Urin. Aus diesem
lasst sich ein Grofdteil, der auf der Verbotsliste stehenden Stoffe
nachweisen. Nach Einfithrung des biologischen Passes werden zusétzlich
auch Blutproben analysiert.

Blutproben lassen sich im Gegensatz zu Urinproben wahrend der Probe-
nahme schlechter manipulieren. Nach aufgedeckten Urin Manipulationen
mittels Rekatheterisieren von sauberen Fremdurin in die Harnblase tiber-
tiithrter Sportler wurde der Ablauf einer Dopingkontrolle verscharft. Weitere
Moglichkeiten der Manipulation sind die Verwendung eines Whizzinator
(Penisimitat) oder das Verstecken einer mit Fremdurin gefiillten Blase am
Korper oder in Korperdffnungen (Vagina, After), deren Ausfithrungsgang
am Penis/Vagina entlang gelegt wird. [Clasing, 2010] Zusitzlich zu den
Verschirfungen der Probenahme-Prozedur durch Sichtkontrolle bei der
Dopingkontrolle zdhlt die Einfithrung des Chaperon (franz. Anstandsdame).
Unmittelbar nach Beendigung des Wettkampfes nimmt der Chaperon den
Sportler in Empfang und schliefst durch dessen Aufsicht die Moglichkeit
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2.2. Analytische Methoden zur Detektion von Dopingmitteln

der Manipulation bis zur Ubergabe an die Kontrollstation aus. Ebenso ist es
moglich, die Urinprobe noch vor dem Umfiillen in die Probenbehélter mit
Detergenzien oder Proteasen (z.B. mit Waschmittel) zu kontaminieren, um
so alle urindren Proteine wie auch EPO zu zerstoren. Solche Manipulationen
lassen sich aber im Rahmen einer Dopinganalyse im Labor nachweisen.
[Thevis et al., 2007

2.2.1. Die Gaschromatographie/Massenspektometrie als
etablierte analytische Methode fiir die
Dopinganalytik

Die Dopinganalytik aus Urin und Blut setzt sich aus mehreren Analyse-

schritten, wie in Abbildung schematisch dargestellt, zusammen.

Laut dem technischen Dokument der WADA [WADA Laboratory Com

mittee, 2010] sind Molekiile mit einer Grofle bis 8oo Dalton iiber die
Massenspektrometrie im Rahmen einer Dopinganalytik nachweisbar. Fiir

Molekiile mit einer Grofe bis zu 8ooo Dalton werden massenspektrometisch

sowohl die Top-Down als auch die Bottom-Up Analyse angewendet. Wie in

Probenvorbereitung Probenvorbereitung

[ [ [ \ r— |1
A A A 4 A /
Stimulantien S6; Anabolika S1; Diuretika S5 Peptidhormone; Blutparameter; Peptidhormone;
Narkotika S7 beta-2 Agonisten S3 Wachstumsfaktoren $2 Fremdblutdoping ‘Wachstumsfaktoren $2
A A / 4
creening, Ubersichtsanalyse A
GC/MS; LC/MS IEF; Immunoassay Durchflusszytometrie Immunoassay
1 1
A

A
Bestatigungsanalyse Bestatigungsanalyse
GC/MS; LC/MS IEF; Immunoassay

Abb. 2.2.: Analytik von Dopingproben Vereinfachte Darstellung der Analytik von
Dopingproben. Beginnend bei der Probenahme vom Sportler bis zur Best3-
tigungsanalyse im Labor. (Verdndert nach www.dopin-info.de) Ausgehend
von dem Dokument: “International Standard for Testing 2012" auf Seite 40,
beschreibt die WADA die notwendigen Bedingungen und Vorschriften. Die Ana-
lytik kann in chromatographische/massenspektrometrische Methoden,
isoelektrische Fokussierung, Immunoassay und Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie eingeteilt werden. Weitere Methoden wie die
Isotopen-Bestimmung kommen fiir einzelne Stoffe zum Einsatz. Die rot
dargestellten Rubriken der Peptidhormone und Wachstumsfaktoren S2,
bilden die Substanzklasse, die mittels Urin und Blut (Serum/Plasma) iiber
Immunoassays nachgewiesen wird. Hierfiir kann in der Screeningebene ein
Multiparameter-Assay zur Anwendung kommen.
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Abbildung dargestellt, werden Dopingproben nach der Eingangs-
kontrolle entsprechend den Anforderungen der zu testenden Substanz-
klasse aufgearbeitet. Fiir jede Substanzklasse wird eine entsprechend der
chemischen und biochemischen Eigenschaften entwickelte Screening-
prozedur eingesetzt. Hierfiir wird das Ausgangsmaterial der A-Probe
aliquotiert und fiir die unterschiedlichen Nachweisverfahren mit
internen Standards vermessen. Ein Grofsteil der verbotenen Stoffe kann mit-
tels Gaschromatographie /Massenspektrometrie (GC/MS) oder Fliissigkeits-
chromatographie /Massenspektrometrie (LC/MS) detektiert werden.
[Clasing, 2010; Thevis, 2010; Thevis and Schinzer, 2007] Als Aufarbeitungs-
schritte fiir eine chromatographische/massenspektrometrische Analyse
kommen in Abhéngigkeit der biochemischen Eigenschaften der gesuchten
Stoffe zum Teil Hydrolysen, Extraktionen und Derivatisierungen zum
Einsatz. Die anschliefende Auftrennung fiir das Screening wird nicht
von der WADA vorgeschrieben. [WADA, 2012] Hier wird in Anlehnung
an eine, sich nach einer auffilligen Probe anschlieffende vorgeschriebene
Analytik auf eine gaschromatographische-/massenspektrometrische
Methode (GC/MS) zuriickgegriffen. Alternativ werden auch fliissigkeits-
chromatographische-/massenspektrometrische =~ Analysen  (LC/MS)
verwendet. Nach den Aufarbeitungsschritten wird die zu untersuchende
Probe durch Chromatographie aufgetrennt. Das Massenspektrometer dient
im Anschluss zur Identifizierung und Quantifizierung der fraglichen
Komponenten. Im Chromatographen befindet sich eine Trennsdule, wel-
che die stationdre Phase bildet. Die Probe wird mit einem Tragerstoff, der
mobilen Phase, in die Trennsdule injiziert. Durch die unterschiedlichen
physikochemischen Eigenschaften der einzelnen Komponenten der Probe
interagieren diese unterschiedlich stark mit der festen Phase der Trenn-
sdule. Dadurch treten sie zeitlich versetzt aus der Sdule aus und werden
anschlieffend zur Detektion der Massenspektrometrie zugefiihrt.

Durch eine sich direkt anschlieffende Ionisierung der aufgetrennten
Komponenten tiber die Massenspektrometrie wird die Probe je nach
Ionisierungstechnik protoniert oder deprotoniert und anschliefiend
fragmentiert. Anhand der detektierten Masse-/Ladungsverhéltnisse (m/z)
dem Isotopenverhiltnis und den jeweiligen Fragmenten lassen sich
Riickschliisse auf die vermeindlichen Dopingsubstanzen und ihre Meta-

bolite schlieflen. Fiir einen direkten Nachweis werden Fragmentierungs-
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muster mit Mustern von Referenzsubstanzen, die zum Teil speziell fiir
diesen Nachweis synthetisiert werden, abgeglichen. [Huebschmann, 2008

Schinzer and Donike, 1993]

2.2.2. Immunoassay basierende Nachweismethoden fiir
die Detektion von Peptidhormonen und

Wachstumsfaktoren

Da Methoden der Chromatographie/Massenspektrometrie in der Dopingana

lytik fiir Substanzen in der Grofienordnung unter 8ooo Dalton Anwendung
finden, werden grofiere Molekiile, wie das luteinisierende Hormon, das
humane Choriongonadotropin oder das Erythropoetin (EPO), iiber einen
Affinitatsbindungsassay (Immunoassay) nachgewiesen. Das EPO Molekiil
mit einer Grofse von 165 Aminosduren und eine Masse von 34.000 Dalton
wird beispielsweise iiber die isoelektrische Fokussierung und Immunoblot-
Technik nachgewiesen. Bei der isoelektrischen Fokussierung wird der zu-
vor iiber einen Grofien cut-off zentrifugierte eingeengte Urin {iiber eine
Polyacrylamid Gelmatrix mit pH-Gradient in einem elektrischen Feld auf-
getrennt. Die so aufgetrennten EPO Molekiile werden auf eine Polyvi-
nylidenfluoridmembran (PVDF) transferiert und mit einem spezifischen
monoklonalen Antikdrper (EPO-mAK) inkubiert. Um das Hintergrundsi-
gnal fiir die anschlieflende Auswertung zu minimieren, wird der EPO-mAK
auf eine zweite PVDF-Membran geblottet und von einem markierten Se-
kundirantikérper gebunden. Uber eine Chemilumineszenzreaktion wird
der gebildete Komplex detektiert. [Lasne et al., 2007; [Lasne et al., 2002}
Lasne and de Ceaurriz, 2000]

Das rekombinante Humane Erythropoetin (rHUEPO) kommt in
verschiedenen Derivaten auf dem Markt vor, die biotechnologisch durch
Fermentation aus unterschiedlichen Zelllinien gewonnen werden. Diese
rhEPO-Derivate unterscheiden sich von der korpereigenen Variante
vorrangig durch ihr verdndertes Glykosylierungsmuster. Durch die
Manipulation mit der thEPO-Variante liegt im Korper eine reduzierte An-
zahl von korpereigenen EPO-Molekiilen vor, da dieser auf Grund des thEPO
seine Produktion reduziert. Das verdnderte Profil der EPO Banden wird so
sichtbar und fiihrt zu einem direkten Nachweis bei Missbrauch.

[WADA TD2013EPQO, 2013; [Peltre and Thormann, 2003} Lasne et al., 2002
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Bei der Gruppe der Peptidhormone und Wachstumsfaktoren (2.2 roter Kas-

ten S2) ist eine Analyse iiber einen Immunoassay wie beim EPO notwendig.

2.2.3. Funktionsweise der Antikorper und ihre Rolle in

Immunoassays

Immunoassays basieren auf Antikorper-Liganden-Interaktionen. Die hierfiir
notwendigen Antikorper erkennen das gesuchte Peptidhormon spezifisch
und ermoglichen so einen eindeutigen Nachweis auf dessen Anwesenheit.

Grundlage bildet hier die Entstehung und Herkunft der Antikorper. Sie
spielen eine wichtige Rolle in der Inmunabwehr von Wirbeltieren. Bei der
Entstehung im Koérper durchlaufen die Antikdrper einen komplexen Pro-
zess, um zu gewdhrleisten, dass sie keine korpereigenen Strukturen erken-
nen aber eine grofitmogliche Variabilitdt ihrer Erkennungsstruktur erhalten.
Somit steigt die Wahrscheinlichkeit eine fiir den Korper
unbekannte Struktur in Form eines neuen Immunogens zu erkennen und
eine Immunantwort auszuldsen. Die fiir Inmunoassays verwendeten Anti-
korper werden durch spezielle Inmunisierungstechniken mit Tieren, wie
Maiusen und Kaninchen gewonnen. Die Herstellung von monoklonalen
Antikorpern (mAK) stellt hierbei eine besondere Herausforderung dar.
Antikorper, wie das ImmunglobulinG (IgG) bestehen aus je zwei identi-
schen schweren- und zwei leichten Polypeptidketten. Zusammen bilden
sie die Quartdrstruktur des IgG, welche stark schematisiert als Y darge-
stellt wird. Am N-Terminus der vier Ketten befindet sich der variable
Bereich, an dem sich in den hypervariablen Regionen die epitopspezitfi-
schen Paratope befinden. Diese erkennen eine bestimmte Peptidsequenz
auf einem Antigen nach dem Schliissel-Schloss Prinzip. Diese Eigenschaft
der Paratop-Epitop-Bindung nutzt man in Affinitdts-Bindungs-Assays wie
Immunoassays. Durch das Immunisieren eines Tieres mit dem fraglichen
Antigen und die Verwendung eines Adjuvanz zur Verstarkung der Immun-
antwort bildet es dagegen Antikorper. Im Serum befindet sich zunéchst
eine Mischpopulation von Antikdrpern, welche gegen unterschiedliche
Epitope des Antigens gerichtet sind. Diese Mischpopulation, auch poly-
klonale Antikorper (pAK) genannt, bildet die Vorstufe zur Gewinnung von
monoklonalen Antikdrpern. Die Methode zur Herstellung dieser wurde
bereits 1975 von [Kohler and Milstein, 1975] beschrieben, wofiir sie 1984 den
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Nobelpreis fiir Medizin erhalten haben. Es handelt sich um Antikorper, die
von ein und demselben B-Zell-Klon gebildet werden. Wurde beispielsweise
eine Maus erfolgreich immunisiert und ihr Antigen spezifischer Antikorper-
Titer entspricht den Vorgaben, wird ihr die Milz oder die Lymphknoten
entnommen und daraus eine Einzelzellsuspension hergestellt. Diese beinhal-
tet zum grofiten Teil B-Zellen, die mit neoplastischen Myelomazellen zu
Hybridomazellen fusioniert werden. Die so entstandenen Hybridomazellen
besitzen die Moglichkeit der Antikorperproduktion und die Eigenschaft
der Immortalitdt. Durch eine anschliefsende HAT-Selektion (Hypoxanthin-
Aminopterin-Thymidin) {iberleben ausschliefilich die fusionierten Hybrido-
me. Nach zehn Tagen der HAT-Selektion werden die Antikorper bildenden
Hybridomazellen durch Einzelzellisolierung vereinzelt. Die daraus entste-
henden Hybridomazellklone produzieren Antikorper, die dasselbe Paratop
besitzen und geben diese in das Medium ab.

Durch die Verwendung von Tieren und Adjuvanzien zur Antikorperher-
stellung ist es moglich, Antikdrper gegen Peptide humanen Ursprungs zu
generieren. So ist es beispielsweise moglich, humanes Choriongonadotropin
(hCG-i) oder das Luteinisierende Hormon (LH) mit Antikorpern tiber Immu-
noassays aus Urin oder Serum zu messen. Fiir den biologischen Pass werden
neben dem Steroid Profil die Parameter des kleinen Blutbildes und die An-
zahl der Retikulozyten gemessen. Die Durchflusszytometrie stellt hierfiir
die grundlegende Technik dar. Das Blut wird als Zellsuspension durch
eine Mikrokanalkiivette in eine Durchflussmesszelle geleitet und mittels
mehrerer Laser verschiedener Wellenldngen vermessen. Die Durchfluss-
messzelle ist so dimensioniert, dass die Blutzellen den Strahlengang des
Lasers einzeln passieren. Das dabei entstehende Streulicht wird tiber ver-
schiedene Detektoren, wie den Forward-Scatter und Side-Scatter gemessen.
Hierbei bilden die unterschiedliche Grofie und Oberfldchenbeschaffenheit
der Blutzellen ein charakteristisches Bild und lassen sich so tiber Histo- und
Scattergramme klassifizieren. Weiterhin konnen verschiedene mit Fluoro-
phoren markierte monoklonale Antikorper unterschiedliche Epitope der
Zellen in einer Blutprobe binden und {iiber eine Fluoreszenz-Durchfluss-
zytometrie sichtbar gemacht werden. Die Methode dient dazu, homologe
(fremde Person) oder heterologe (nicht menschlichen Ursprungs) Bluttrans-
fusionen zum Zweck des Blutdopings aufzudecken.

Im Unterschied zur Durchflusszytometrie werden aus Blutproben neben
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dem Insulin dhnlichen Wachstumsfaktor-1 (IGF-1), dem humanen Wachs-
tumsfaktor (hGH) und einigen EPO Derivaten wie CERA auch Hematide,
Blutersatzmittel (engl. Haemoglobin-based oxygen carriers, HBOCs), das
humane Choriongonadotropin (hCG-i) und das Luteinisierende Hormon
(LH) tber Immunoassays gemessen. Solche Affinitdtsbindungsassays
werden als Antikorper basierende Nachweisverfahren in Enzyme-linked
Immunosorbent Assays (ELISA) angewendet. Der ELISA kann, je nach
Fragestellung welches Antigen nachgewiesen werden soll, als direkter, kom-
petitiver oder Sandwich Assay aufgebaut sein. Das konnen im Fall einer
Titerkontrolle, z.B. nach einer Impfung gegen Hepatitis B, die vom koérper-
eigenen Immunsystem gebildeten Antikorper sein. Letztere stellen dabei
die Messgrofie dar. Diese Titerkontrolle kann in einem direkten ELISA tiber-
priift werden. Uber ein Fiangermolekiil (Hepatitis B Fragment), das auf eine
Oberflache adsorptiv oder kovalent gebunden vorliegt, binden die sich im
Serum befindlichen Antikorper. Dieser so entstandene Antigen-Antikorper-
Komplex wird iiber einen weiteren markierten Antikorper erkannt und iiber
dessen Markierung sichtbar gemacht.

Die kompetitive Methode fiir Molekiile wie Haptene zeichnet sich durch
eine Konkurrenzreaktion aus. Die hier verwendeten Fangermolekiile sind
monoklonale Antikoérper. Die in der Probe befindlichen Antigene bin-
den in Konkurrenz mit einer hinzugegebenen definierten Menge mar-
kierter Antigene. Der Nachweis des unmarkierten Antigens einer Probe
steigt mit abnehmender Signalintensitdt der Messung proportional an. Der
Sandwich-Aufbau bildet die klassische Variante des Immunoassays. Ein
Antigen wird von einem Fangerantikorper spezifisch gebunden und von ei-
nem weiteren markierten Detektionsantikorper wie ein Sandwich
umschlossen. Die Intensitidt des Signals entspricht der Konzentration des
gesuchten Antigens. Fiir die in dieser Arbeit nachzuweisenden Peptid-
hormone hCG-i und LH, soll der Sandwich-Aufbau auf ein Mikroarray
Format portiert werden. Hierbei stehen die Kreuzreaktivitit und die
Spezifitat des Aufbaus fiir den Multiplexansatz mit unterschiedlichen

Probenmatrizen im Vordergrund.
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2.3. Peptidhormone als Kandidaten fiir die
Entwicklung eines Multiparameter
Dopingtests

Peptidhormone, die in der Dopinganalytik bereits iiber Affinitatsbindungs-
assays nachgewiesen werden, sind fiir die Portierung auf einen Mikroarray
basierenden Multiparameter Dopingtest geeignet. Durch die Verwendung
von unterschiedlichen monoklonalen Fangerantikdrpern (mAK) ist es mog-
lich, einen Multiplex-Aufbau zu konstruieren. Aufgrund der Spezifitat fiir
das Erkennen eines einzelnen Epitops, konnen mAK gezielt das Peptidhor-
mon aus einer komplexen Matrix binden. Das Auftreten von Kreuzreakti-
vitdt muss ausgeschlossen werden, um keine falsch positiven Signale zu
generieren. Bei der Verwendung von polyklonalen Antikdrpern kann es
zur unspezifischen Erkennung von weiteren Serumbestandteilen (Matrix
Effekte) kommen und folglich zu falsch positiven Signalen. Wahlt man als
Basis die Mikroarray-Technologie, bei der eine Vielzahl von Spots unter-
schiedlicher monoklonaler Fangerantikorper auf eine Oberfldche gespottet
werden, konnen aus einer Probe gleichzeitig mehrere Antigene in Form
von Peptidhormone auf den unterschiedlichen Spots detektiert werden.
Bereits verbreitete Anwendungsgebiete erreicht der Bereich der Mikroarray-
Technologie, bei dem Nukleinsduren als Probenmaterial fiir Genexpressions-
analysen oder Nachweise von Einzelnukleotid-Polymorphismen eingesetzt
werden. [Andresen and Bier, 2009; Bier et al., 2008] Die Miniaturisierung
einer ELISA-Methode durch die Mikroarray-Technologie ermoglicht einen
hohen Parallelisierungsgrad bei gleichzeitig reduziertem Zeitaufwand und
Probenmaterial. Grofies Potential besteht ebenfalls fiir die Integration in ein
mobiles Messgerdt um vor-Ort-Messung (PoC) zu realisieren.

Ein solcher PoC-Test soll so aufgrund des Multiplexansatzes eine Vielzahl
von Dopingmitteln bereits Minuten nach dem Zeitpunkt der Probenahme
ermitteln. Resultierend daraus kann der Sportler unmittelbar nach Vorlage
der Ergebnisse mit einer Schutzsperre sanktioniert und weitere bestédtigende
Analysen im Labor vorgenommen werden. Als Matrix fiir einen solchen
Nachweis iiber den Multiplexansatz konnen Urin, Blut oder Serum die-
nen. Ziel einer solchen PoC Messung ist, neben einem zeitnahen Ergebnis

auch die Verringerung des bendtigten Probevolumens, die Reduzierung
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der Kosten und die Erhthung der Testdichte. Als Beispiel konnte so bei
sportlichen Grofiveranstaltungen wie Olympia oder Weltmeisterschaften
jeder Teilnehmer zu jedem beliebigen Zeitpunkt kontrolliert werden. Bereits
gut untersuchte Dopingparameter sind das Luteinisierende Hormon (LH)
und das humane Choriongonadotropin (hCG-i), die fiir madnnliche Sportler

zu jeder Zeit verboten sind. [WADA, 2004al

2.3.1. Das Luteinisierende Hormon (LH) und seine Rolle

als Dopingmittel

Das luteinisierende Hormon besteht aus einer unspezifischen 92 Ami-
nosduren (AS) langen o-Untereinheit und einer fiir das LH spezifischen
121 AS grofien 3-Untereinheit. Die unspezifische a-Untereinheit ist ebenso
Bestandteil weiterer Peptidhormone wie das Follikelstimulierende Hormon
(FSH), Humanes Choriongonadotropin (hCG-i) und Thyreotropin (TSH).
[Talmadge et al., 1984] Im weiblichen Korper wird das LH in dem Hypophy-
senvorderlappen gebildet und reguliert die Ovulation. [Hunter et al., 2004
Die Steroid-Biosynthese wird durch die Hypothalamus-Hypophyse-Testikel-
Achse reguliert. Im ménnlichen Korper stimuliert das LH die Testosteronbil-
dung in den Leydig-Zwischenzellen des Hodens und die Spermienreifung.
[Rommerts et al., 2004; Rao, 2001] Die Bildung von LH wird durch das am
Gonadotropin-Releasing Hormon Rezeptor (GnRH1) bindende Hormon
Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH) am Hypophysenvorderlappen
reguliert. [Cone et al., 2003} Van Vugt et al., 1985] Das so sezernierte LH
wird iiber den Blutkreislauf zu den Leydig-Zellen des Hodens transportiert,
wo es an dem Luteinisierenden Hormon Rezeptor (LH-Rezeptor) bindet
und die Synthese von Androgenen, wie Testosteron, induziert. Testoste-
ron wird durch schrittweises Umsetzen von Cholesterin tiber Pregnenolon
und Progesteron gebildet. [Svechnikov et al., 2010] Der LH-Rezeptor wird
durch die Bindung von LH oder hCG-i aktiviert, was wiederum zur Ak-
tivierung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors (GPCR) fiihrt, der im
Zellinneren direkt mit dem LH-Rezeptor verbunden ist. Die durch das
Signal induzierte Konformationsanderung des GPCR bewirkt eine Ablo-
sung einer Untereinheit des GPCRs, die zur Aktivierung von Adenylyl-
Zyklase und damit zur Bildung von cAMP fiihrt. Das gebildete cAMP wirkt
auf Transkriptionsfaktoren, die die Bildung von Testosteron induzieren.
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[Ascoli et al., 2002; Ryu et al., 1998]

Ist der Testosteron Spiegel durch Testosterondoping erhoht, inhibiert die-
ses Testosteron die Produktion des GnRH im Hypothalamus.
[Pitteloud et al., 2008] Mit Ausbleiben des GnRH wird kein LH im Hypo-
physenvorderlappen gebildet und die Aktivierung des LH-Rezeptors in den
Leydig-Zellen bleibt aus. Testosteron wirkt somit als Antagonist in Form
eines negativen Feedback auf die Bildung von LH. [van Breda et al., 2003
Das Potential, hier als Dopingmittel missbraucht zu werden, besteht darin,
die endogene Testosteron- und Epitestosteron-Produktion zu erh6hen und
dabei den Quotient von T/E nicht zu verdndern. Bei Doping mit Testosteron
steigt dieser T/E Quotient zu Gunsten des gemessenen Testosterons an
und die endogene Produktion von Testosteron und Epitestosteron wird
unterdriickt. [Anderson et al., 1997] Ab einem Verhiltnis von Testosteron
zu Epitestosteron von 4/1 oder einer Konzentration von 200 ng/mL fiir
Urin mit einer Dichte von 1,02 g/ml spricht man von einem auffilligen
Befund. [WADA, 2004b] Testosteron bindet an den Androgenrezeptor, ein
Transkriptionsfaktor, der beim Menschen fiir die Auspragung des mannli-
chen Erscheinungsbildes und Verhalten verantwortlich ist.[Kicman, 2008]
Das Epitestosteron ist das 17-alpha-Epimer des Testosterons und besitzt
keine nachgewiesene androgene Aktivitit. [Dehennin and Matsumoto, 1993]
Im Korper betrdgt die Produktionsrate von Epitestosteron zu der des Testo-
sterons unter 5%. [Basaria, 2010; Wilson and Lipsett, 1966] Da ein von aufien
zugefiihrtes Epitestosteron keine androgene Wirkung hat, aber einen Stero-
idmissbrauch durch Erniedrigen des T/E Verhdltnisses verschleiern kann,
steht es als Maskierungsmittel auf der Verbotsliste der WADA. Nachgewie-
sen werden kann ein solcher Missbrauch durch die CG/MS und eine zusétz-
liche 13C/12C Isotopen-Verhiltnis-Massenspektometrie (IRMS), welches die
Isotope der Kohlenstoff-Atome der Steroide analysiert. [Cawley et al., 2009;
Cawley and Flenker, 2008|] Die nicht im eigenen Korper synthetisierten
Steroide weisen aufgrund ihrer Herkunft ein verdndertes 13C/12C Isotopen-
Verhiltnis auf, was auf einen exogenen Ursprung hindeutet. Die Verwen-
dung von LH als leistungssteigerndes Mittel regt die endogene Testoste-
ron/Epitestosteron Produktion an und gilt als indirekte Form des Androgen-
Dopings. [Handelsman et al., 2009

Da das Nachweisverfahren fiir Testosteron-Doping mit exogenen Testo-

steron und Epitestosteron ein verdndertes T/E- oder 13C/12C Isotopen-
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Verhiltnis detektiert und LH keinen dieser Parameter verdndert, muss fiir
das LH ein separater Nachweis erfolgen. Uber einen Immunoassay kann
die LH-Konzentration bestimmt werden. Im Korper werden das LH und
das hCG-i mit zwei unterschiedlich schnellen Prozessen abgebaut. Die Halb-
wertzeit im ersten Prozess von humanen LH in Serum/Urin ist mit >20 min
im Vergleich zu hCG-i >11 h verhéltnismafSig kurz. Im zweiten, dem langsa-
meren Prozess, betrdgt die Serum-Halbwertzeit fiir LH >230 min und fiir
das hCG-i >23 h. [Kicman et al., 1991; [YEN et al., 1968] Rekombinantes LH
(rLH) weist aufgrund unterschiedlicher Glykosylierungen und dem Anteil
an Sialinsdure eine 40% hohere Serum-Halbwertzeit auf als natiirliches
LH, was das Zeitfenster fiir eine Detektion vergrofert. [Wide et al., 2010]
Um einen androgenen Effekt zu erzielen, muss das LH (>10.000 IU) in
entsprechend kurzen Abstdnden bis hin zu mehreren tdglichen Dosen hoch-
dosiert appliziert werden. [Handelsman et al., 2009; Mulligan et al., 2001}
le Cotonnec et al., 1998] Stenman beschreibt als maximal effektiv im Vergleich
zu Sicherheit eine Einzel-Dosis von rLH von 15.000-30.000 internationale Ein-
heiten (IU). Eine solche Dosis entspricht im Korper 5.000 IU/L gemessenem
hCG-i im Urin, was um den Faktor 1.000 hoher ist als der Grenzwert von
5 IU/L. [Stenman et al., 2006]

Eine im Korper erhohte LH Konzentration bei niedrigen Testosteron-
Werten kann auf eine Insuffizienz der Hoden zuriickgefiihrt werden. Durch
eine genetisch bedingte Androgenresistenz bis hin zur testikuldren Femi-
nisierung kann es zu einer erhdhten LH- und Testosteron-Konzentration
im Korper kommen. Hierbei kann aufgrund der verdnderten Struktur an
den Androgenrezeptoren das Testosteron nicht binden und so nicht andro-
gen wirken. In beiden Féllen wiirde ein LH-Immunoassay ein auffélliges
Ergebnis liefern. Aufgrund des Krankheitsbildes wiirde dieser Sportler bei
jedem Test auf LH positiv sein, was eine Ausnahme Regelung bewirkt. Einen
Vorteil haben diese Sportler aufgrund der fehlenden androgenen Wirksam-
keit von Testosteron nicht. Weiterhin kann iiber einen niedrigen LH-Wert
in Kombination mit einer auffillig hohen Testosteron-Konzentration der

Verdacht auf Testosterondoping bestehen.
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2.3.2. Das humane Chorionogonadotropin (hCG-i) und

seine Rolle als Dopingmittel

Das hCG-i besteht ebenso wie das LH aus zwei Untereinheiten. Dessen
unspezifische o-Untereinheit mit g2 AS und einem Molekulargewicht von
14.000 Da ist identisch mit der des LH, TSH und FSH. Die fiir das hCG-i
spezifische 3-Untereinheit setzt sich aus 145 AS zusammen, das MW be-
tragt 23.500 Da [Birken ef al., 2003] und besitzt zu 82% Aminosdurese-
quenzhomologien zu der B-Untereinheit des LH. [Perera-Marin et al., 2007;
Talmadge et al., 1984; Pierce and Parsons, 1981] Das C-terminale Ende
der B-Untereinheit besitzt 4 O-Glykolysierungen maskiert von Sialinsdure
die Einfluss auf die Serumhalbwertzeit haben, welche sich dadurch ver-
langert. [Handelsman et al., 2009; Gervais et al., 2003} [Rosa et al., 1984]
Synthetisiert wird das hCG-i im Gegensatz zum LH in der Plazenta der
Frau wihrend des ersten Trimesters einer Schwangerschaft. Bei Mann
und nichtschwangeren Frauen betrdgt die geringe Genexpression fiir bei-
de Untereinheiten des hCG-i 3 — 10% anteilig der des LH und kommt
in Hoden, Brust, Prostata, und Skelettmuskulatur vor. [Bellet et al., 1997;
Alfthan et al., 1992 Fiir therapeutische Zwecke kann hCG-i aus dem Urin
von Schwangeren oder rekombinant aus einer immortalisierten Zelllinie
von Ovarien des chinesischen Hamsters gewonnen werden. Beide Formen
besitzen unterschiedliche Glykolysierungen, die Einfluss auf die Serum-
halbwertzeit haben. Therapeutisch wird hCG-i bei kiinstlicher Befruchtung
angewendet. [Stenman et al., 2006] Aufgrund seiner Homologie bindet das
hCG-i ebenfalls an dem LH-Rezeptor und aktiviert den Signalweg fiir die
Testosteronbildung. [Ryu et al., 1998] Im ménnlichen Korper betrdgt die
Serumhalbwertzeit des exogenen hCG-i mehr als 11 h. Der daraus resultie-
rende Effekt auf die Steroid-Biosynthese durch die ldngere Bioverfiigbarkeit
macht das hCG-i als Dopingmittel relevant. [Kicman et al., 1991] Uber
den Urin werden neben dem hCG-i mit seinen a- und -Untereinheiten
auch teilweise degradiertes oder nicked hCG (hCGn) bzw. nicked -hCG
(hCG-B-n) und ein sogenanntes 3-core Fragment (hcg-B-cf) ausgeschieden.
[Stenman et al., 1993

Das Auftreten dieser Fragmente des hCG-i macht einen spezifischen
Nachweis aus Urin schwieriger und die Auswahl der Fangerantikorper

aufwendiger. Griinde fiir einen natiirlich erhohten hCG-f Wert konnen
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verschiedene Tumore der Keimdriisen (Hodenkrebs) oder Plazenta sein.
[Stenman et al., 2004] In diesem Fall wiirde ein Dopingtest fiir hCG-i einen
auffilligen Befund liefern.

Uber den in dieser Arbeit zu entwickelnden Schnelltest soll neben LH und
hCG-i auch den fiir Tumore der Keimdriisen als Tumormarker geltenden
hCG-3 Wert iiber einen Muliplex-Ansatz gemessen werden, um zwischen

Tumor und Doping zu unterscheiden.

2.3.3. Varianten dieser Peptidhormone und

pharmakologische Grenzwerte

Als Tumormarker bei Hodentumor dient die 3-Untereinheit des hCG-i. Diese
hCG-B Untereinheit wird unter anderem von Tumoren der Keimdriisen ge-
bildet und kann im Serum oder Urin detektiert werden. [Stenman et al., 2004]]

Weitere Moglichkeiten sind die Messung von hCG-$ im Rahmen des
ersten und zweiten Trimester-Screenings bei Verdacht von Trisomie 21 eines
ungeborenen Kindes. [Malone et al., 2005; Macri et al., 1990] Die Referenz-
werte von hCG-i und hCG-3 werden sowohl in internationalen Einheiten (IU)
pro Liter als auch pmol/L angegeben. 1 IU hCG-i entspricht dabei 0,11 pg
und 2,9 pmol. Beim hCG-§ entsprechen 1 IU gleich 1 ng und 42,5 pmol
[Stenman et al., 2006; Stenman et al., 1993]]. Die Konzentrationen korrelieren
stark zwischen Serum/Plasma und Urin. [Stenman et al., 2006] Das LH
wird ebenfalls in IU/L angegeben. Hier ist der Umrechnungsfaktor von
der konventionellen Einheit hin zur SI-Einheit 7. ([Hiort et al., 2010]; Seite
77, Tabelle 5.2) Grundlegend hierfiir ist die Annahme, dass die molare
Konzentration nicht die Bioaktivitdt widerspiegelt. Unterschiedliche Gly-
kolysierungen haben einen geringen Effekt auf die Immunreaktivitit aber
einen deutlichen Effekt auf die Bioaktivitit. [Birken et al., 2003] Die Refe-
renzwerte im Serum und Plasma bei Ménnern sind fiir das LH 1,7-8,6 IU/L
und < 3 IU/L fiir das hCG-i und das hCG-B. [Heil and Ehrhardt, 2007]
Bei Dopingkontrollen liegt der Grenzwert im Urin fiir hCG-i bei 5 IU/L.
[WADA, 2011]

Zusammenfassend lassen sich die angefiihrten Argumente der Notwen-
digkeit von Dopingkontrollen und das Potential, einen Schnelltest auf Basis

der Mikroarray-Technologie zu entwickeln, in dieser Arbeit kombinieren.
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2.4. Technisches Konzept

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung einer parallelen Mehrkomponenten-
analyse von hCG-i und LH als Dopingparameter {iber Antigen-Antikorper-
Reaktionen. Im Fokus soll hierbei die Machbarkeit eines Multiparameter-
Ansatzes liegen, um parallel verschiedene Dopingparameter zu messen. Bei
dem zu entwickelnden Assay soll ein geringes Probevolumen von unter
100 ul verwendet werden. Ebenfalls soll die Versuchszeit minimiert wer-
den, um schnellstmoglich verwertbare Ergebnisse zu erhalten. Die hierfiir
gewdhlten Peptidhormone: das LH, das hCG-i und dessen 3-Untereinheit
(hCG-B) sind in ihrer Primérstruktur partiell gleich und wurden bisher
nicht parallel in Form eines Multiplexansatzes gemessen. Zur zweifelsfreien
Bestimmung eines Dopingvergehens ist es zwingend notwendig, die drei
Varianten in Plasma, Serum oder Vollblut nachweisen zu konnen. Nur so ist
die Unterscheidung eines potentiellen Arzneimittelmissbrauchs von einem
moglichen Tumor gewdhrleistet. Der entwickelte Assay soll nach einer Vali-
dierungsphase, die das Hauptaugenmerk dieser Arbeit darstellt, zukiinftig
in ein Point-of-Care Testsystem wie das der Fraunhofer In-vitro-Diagnostik
Plattform (IvD) implementiert werden. [Schumacher et al., 2012]

Als spezifisches Detektionselement soll ein Antigen-Antikorper System
gewdhlt werden, das den Nachweis iiber Fluoreszenz markierte Sekun-
déarantikorper erbringt. Die in Frage kommenden Antikorper fiir diesen
Sandwich-Assay werden zunéchst hinsichtlich ihrer Spezifitit und Kreuzre-
aktivitat tiber Western Blot gepriift. Die fiir den weiteren Prozess in Frage
kommenden Antikorper werden auf dem Mikroarray mit unterschiedli-
chen Probenmatritzen auf Glasobjekttragern validiert. Im Vergleich zum
herkdmmlich verwendeten ELISA kann iiber die Verwendung eines Mi-
kroarrays eine Vielzahl von Messungen parallel aus einer einzigen Probe
gewonnen werden. Durch die von Roger Ekins bereits Ende der 8oer Jahre
beschriebenen ambient analyte theory fiir Ligandenbindungsassays, ldsst sich
durch Miniaturisierung eines oberfldchenbasierenden Assays eine hohere
Sensitivitdt erreichen, weshalb in diesem Kontext ein Mikroarray als As-
sayformat verwendet werden soll. [Ekins, 1989; Ekins et al., 1989] Fiir die
Verwendung von Mikroarrays auf Glasobjekttragern ist eine Modifikation
in Form einer Silanisierung der Glasflache notwendig. Mafigeblich fiir die

in dieser Arbeit ausgewidhlten Modifizierung fiir die Glasobjekttrager ist die
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Vergroflerung des Kontaktwinkels und die Hintergrundfluoreszenz, die im
Vergleich zu der Fluoreszenzintensitdt der Mess- und Kontrollspots nach
durchgefiihrten Assay moglichst gering sein sollte. Neben der Untersuchung
des Detektions- und Quantifizierungsgrenzwertes im Puffersystem soll in
anschliefenden Versuchen die Lagerstabilitdt des Mikroarrays tiber einen
Zeitraum von zwolf Wochen sowie eine Performance-Analyse durchgefiihrt
werden. Bereits in diesem Validierungsstadium werden neben dem Puffer-
system auch komplexe Standardproben in Form von Serum und Blut direkt
und unter Zusatz der Peptidhormone (LH, hCG-i und hCG-3) gemessen. Fiir
einen Dopingschnelltest als Point-of-care-Variante in der IvD-Plattform sind
die Lagerstabilitiat des Mikroarray und die daraus resultierenden Ergebnisse
mafigebend. Behandelte Standards versetzt mit den betreffenden Parame-
tern haben nur eine bedingte Aussagekraft. Hierfiir soll dieser Test aus einer
Stichprobe mit Plasmaproben von zwei weiblichen und einer ménnlichen
Person angewendet und die Leistungsfdhigkeit untersucht werden. Eine der
weiblichen Personen befand sich zum Zeitpunkt der Probenahme im zweiten
Trimester einer Schwangerschaft. Die Untersuchung dieses Kollektivs dient
dazu, Interferenzen bei spédteren Dopingproben auszuschliefien, da Sportler,
die die genannten Merkmale (hCG-f3) aufweisen, nicht als positiv ermittelt
werden sollen. Abschliefiend sollen tiber eine Performance-Analyse 130
Serumproben iiber einen Einfach-Blind-Ansatz mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen der drei Peptidhormone versetzt und vermessen werden. Eben-
falls sollen bereits analysierte Proben aus Dopingkontrollen, die fiir For-
schungszwecke zu Verfiigung gestellt wurden, mit dem hier entwickelten
Assay getestet und verglichen werden. Fir die Auswertung dieser
Performance-Analyse soll die Receiver-Operating-Characteristic (ROC) Ana-
lyse zur Validierung und Optimierung analytischer Systeme angewendet
werden.
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Auswahl der Peptidhormone

luteinisierendes Hormon (LH)
humanes Choriongonadotropin (hCG)
humanes Choriongonadotropin-beta (hCG-03)

Auswahl geeigneter Antikorper

monoklonale Fangerantikorper
polyklonale Detektionsantikbrper
polyklonale Sekundarantikorper

Kreuzreaktivitatstest Western Blot
Identifizieren einer optimalen
Antikérper Kombination
/

Ermitteln der Nachweis- und Bestimmungs-
grenze LOD / LOQ auf dem Mikroarray

Messen von Referenz- und Realproben
(Serum / Blut)

Ausschluss von Matrixeffekten

Performance Analyse

einfacher Blind-Ansatz

Stabilitatstest auf Mikroarray 12 Wochen

Messen von Kontroll- und
Referenzproben (Serum / Blut)

Abb. 2.3.: FlieRschema der Arbeit Uberschriften kennzeichnen den jeweiligen Arbeits-
schritt, konkretisiert durch die in den hellblauen Kasten dargestellten Kom-
mentare.
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3. Material und experimentelle
Arbeiten

3.1. Materialien

3.1.1. Verwendete Gerate, Verbrauchsmaterialien,

Chemikalien, Antikorper/Peptidhormone und

Software
Tab. 3.1.1.: Geridte

Gerateart Bestell-Nr. Hersteller /Vertrieb
GieRvorrichtung 8 x 10 cm 10665103 Thermo Fischer Scientific,
SDS-Gel Schwerte
Mikrotitration Kamm, 18 10041742 Thermo Fischer Scientific,
Taschen 1 mm Schwerte
Gelelektrophoresekammer 10550503 Thermo Fischer Scientific,
"Mighty Small 11" Schwerte
Western Blot - Blotapparatur Eigenbau MPI MolGen, Berlin
sciFLEXARRAYER S11 Scienion AG, Berlin
TECAN LS-Reloaded TECAN, Crailsheim
16-Well Inkubationskammer 10486046 Maine Manufacturing, USA
FAST Frame Mikroarray Halter 10486001 Maine Manufacturing, USA
BCR604 Reader IPM FhG, Freiburg
Schittler ELMI S3.01 ELMI Ltd., Lettland
Kombischuttler KL 2 6115000 E. Biihler GmbH, Hechingen
Vortex-Genie 2 (Model G560E)  SI-0256 Scientific Industries, USA
Rollenschiittler 444-0819P VWR, Darmstadt
Vakuum Verpackungsmaschiene BOSS, Bad Homburg
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Tab. 3.1.2.: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialart Bestell-Nr. Hersteller

Nitrozellulose Membran RPN203E GE Healthcare Life Sciences,
Freiburg

Filterpapier 3030917 GE Healthcare Life Sciences,
Freiburg

Proteinleiter-Mix 26619 Thermo Fischer Scientific,
Schwerte

Glasobjekttrager 631-1316 VWR-International, Dresden

Simple-Slide (TOPAS) SL000001 ibidi GmbH, Martinsried

50 ml Reaktionsgefald 91050 TPP Techno Plastic Product
AG, Klettgau

15 ml Reaktionsgefals 91015 TPP Techno Plastic Product
AG, Klettgau

2,0 ml Reaktionsgefald S1620-2700 STARLAB, Hamburg

1,5 ml Reaktionsgefall S1615-5550 STARLAB, Hamburg

0,5 ml Reaktionsgefal® S1605-0000 STARLAB, Hamburg
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Tab. 3.1.3.: Chemikalien und

3.1. Materialien

Losungen
Bezeichnung Bestell-Nr. Hersteller
4-Chlor-1-naphthol (8890 Sigma-Aldrich, Steinheim
Ammonium Persulfate (APS) 161-0700 Bio-Rad, Miinchen
Milchpulver 170-6404 Bio-Rad, Miinchen
Phosphate Buffered Saline (PBS) L 182-01 Biochrome, Berlin
Rotiphorese Gel 3029.1 Roth, Karlsruhe
Tetramethylethylendiamin 15596026 Invitrogen, Darmstadt
(TEMED)
Western Blue 53841 Promega, Mannheim
Ponceau S - Ldsung A2935.0500 Applichem, Darmstadt
Tris(hydroxymethyl)-aminome- 648309 Merck, Darmstadt
than (TRIS)
Natriumdodecylsulfat (SDS) A1502,1000 Applichem, Darmstadt
Glycerol 356350-500mll Merck, Darmstadt
beta-Mercaptoethanol 444203 Merck, Darmstadt
Bromphenolblau 1081220025 Merck, Darmstadt
Natriumcarbonat 1063920500 Merck, Darmstadt
Natriumhydrogencarbonat 1063290500 Merck, Darmstadt
Tween 20 A4974,0250 Applichem, Darmstadt
Glycin 3570-500GM Merck, Darmstadt
Aceton 20.065.327 VWR, Dresden

3-Glycidoxypropyltrimethoxysilan
(GLYMO)

3-Aminopropyltriethoxysilan
(APTES)

entionisiertes Wasser

440167-100ML

A3648-500ML

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

HAUSANLAGE
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Tab. 3.1.4.: Fanger-, Detektions- und Sekundarantikérper

Wirt Hersteller Sub- Katalog Lot#/ Batch
klasse Nr. Klon#

Fangerantikor-
per
anti-LH 8 Maus Fitzgerald lgG 10-L15A M94186 711
anti-hCG B Maus Fitzgerald  IgGl  10-C25C  M705159 3814
anti-hCG B Maus Fitzgerald  I1gGl  10-C25H M94141 145
anti-hCG B Maus Fitzgerald  IgGl  10-C25FS M15294 3910
anti-PSA Maus Fitzgerald  IgGl  10-P20B  M612152 210
anti-CRP Maus Meridian lgGl  MB86842M 4B04213/C2
Detektionsanti-
korper
anti-LH Ziege Fitzgerald 70-XG60  X8013599
anti-hCG a Ziege Fitzgerald 70-XG35S  X11030601
anti-hCG a Ziege Fitzgerald 70-XG35
anti-hCG B Ziege Fitzgerald 70-XG45  X8013658
anti-hCG B Ziege Fitzgerald 20-CG35  P8013411
anti-CRP Ziege Meridian K62350G  2C06105
Markierte
Sekundiranti-
korper
Alexa Fluor®647- Maus Jackson lgG  205-605- 99752
konjugierter anti- Immuno- (H&L) 108
Ziege Research
DyLight™649- Maus  Jackson lgGlk 213-492- 98624
konjugierter Immuno- 177
anti-Schaf Research
Cy™5- Schaf  Jackson lgG 515-175- 78866
konjugierter Immuno- 071
anti-Maus Research
ALP-konjugierter Ziege Sigma lgG A1293
anti-Maus
HRP-konjugierter Kanin- Sigma lgG A5420
anti-Ziege chen
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Tab. 3.1.5.: Peptidhormone und Probenmaterial
Wirt Hersteller Katalog Lot#/
Nr. Klon#

Peptidhormone
humanes luteinisierendes human Fitzgerald  30-AL20S  A07022713
Hormon
humanes Choriongonado- human MPBio 150683 212068301
tropin intakt
humanes Choriongonado- human Fitzgerald ~ 30-AC50S  A07022708
tropin 8
Referenzmaterial
Serum Immunoassay RANDOX  1A2640
Premium Level 3
Serum Seronorm human SERO 203005 1003179
Human High
Serum Basis-line human Medidrug 40151 BB147
Leerserum
Serum Basis-line Medidrug 40161 BC205
Leervollblut
Kontroll-Kollektiv
Serum mannlich human intern
Serum weiblich human intern
Serum weiblich schwanger human intern
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Tab. 3.1.6.: Software

Softwareart Softwarebezeichnung Hersteller
Laborsteuerungs- BCR604 System Plattform  Fraunhofer Institut fiir physikali-
software sche Messtechnik, Freiburg

Bildbearbeitungs-
software

Laborsteuerungs-
software

Kalkulations-
software

Microarray-
Analyse-Software
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BCR604 Image Analysis
sciFLEXARRAYER
2.07.002

Origin 8.5G

ArrayPro 4.5

Fraunhofer Institut fiir physikali-
sche Messtechnik, Freiburg
Scienion AG, Berlin

OriginLab, USA

Media Cybergenetics, USA



3.2. Experimentelle Arbeiten

3.2. Experimentelle Arbeiten

3.2.1. Ermitteln der Antikorper-Spezifitat iiber Western
Blot Versuche

Hierfiir wurden zunédchst das LH, hCG-i, hCG-§, Serum Immunoassay
Premium Level 3, Serum Basis-line Leerserum sowie das Blut Basis-line
Leervollblut {iber die denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) in ihrer Molekularmasse aufgetrennt [Laemmli, 1970] und
im Anschluss auf eine Nitrozellulose Membran transferiert. Fiir die de-
naturierende SDS-PAGE sind 15% SDS-Trenngele mit 5% SDS-Sammelgel
und einem Mikrotitrations-Kamm (18 Taschen, 1 mm) in einer Grofse von
10 X 8 cm mit der Giefsvorrichtung fiir SDS-Gele angefertigt worden.
(siehe Gelzusammensetzung: Nach dem Auspolymerisieren der Gele,
wurden diese iiber Nacht mit bi-dest. H,O getrdnkten Tiichern und Frisch-
haltefolie umwickelt und bei 4°C gelagert. Fiir die Probenvorbereitung
der SDS-PAGE wurden die Peptidhormone und das Referenzmaterial mit
1 x PBS wie folgt verdiinnt und mit Probenpuffer versetzt. (Tab.
Anschliefsende wurden die Proben bei 95°C fiir 5 min aufgekocht. Diese
werden nach dem Abkiihlen auf Eis zu je 10 ul pro Tasche in die Gele
pipettiert und bei einer Stromstédrke von 120 V fiir 60 min aufgetrennt. Zur
Feststellung der Beladung der SDS-Page wurde ein Vorversuchsgel in der
Coomassie-Farbelosung fiir 30 min auf dem Kombischiittler bei 100 rpm
inkubiert. Das anschlieflende Entfarben mit der Coomassie-Entfarbelosung
wurde ebenfalls auf dem Kombischiittler bei 100 rpm fiir 30 min und
mehrmaligem Wechseln der Entfarbelosung durchgefiihrt. Die fiir den Wes-
tern Blot benotigten Gele wurden nicht mit Coomassie angefarbt. Der sich
dem SDS-PAGE anschlieflende Western Blot ist nach dem Semi-Dry Verfah-
ren durchgefiihrt worden. Hierfiir wurden 1,5 mA/cm? fiir go min an die
Blotapparatur angelegt. Die angelegte Stromstdrke berechnet sich aus der Ge-
samtflache aller auf der Blotapparatur befindlichen Gele. Durch den Strom
werden die zuvor der Grofie nach getrennten Proteine auf die Nitrozellulose
Membran transferiert. Die Nitrozellulose Membranen werden im Anschluss
fiir 15 min in einer Schale mit Ponceau S auf den Schiittler bei 100 rpm
Schwenkbewegung gelegt. Um unspezifische Bindungen der Antikorper
zu minimieren und das Hintergrundsignal zu verringern, wurden die

Nitrozellulose Membranen {iiber Nacht bei 4°C geblockt. Hierfiir wurde
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3. Material und experimentelle Arbeiten

Tab. 3.2.1.: Gelbeladung der Peptidhormone und Referenzmaterial fiir den
SDS-PAGE Vorversuch und der SDS-PAGE fiir den Western Blot.
Fiir die entsprechenden Taschen wurde jeder Probe (8 pl) 2 pl Probenpuffer
zugegeben. Der Marker wurde mit 5 pl aufgetragen.

SDS-PAGE Vorversuch SDS-PAGEWestern Blot

Peptidhormone/- Tasche Verdiin- Konz. Tasche Verdiin- Konz.

Probe nung in nung in
mU/ml mU/ml

Proteinleiter-Mix M - - M - -

hCG-i 1 - 14.000 1 - 14.000

hCG-8 2 - 1.000 2 - 1.000

LH 3 - 14.285,7 3 - 14.285,7

Serum Immunoas- 4 - - 4 1:20 -

say Premium Le-

vel 3

Serum Seronorm - - - 5 1:20 -

Human High

Blut  Basis-line - - - 6 1:20 -

Leervollblut

Proteinleiter-Mix M - - M - -

hCG-i 5 1:10 1.400 1 - 14.000

hCG-B 6 1:10 100 2 - 1.000

LH 7 1:10 1.42857 3 - 14.285,7

Serum Immunoas-

say

Premium Level 3 8 1:10 - 4 1:20 -

Serum Seronorm 9 1:10 - 5 1:20 -

Human High

Blut  Basis-line 10 1:10 - 6 1:20 -

Leervollblut

Proteinleiter-Mix M - - M - -

jede Nitrozellulose Membran in ein 50 ml Reaktionsgefafl mit der Proteinsei-
te nach innen hineingelegt und in 1 x PBS + 0,05% Tween + 10% Milchpulver
auf dem Rollenschiittler inkubiert. Durch zweimaliges Waschen der Mem-
branen mit dem Waschpuffer wurden diese fiir die Inkubation mit den
Detektionsantikorpern (Tab. vorbereitet. Die Antikorper wurden auf
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eine Konzentration von 1 ng/ml in Blockpuffer verdiinnt und mit jeweils
einer Membran fiir go min bei 4°C auf dem Rollschiittler inkubiert. Nach
erneutem zweimaligem Waschen der Membranen mit dem Waschpuffer
wurden diese mit dem Sekundérantikorper (1 pg/ml in Blockpuffer) fiir
60 min bei 4°C auf dem Rollenschiittler inkubiert. (Tab.

Tab. 3.2.2.: Western Blot Versuchsanordnung

Membran Detektionsantikorper Sekundarantikérper 1 pg/ml
1 pg/ml

1 hCG-B mAK 10-C25C ALP-konjugierter Ziege anti-Maus
A1293

2 hCG-B mAK 10-C25FS ALP-konjugierter Ziege anti-Maus
A1293

3 Kontrolle ALP-konjugierter Ziege anti-Maus
A1293

4 LH mAK 10-L15A ALP-konjugierter Ziege anti-Maus
A1293

5 Kontrolle HRP-konjugierter Kaninchen anti-
Ziege A5420

6 hCG-a pAK 70-XG35S HRP-konjugierter Kaninchen anti-
Ziege Ab420

7 hCG-B pAK 70-XG45 HRP-konjugierter Kaninchen anti-
Ziege A5420

8 LH pAK 70-XG60 HRP-konjugierter Kaninchen anti-
Ziege A5420

Im Anschluss des zweiten Inkubationsschrittes mit den Sekundéaranti-
korpern wurde erneut zweimal mit Waschpuffer gewaschen. Der ALP-
konjugierte Sekundarantikorper zum Nachweis der monoklonalen Fan-
gerantikorper (Tab. Zeile 1 — 4) ist durch die Inkubation der Mem-
branen fiir 20 min mit Western Blue und dessen Farbreaktion sichtbar
gemacht worden. Abgestoppt wurde die Reaktion mit bi-dest. HyO. Der
mit HRP konjugierte Sekunddrantikérper zum Nachweis der polyklonalen
Detektionsantikorper (Tab. Zeile 5 — 8) wurde mit der Peroxidase-
Substratlosung nachgewiesen. Diese Nachweislosung wurde fiir 20 min zu
je 10 ml auf die Blots gegeben. Nach sichtbar werden der Banden durch die

Farbreaktion wurden die Membranen mit HO gewaschen, eingescannt und
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optisch ausgewertet. Die Kreuzreaktivitdt wird dariiber bestimmt, inwiefern
die getesteten Antikdrper neben der zu erwartenden noch weitere Banden
unspezifisch detektieren. Hierfiir wurden neben den jeweils einzeln geteste-
ten Peptidhormone auch komplexe Proben gemessen. Neben dem Testen
auf Kreuzreaktivitdt wurde auch auf das spezifische Erkennen der «- oder
B-Untereinheit der Peptidhormone, welche aufgrund der denaturierenden
SDS-PAGE und ihrer unterschiedlichen Grofie getrennt im Gel vorliegen,
bewertet.

3.2.2. Optimieren der Versuchsparameter auf

Mikroarray-Glasobjekttragern

Um im Rahmen der Assay-Optimierung die Versuchsbedingungen zu er-
halten, welche die Auswahl von Reagenzien und die Standardisierung von
Protokollen einschliefst, wurden unterschiedliche Spot-Puffer und Spot-
Volumina sowie unterschiedliche Konzentrationen der Fanger-Antikorper
getestet. Weiterhin wurde der gesamte Prozessablauf vom Spotten bis zum
Auslesen der Mikroarray-Glasobjekttrager am TECAN-LS in folgenden
Punkten optimiert. Der Blockpuffer wurde in drei unterschiedlichen Milch-
pulverkonzentrationen mit 1, 5 und 10% in 1 x PBS variiert. Als Oberfla-
che wurden Glasobjekttrager mit folgenden Oberflichen Modifizierungen
verwendet. Glasobjekttrager mit einer APTES modifizierten Oberfldche
besitzen eine Amino-Gruppe, welche fiir kovalente oder adsorptive Bin-
dung von Peptiden, Proteinen, DNA oder andere biologische oder che-
mische Strukturen zu Verfiigung steht. Im Gegensatz zum APTES haben
GLYMO modifizierte Oberflichen einen Epoxid Ring an dem ein nukleo-
philer Angriff erfolgen kann und dadurch eine kovalente Bindung resultiert.
Versuche auf TOPAS Objekttragern (Thermoplastic Olefin Polymer of Amor-
phous Structure) bilden die Schnittstelle, diesen Assay auf die IvD-Platform
und die dort verwendeten Prismenslide zu transferieren. Um die Spot-
Antikorperkonzentration zu erhalten, bei der es nicht zu einer Uberladung
der Spots kommt, wurden Antikérperkonzentrationen 0,001, 0,01, 0,1, 1 und
2 mg/ml getestet. Die Konzentration der Detektion- und Sekundérantikor-
per wurde in Konzentrationen von 1, 10, 20, 50 und 100 pg/ml getestet.
Unter stabile Signalintensitat fallt hier, dass die Detektion- und Sekundéran-
tikorper keinen limitierenden Faktor fiir die Signalintensitit darstellen. Die
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fiir die Detektion- und Sekundérantikorper getesteten Puffer sind 1 x PBS,
1 x PBS + 1% MP, 1 x PBS + 5% MP und 1 x PBS + 10% MP. Als Waschpuffer
wurde 1 x PBS mit 0,01, 0,05 und 0,1% Tween 20 gepriift. Der Waschvorgang
zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wurde durch folgende Schritte
validiert. Der Waschpuffer nach Absaugen der Probe, Detektion- und Sekun-
dérantikorperlosung durch einmaliges Einfiillen von 100 pl und entfernen
auf seine Wascheffizienz hin getestet. Weitere fiir den Waschschritt getestete
Abldufe waren Verdoppeln des bereits beschriebenen Waschschrittes sowie
das zusétzliche fiinf-malige auf- und abpipettieren der Waschlésung in der
Inkubationskammer. Die Inkubationszeiten der Proben, der Detektion- und
Sekundéarantikorper stellten einen weiteren wichtigen Faktor bei der Assay-
Validierung dar. Diese wurde in den Schritten 15, 30, 45, 60, 9o und 120 min
getestet. Nach Beenden des Assay und dem Zerlegen der Inkubationsappa-
ratur wurde ein weiterer Waschschritt getestet. Fiir diesen wurde die Anzahl
der Wiederholungen fiir das Eintauchen der Mikroarray-Glasobjekttrager
5, 10 und 20 x und die Anzahl der Messbecher mit bi-dest. H,O 1 und
2 variiert. Um zu gewdhrleisten, dass alle Proben aus derselben Quelle
stammen und die Anzahl an Einfrier-Auftau Zyklen identisch sind, wurden
die Peptidhormone zu je 10 pl aliquotiert und gemaf; Herstellerangaben bei
-18°C gelagert. Die als Lyophilisat vorliegenden Proben-Standards wurden
an jedem Versuchstag rekonstituiert. Das daraus resultierende optimierte
Protokoll dient der Durchfiihrung aller in dieser Arbeit gezeigten Versuche
mit Mikroarray-Glasobjekttragern und Mikroarray-TOPAS Objekttragern.

3.2.3. Herstellen und Lagerung der Mikroarrays auf
Glasobjekttragern als Vorstufe der Assay
Durchfiihrung

Fiir die Durchfiihrung der Mikroarray-Versuche wurden Glasobjekttra-
ger verwendet, welche im Fraunhofer Institut fiir biomedizinische Technik
(Potsdam-Golm) oberflachenmodifiziert worden sind. Diese Oberflachenmo-
difizierung mit einem 3-Glycidoxypropyltrimethoxysilan (GLYMO) dient
tiber den Epoxid Ring als Haftvermittler fiir das kovalente Binden der
gespotteten Antikorper und dem Vergrofiern des Kontaktwinkels von un-
ter 20° bei unbehandelten Glasobjekttragern auf 60 — 70° der GLYMO-
modifizierten Glasobjekttrager. Der fiir die Herstellung der Mikroarrays
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verwendete SCIFLEXARRAYER ist ein kontaktfreier Spotter. Fiir die in dieser
Arbeit verwendeten Mikroarrays wurden Spotvolumina von 1 nl verwendet.
Der Abstand von Spotmittelpunkt zu Spotmittelpunkt betrdgt 500 pm bei
einem Spotdurchmesser von 220 pm (= 10 um). Als Layout der Mikroarrays

wurde ein spiegelgleiches 8 x 8 Spotmuster gewdihlt.

(exemplarisch Abb.

1 2 3 8

mAK LH-beta | mAK hCG-beta-c [l A Q1 Bne e R /A 4 \ecn N0l mAK hCG-beta-c| mAK LH-beta
mAK LH-beta | Bicarbonat-Puffer |mAK hCG-beta-fs mAK PSA mAK PSA mAK hCG-beta-fs| Bicarbonat-Puffer | mAK LH-beta
mAK hCG-beta-c| mAK hCG-beta-fs mAK CRP mAK CRP mAK hCG-beta-fs | mAK hCG-beta-c
mAK hCG-beta-h mAK PSA mAK CRP mAK CRP mAK PSA mAK hCG-beta-h
mAK hCG-beta-h mAK PSA mAK CRP mAK CRP mAK PSA mAK hCG-beta-h

mAK hCG-beta-c| mAK hCG-beta-fs mAK CRP mAK CRP mAK hCG-beta-fs | mAK hCG-beta-c
mAK LH-beta | Bicarbonat-Puffer | mAK hCG-beta-fs mAK PSA mAK PSA mAK hCG-beta-fs | Bicarbonat-Puffer | mAK LH-beta
mAK LH-beta | mAK hCG-beta-c [lj)A 16 cnel ctb| A A e ensE =] mAK hCG-beta-c | mAK LH-beta
Abb. 3.1.: Spotmuster der Mikroarrays Spotmuster der Mikroarrays auf den modifi-
zierten Glasobjekttragern. Der Nachweis fiir jedes Peptidhormon wurde durch
jeweils 8 Spots iiber die Fluoreszenz gemessen und der daraus gebildete Mittel-
wert fiir die Auswertung verwendet. Dieses exemplarische Spottmuster wurde

fir das Ermitteln der Kreuzreaktivitat, der LOQ sowie das Messen von Referenz-
und Real-Proben verwendet.

W NOU D WNPR

Der Vorteil bei der Verwendung eines spiegelgleichen Spotmusters besteht
darin, dass die Auswertung unabhéngig von dem Auslesegerdt angewendet
werden kann. Beim spéteren Auslesen der IvD-Kartuschen wird dieses Spot-
muster horizontal gespiegelt und um 9o° nach rechts gedreht ausgelesen.
Um einer aufwendigen Spotzuordnung in der Auswertung zuvor zu kom-
men, wurde dieses spiegelgleiche Spotmuster erstellt. Die fiir den Assay
relevanten Fanger-Antikorper sind in einer Konzentration von 1 mg/ml
verdiinnt in einem Carbonat-Bicarbonat Puffer gespottet worden. Die Kon-
trollen mAK PSA (1 mg/ml), mAK CRP und der pAK CRP (beide mit
0,1 mg/ml) wurden ebenfalls in einem Carbonat-Bicarbonat Puffer pH
9,6 verdiinnt und gespottet. Das in Abbildung [3.1 exemplarisch gezeigte
Spotmuster wurde auf den modifizierten Glasobjekttrager als zwolffache
Wiederholung gespottet. Somit konnen je Objekttrager zwolf Versuche zeit-
gleich durchgefiihrt werden. Nach dem Aufbringen der Spots auf die Glas-
objekttrager wurden diese tiber Nacht bei 4°C und einer Luftfeuchte von
>80% waagerecht gelagert. Um das Hintergrundsignal der Glasobjekttrager
fiir die Auswertung zu minimieren wurden die Objekttrager im folgendem
Schritt mit 1 x PBS + 10% Milchpulver fiir 2 h auf dem Kombischiittler
bei 100 rpm geblockt. Nach mehrmaligen Waschen (20 maliges Eintauchen

in zwei Bechergladser) der Objekttrager mit bi-dest. HyO wurden diese mit
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Druckluft getrocknet und im TECAN LS mit 16 bit Farbtiefe, welche einem
Wertebereich von 65.535 Graustufen entspricht und einer Auflosung von
10 pm ausgelesen. Somit lassen sich die Spotqualitdt und der Hintergrund
anhand der gemessenen Signalintensitédt beurteilen. Die Spotqualitdt und der
Hintergrund lassen sich dahingehend bewerten, ob die Spots eine einheitli-
che Morphologie haben und nicht ineinander gelaufen sind. Ebenso sind
auftretende Satelliten ein Kriterium fiir eine schlechte Spotqualitdt. Das Hin-
tergrundsignal wurde iiber das Signalverhéltnis zwischen der gespotteten
Leerkontrolle mit dem Bicarbonat-Puffer und der Spotkontrolle mit dem
DyLight™649-konjugierter Maus anti-Schaf mAK ermittelt. Ein berechneter
Wert von > 5% stellt fiir die Leerkontrolle im Verhéltnis zur Spotkontrolle
das Ausschlusskriterium fiir einen Glasobjekttrager dar. Die Beurteilung der
Oberflichenmodifizierung beziiglich des Signal-Hintergrund-Verhaltnisses
als Qualitatsmerkmal ist sowohl bei kommerziell erhaltlichen als auch bei
selbst modifizierten Glasobjekttragern notwendig. Die Objekttrager wur-
den mit einem Vakuumgerdt mit 80% Vakuumpumpenleistung und einer
Schweifszeit von 1,2 s eingeschweifit und die Mikroarray-Glasobjekttrager

bis zu den Versuchen bei 4°C eingelagert.

3.2.4. Verifizieren der Western Blot Ergebnisse zur
Feststellung der Kreuzreaktivitat auf

Mikroarray-Glasobjekttrager

Um die Ergebnisse der Western Blot Versuche zu tiberpriifen, wurden
umfangreiche Kreuzreaktivitdtstest durchgefiihrt. Die hierfiir gewé&hlten
Peptidhormon-Konzentrationen sind mit 500 mU/ml fiir das hCG-i und das
hCG- sowie 100 mU/ml fiir das LH detektierbar. Der Umfang dieser Kreuz-
reaktivitdtsversuche beinhaltet neben dem in 1 x PBS Puffer durchgefiihrten
Versuchen weitere mit Standardserum/-blut sowie Kontrollserum /-blut.
Hierbei galt es ein falsch positives Messsignal, welches durch Kreuzreak-
tivitdat einzelner Assaybestandteile hervorgerufen wird, zu erkennen und
durch den Einsatz alternativer Antikérper zu verhindern. Der hierfiir ge-
wihlte Versuchsansatz beinhaltet unterschiedliche Kombinationen zwischen
Probenmatrix, Peptidhormon und Detektionsantikorper. (Tab. Die
Umrechnung der Peptidhormon Konzentrationen wurde folgendermafien
berechnet. Das hCG-i liegt in einer Ausgangskonzentration von 1 mg/ml
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und einer Bioaktivitdt von 14.000 U/mg vor. Dies entspricht einer Bioaktivi-
tat von 14.000 mU/pl in der Stammldsung. Die 3-Untereinheit des hCG liegt
als Stammldsung mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml vor. Der Hersteller
gibt hierfiir keine Bioaktivitdt an. Nach [Stenman ef al., 2006] wird die Bio-
aktivitat fiir das hCG-B mit 1 U/pg angegeben. Demnach beinhaltet die
Stammlosung des hCG-3 100 U/ml oder 100 mU/pl. Das LH lag in einer

Konzentration von o,1 mg/ml vor.

Tab. 3.2.3.: Versuchsschema zur Detektion méglicher Kreuzreaktivitat der Assay-
bestandteile. Als Probenmatrix wurde analog zu dem 1 x PBS Puffer auch
das Standardserum/-blut sowie Kontrollserum/-blut nach gleichem Schema
getestet. Die Kreuze stehen fiir die Kombinationen von Peptidhormon und
Detektionsantikdrper.

polyklonale DetektionsantikGrper gegen

Peptidhormon hCG-a hCG-B LH CRP
X - - i}
i} i} % ; -
- - X -
- - - X
X - - -
100 mU/ml LH - X - B,
- - X -
- - - X
X - - -
500 mU/ml hCG - X - .
- - X -
- - - X
X - - i
36 mU/ml hCG-B - X - ,
- - X -
- - - X
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3.2.5. Durchfiihrung des Assays und ermitteln der
Nachweis- und Quantifizierungsgrenze
(LOD/LOQ) auf den
Mikroarray-Glasobjekttragern

Um die Nachweis- und Quantifizierungsgrenze (LOD/LOQ) auf den Mikro-
array-Glasobjekttragern zu ermitteln, wurden folgende Versuchsanordnun-
gen gewdhlt. Der getestete Konzentrationsbereich fiir das LH liegt bei o-100
mU/ml, fiir hCG-i 0-500 mU/ml und hCG-§ 0-300 mU/ml. Diese Berei-
che schliefien die klinisch relevanten Grenzwerte mit ein, jedoch sind bei
einem Dopingvergehen deutlich hohere Werte fiir das hCG-i von tiber
5.000 mU/ml zu erwarten. [Stenman et al., 2006] Fiir die unterschiedlichen
Konzentrationen wurde jeweils ein Mikroarray-Glasobjekttrager mit zwolf
Sub-Arrays prozessiert. Hierfiir wurde auf dem Mikroarray-Glasobjekt-
trdager die 16-Well Inkubationskammer gelegt und zusammen in den FAST
Frame Mikroarray Halter fixiert. Der FAST Frame Mikroarray Halter hat
eine Kapazitdt von vier Glasobjekttragern in Kombination mit den 16-Well
Inkubationskammern. Die Peptidhormone wurden entsprechend der Ver-
suchsanordnung in 1 x PBS verdiinnt. Fiir jeden Versuch in einem Sub-Array
wurden 100 pl Endvolumen benétigt. Gemafs der Versuchsanordnung wur-
den die Peptidhormone und Kontrollen in die Inkubationskammern der
entsprechenden Sub-Arrays gefiillt. Nach der Inkubationszeit von 15 min
wurden die Losungen abgenommen und mit der Waschlosung gespiilt.
Dafiir wurde der Waschpuffer in die Inkubationskammern gegeben und
durch fiinfmaliges resuspendieren, ungebundenen Restbestandteile der Lo-
sung entfernt. Dieser Waschschritt wurde bei Serum-/Blutproben bis zu
dreimal wiederholt. Die Detektions- und der Sekunddrantikérper wurden
in einer Konzentration von 1 mg/ml in Blockpuffer verdiinnt und ana-
log zu den Peptidhormonen nacheinander in die Inkubationskammern
gefiillt. Nach jedem Inkubationsschritt von 15 min mit dem Detektions-
und Sekundérantikdrper wurde ebenfalls mit dem Waschpuffer durch
fiinfmaliges resuspendieren gespiilt. Nach dem letzten Waschschritt
wurde die Apparatur zerlegt und die Mikroarray-Glasobjekttrager durch
jeweils zwanzigfaches Eintauchen in zwei mit bi-dest. H,O gefiillten
Bechergldsern erneut gewaschen. Dieser Waschschritt sollte den Mikroarray-

Glasobjekttrager von verbliebenen Assay-Bestandteilen sdubern. Jedes
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Peptidhormon wurde durch die Signalintensitat {iber 8 Spots auf einem
Mikroarray gemessen (n = 8) und daraus der Mittelwert sowie die Stan-
dardabweichung fiir den jeweiligen Versuch gebildet. Die Kreuzreaktivi-
tatsversuche welche parallel zu allen Konzentrationsreihen durchgefiihrt
wurden, belaufen sich auf 15 Versuche je getesteten Detektionsantikorper.
Die Anzahl der Wiederholungen von Konzentrationsreihen der einzelnen
Peptidhormone zur Ermittlung der LOD/LOQ belaufen sich auf drei. Die
analytische Sensitivitat ldsst sich so aus der LOD ableiten, wobei sie die
geringste detektierbare Konzentration jedes Parameters bestimmt. Die ana-
lytische Spezifitdt bestimmt wie stark der Einfluss von anderen Peptidhor-
monen auf das Messsignal des fraglichen Parameters ist.

3.2.6. Messen von Referenz- und Realproben
(Serum/Blut)

Angelehnt an die Versuchsdurchfithrung zur Ermittlung der Nachweis- und
Quantifizierungsgrenze (LOD/LOQ) auf den Mikroarray-Glasobjekttragern
wurden die Referenzproben als Proben-Standards Basis-line Leerserum
(Leerserum), Seronorm Human High (Vollserum) und Basis-line Leervoll-
blut (Leerblut) unbehandelt und mit 100 mU/ml LH, 100 und 500 mU/ml
hCG sowie 100 und 500 mU/ml hCG-B versetzt gemessen. Die unterschied-
lichen Proben-Standards sollten reale Testbedingungen simulieren. Das
Leerserum bildete die Negativkontrolle. Geméf} Herstellerangaben beinhal-
tete dieses Leerserum keinen der hier untersuchten Parameter. Nach Zu-
gabe der zu untersuchenden Peptidhormone bildete das Leerserum eine
komplexe Matrix, aus dem die jeweiligen Peptidhormone iiber den Assay
detektiert wurden. Das Vollserum bildete die Positivkontrolle. In diesem
Proben-Standard befand sich bereits das hCG-i in einer Konzentration
von 191 mU/ml plus minus 14% gemafi den Richtlinien der Bundeséarz-
tekammer (RiLiBAK) zur Qualititssicherung laboratoriumsmedizinischer
Untersuchungen.

Uber diese Positivkontrolle konnten Inkubationszeiten optimiert werden.
Hierfiir wurde das Vollserum 15, 30, 45, 60, 90 und 120 min auf dem Assay
inkubiert. Eine weitere Optimierung erfolgte hinsichtlich des gemessenen
Signals des hCG-i auf diesem Assay und der Einfluss von o, 2,5, 100 mU/ml
LH oder 100, 500 mU/ml hCG-$. Das Basis-line Leervollblut stellte ei-
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nen weiteren Probenstandard auf Basis von Vollblut dar, der auf mogliche
Verwendung fiir diesen Assay getestet werden sollte. Die als Referenz-
material  lyophilisierte = Vollblutkontrolle ist auf Basis von
Humanblut hergestellt worden und beinhaltete keinen, der fiir diesen As-
say fraglichen Parameter. Durch Zugabe von 100 mU/ml LH, 100 und
500 mU/ml hCG-i sowie 100 und 500 mU/ml hCG-{ in Einzelversuchen
wurde Blut als Matrix getestet.

Weitere Proben fiir die Assay Optimierung stellten Realproben von drei
Probanden dar. Diese Proben wurden den Personen in Form von 10 ml
Vollblut in Serum-Gel-Monovetten abgenommen. Die ersten 15 Minuten
nach der Blutentnahme wurden die Monovetten fiir den Gerinnungsprozess
stehend gelagert. Anschlieffend wurde durch 10 mintitiges Zentrifugieren
bei 2.500 g bei Raumtemperatur das Serum und der Blutkuchen durch eine
Gelschicht getrennt. Das so erhaltene Serum wurde abgenommen und bei
-18°C riickgestellt.

3.2.7. Ermitteln der diagnostischen Sensitivitat und

Spezifitat tiber einen Einfach-Blind-Ansatz

Die Durchfiihrung einer Performance-Analyse unter Verwendung eines
Klassifikationsverfahrens hat den Vorteil, diskret zwischen zwei Zustiande
zu unterscheiden. Hier kommt es darauf an, zwischen negativen und
positiven Proben differenzieren zu konnen. Jede gemessene Probe lieferte
fiir die drei Parameter jeweils einen gemittelten Fluoreszenzwert (n = 8).
Fiir jede Probe wurde der zugehorige Status fiir die jeweiligen Parameter
den gemittelten Fluoreszenzwerten zugewiesen. Um verwertbare Ergebnisse
zu erhalten, muss sich die Verteilung des Einfach-Blind-Ansatzes in die
entsprechenden Gruppen positive Probe (S = 1) und negative Probe (S = o)
unterscheiden lassen. 30 Proben bildeten in jedem Probenpool die nega-
tive Gruppe. Fiir eine Diagnose R, muss eine Zuordnungsregel definiert
werden. Das Ermitteln eines Grenzwertes (cut-off), ab dem eine Probe als
richtig positiv (Sensitivitdt) oder als richtig negativ (Spezifitit) gewertet
wurde, stellt demnach die Zuordnungsregel dar. Fiir den Fall, dass sich
die gemittelten Fluoreszenzwerte der Proben iiberlappen, entstanden Fehl-
klassifikationen. Hieriiber wurden aufgrund des tatsdchlichen Status die
Wahrscheinlichkeiten fiir eine korrekte Klassifikation verwendet. Uber den
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cut-off wurde so die Sensitivitdt und die Spezifitdt ermittelt. Fiir das Beur-
teilen einer Probe als positiv, sollte der Test moglichst spezifisch ausgelegt
sein. Ein falschnegativer Befund (eine positive Probe als negativ gewertet)
war in diesem Kontext vertretbar, im Gegensatz zu einer falsch positiven
Probe (eine negative Probe als positiv gewertet).

Fiir eine Performance-Analyse und dem Ermitteln der diagnostischen
Sensitivitdt und Spezifitdat in Serum wurde fiir jedes Peptidhormon ein
Probenumfang von 130 Proben mit folgenden Konzentrationen hergestellt.
(Tab. Anhang) Jedes Replikat aller Peptidhormon Konzentrationen des
hCG-i wurde randomisiert eine hCG-f (n-1) und eine LH-Konzentration
(n+1) zugewiesen. Somit ist gewédhrleistet, dass jede Peptidhormon Kon-
zentration in diesem Panel zehn Mal vertreten ist und jede Probe eine
einzigartige Kombination aller drei Peptidhormone aufweist.

Fiir den Einfach-Blind-Ansatz wurden 130 Reaktionsgefédfie mit je 120 pl
Leerserum vorgelegt. Fiir die jeweilige Peptidhormon Kombination wurden
von jedem Peptidhormon und der entsprechenden Konzentration 10 pl in
das vorgelegte Serum pipettiert. Das Gesamtvolumen jeder Probe belief sich
so auf 150 pl. Das Pipettieren der Peptidhormonkombinationen wurde durch
eine versuchsunabhingige Person durchgefiihrt. Dabei wurde willkiirlich
ein zuvor durchnummeriertes Reaktionsgefafs einer Probe zugeordnet und
dieses protokolliert. Somit liefen sich die so anonymisierten Proben nach
der Auswertung wieder entschliisseln.

Die so hergestellten 130 Proben wurden bei -18°C bis zur Durchfiih-
rung der Versuche gelagert. Des Weiteren standen fiir diesen Versuch zehn
maéannliche, zehn weibliche und drei Kontrollproben aus dem Institut fiir
Biochemie/Zentrum fiir Praventive Dopingforschung als anonymisierte
Proben zu Verfiigung.

Ebenfalls wurde in diesem Versuch fiir jedes Peptidhormon eine Konzen-
trationsreihe mitgefiihrt. Hierfiir wurde fiir das LH die Konzentrationen o,
2, 4, 10, 20, 30, 50 und 100 mU/ml in Leerserum verwendet. Fiir das hCG-i
und das hCG-§ sind folgende Konzentrationen in Leerserum verwendet
worden: o, 2, 4, 10, 20, 50, 100 und 300 mU/ml.

Die Durchfithrung des Versuchs zur Ermittlung der Assay Performance
entsprach dem im Abschnitt auf den Mikroarray-Glasobjekttragern
beschriebenen Protokoll. Die bei 6°C gelagerten Glasobjekttrager wurden
vor der Installation in die Halterung fiir 30 min auf Raum-Temperatur
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erwdrmt. Die 130 Serumproben, die 23 Realproben und die 25 Proben fiir die
Verdiinnungsreihe wurden ebenfalls bei Raum-Temperatur aufgetaut und
vor dem Auftragen auf ein Sub-Array fiir zehn Sekunden mit dem Vortexer
gemischt. Die folgenden Schritte sind unverandert nach dem Protokoll unter
Abschnitt durchgefiihrt worden.

3.2.8. Erstellen einer ROC-Analyse aus den Daten des
Einfach-Blind-Ansatz

Das Anwenden der Receiver-Operating-Characteristic (ROC)-Analyse zur
Validierung und Optimierung analytischer Systeme ldsst eine qualitative
Bewertung eines Test-Systems zu. [Fawcett, 2006] Zusitzlich kann iiber
eine solche Analyse je nach Fragestellung der optimale Grenzwert (cut-off)
bestimmt werden. Im Bereich der Medizin wurden ROC-Analysen ab Ende
der 1960er Jahre zunehmend angewendet.

[Hanley, 1989; Hanley and McNeil, 1982; Metz, 1978] Ziel ist es falsch
positive und falsch negative Befunde identifizieren und dartiber hinaus in
Abhéngigkeit einer definierten Sensitivitdt und Spezifitdt fiir jeden Parame-
ter individuelle, optimierte Grenzwerte zu bestimmen.

Aus den Messwerten der 64 Spots jedes Sub-arrays welche tiiber die
Fluoreszenzintensitidt abgebildet werden, wurden nach dem Auslesen der
Glas-Slides im TECAN-LS der Mittelwert und die Standardabweichung
berechnet. Die 130 Proben wurde iiber den Pipetierschliissel und der
urspriinglichen Peptidhormon Konzentration in positiv oder negativ ein-
geteilt. Diese Einteilung wurde fiir jeden Parameter separat durchgefiihrt.
Durch die Interpretation der Messergebnisse wurden alle 130 Proben in einer
Konfusionsmatrix (Tab. mit den entschliisselten Probeneigenschaften
zusammengestellt. Die 20 Realproben wurden ebenfalls nach Interpretation
der Messergebnisse in einer solchen Konfusionsmatrix eingetragen.

Fiir die Durchfiihrung einer ROC-Analyse wurde zunédchst eine ROC-
Kurve erstellt. Hierbei wurde das Verhiltnis zwischen Spezifitit und
Sensitivitdt gegeneinander aufgetragen. Die Anzahl der gemessenen
positiven Seren wurde in “richtig positiv” (RP) und “falsch positiv” (FP)
sowie die gemessenen negativen Seren in “richtig negativ” (RN) und “falsch
negativ” (FN) fiir jeden Parameter und Probe aufgeteilt. AnschliefSend
konnte die Sensitivitdt, welche die Fahigkeit definiert einen tatsdchlich
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Tab. 3.2.4.: Klassifizieren der Messergebnisse in Form der ermittelten Klasse und
der tatsachlichen Klasse iiber eine Wahrheitsmatrix.
(Verandert nach [Fawcett, 2006])

Serum mit definierter AG Konzentration

Positiv Negativ
Testresultat Positiv Richtig Postitiv (RP)  Falsch Positiv (FS)
Negativ Falsch Negativ (FS)  Richtig Negativ (RN)
Gesamtzahl 100 30

gedopten Probanden als gedopt zu klassifizieren, bestimmt werden. Berech-
net wurde die diagnostische Sensitivitdt (D-SN) die gleichbedeutend mit
der Trefferquote oder der Richtig Positiv Rate (RP Rate) ist, mit folgender

Formel:

RP

RP + FN (2.1)

Diagnostische Sensitivitaet =

Die Spezifitit stellt die Anzahl dar, in den tiber diesen Assay negative
Seren als “falsch positive” und somit Sportler als “falsch positiv” gemessen
werden. Berechnet wird die diagnostische Spezifitat (D-SP) aus:

RN

RN + FP (2.2)

Diagnostische Spezifitaet =

In einem Dopingtest liegt das Gewicht auf der Spezifitit. Bei sensitiven
Messungen wird der cut-off ermittelt an der jede positive Probe auch positiv
gemessen werden wiirde. In diesem Bereich fallen dann auch negative
Proben die dann als falsch positiv gelten. Somit liefert die Sensitivitat
deutlich mehr positive Félle. Um dieses zu vermeiden, soll die Spezifitat
keinen falsch positiven Fall diagnostizieren, was zu Lasten von falsch negati-
ven Proben realisiert wird. Das bedeutet, das Proben negativ diagnostiziert
wurden, welche aber urspriinglich positiv sind.

Wie verldsslich die Ergebnisse des Assays sind, wird aus der Korrektklas-
sifikationsrate oder Vertrauenswahrscheinlichkeit (ACC) berechnet:
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. : RP + RN
Vertrauenswahrscheinlichkeit = RP - EN+FP+ RN (2.3)

Ein weiteres Kriterium fiir die Qualitdt der Analyse ist die Fldche unter der
Kurve (AUC-Wert). Diese Kennzahl gibt an wie weit sich die aufgetragenen
Messdaten von der Diagonalen entfernen. Bei einem Wert von 1 weifdt der
Test die perfekte Diskriminierung oder auch 100%ige Trennschérfe auf.
Was fiir eine entsprechend hohe Aussagekraft des diagnostischen Tests
spricht. Im Gegensatz wiirde ein AUC-Wert von 0,5 den ungtinstigsten Fall
widerspiegeln. In einem solchen Fall verlduft die Kurve auf der Diagonalen
und positive Proben kénnen von negativen Proben nicht unterschieden
werden. [Bamber, 1975] Somit ldsst sich iiber dem AUC-Wert genau die
Wahrscheinlichkeit vorhersagen, mit der ein zufdllig ausgewahlter gedopter
und ein zuféllig ausgewidhlten ungedopter Sportler eindeutig den gedopten
zu ermitteln. Die Darstellung der Versuchsergebnisse iiber eine ROC-Kurve
ermittelt die Konzentrationen der gemessenen Parameter, bei der mit einer
100% Wahrscheinlichkeit keine falsch positiven oder falsch negativen Félle
mehr detektiert werden. Bei einer 100%igen Trennschérfe erhélt man einen
cut-off fiir beide Flle. Gibt es Uberschneidungen bei den Signalintensititen
fiir positive und negative Proben erhilt man jeweils einen cut-off fiir die
100%ige Sensitivitdt und einen fiir die 100%ige Spezifitét.

Die gemessenen Serum-Proben wurden fiir jeden Parameter entsprechend
separat als positiv oder negativ entsprechend dem Versuchsschema bewertet.
Die 130 Proben wurden iiber eine Wahrheitsmatrix (siehe Tabelle fur
jeden der drei Peptidhormone ausgewertet. Fiir jedes Peptidhormon wurde
so die diagnostische Sensitivitdt und diagnostische Spezifitit ermittelt. Diese
tiir jede Klasse errechneten Werte wurden in einer ROC-Kurve aufgetragen.
Die Sperzifitit (1 — diagnostische Spezifitdt) wurde auf der Abszissenachse
und die Sensitivitdt auf der Ordinatenachse aufgetragen. Somit befinden
sich 13 Punkte in dem Diagramm. Je nach Fragestellung wurde nun im
Rahmen der Versuchsanordnung zwei Grenzwerte ermittelt. Der berechnete
cut-off an der die diagnostische Sensitivitdt 100% erreichte, bildete den
Grenzwert an der alle positiven Proben erfasst wurden. Wiirde an diesen
Grenzwert ebenfalls noch negative Proben als falsch positiv gemessen, ist

die Spezifitdt <100%. Ein Dopingtest muss zu 100% spezifisch sein.
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3.2.9. Lagerstabilitdtstest der
Mikroarray-Glasobjekttrager iiber zwolf Wochen

Um eine Aussage iiber die Reproduzierbarkeit {iber einen definierten Zeit-
raum dieses Assay treffen zu konnen, wurde ein zwolf Wochen
Versuchsansatz mit folgenden Versuchstagen angesetzt. An den Tagen o,
7, 14, 21, 28, 42, 56, 70 und 84 wurde der Assay mit 1 x PBS, Leerserum,
Vollserum und Leerblut in einem Doppelansatz durch zwei Laboranten
unabhéngig voneinander prozessiert. Neben dem Messen der unbehandel-
ten Proben wurden zusatzlich jeder Probenmatrix jeweils 100 mU/ml LH,
100 mU/ml hCG-i, 500 mU/ml hCG-i, 7 mU/ml hCG-§ und 36 mU/ml
hCG- wie in Tabelle exemplarisch gezeigt, zugegeben und vermessen.
Die fiir jeden Versuchstag notwendigen Probenmatrizen wurden jeweils neu
angesetzt.

Fiir diesen Versuch wurde fiir jede Kombination ein Volumen von 250 pl
vorgelegt und das entsprechende Peptidhormon in der geforderten
Konzentration aus einer Vorverdiinnung zugegeben. Die Durchfiihrung
des Stabilitdtstest wurde wie im Abschnitt beschrieben durchgefiihrt.
Untersucht wurde, wie sich der Assay fiir die unterschiedlichen Matri-
zen und die Peptidhormon Detektion iiber die Zeit verhilt. Die Durch-
fiihrung dieses Assays von zwei Laboranten als Doppelansatz soll
zeigen, wie robust dieser ist. Die prozessierten Mikroarrays wurden mit
dem TECAN-LS ausgelesen und ausgewertet. Die Mittelwerte fiir jeden
Parameter eines Sub-arrays wurden {iiber die Versuchstage in einem

Diagramm zusammengefasst, verglichen und ausgewertet.
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Tab. 3.2.5.: Probenumfang zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit. Fiir jeden
Versuchstag wurden 24 verschiedene Proben als Doppelansatz

gemessen.
Peptidhormone
Probenmatrix LH hCG-i hCG-B

100 mU/ml B, )
1 x PBS - 100 mU/ml -
: 500 mU/ml ]

) - 7 mU/ml

5 : 36 mU/ml
100 mU/ml i ]
Leerserum - 100 mU/ml -
- 500 mU/ml i

) - 7 mU/ml

- - 36 mU/ml
100 mU/ml , )
Vollserum } 100 mU/ml -
- 500 mU/ml -

. - 7 mU/ml

- . 36 mU/ml
100 mU/ml i )
Leervollblut i 100 mU/ml -
- 500 mU/ml i

) - 7 mU/ml

) - 36 mU/ml
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4. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse zur Messung der
Kreuzreaktivitat iiber die

Western Blot Analyse

4.1.1. Auswahl der Antikorper fiir den Versuchsaufbau

Um einen moglichst spezifischen Nachweis der Peptidhormone LH, hCG-i
und hCG-3 zu erhalten, wurden verschiedene monoklonale und poly-
klonale Antikorper ausgewdhlt und auf ihre Verwendbarkeit hin getestet.
Als Vorversuche wurden die Fanger- und Detektionsantikorper iiber einen
Western Blot hinsichtlich ihrer Bindeeigenschaften an die Peptidhormone
tiberpriift. Wie bereits erwdhnt, bestehen das LH und das hCG-i aus jeweils
zwei Untereinheiten o und 3. Da die o-Untereinheit bei beiden Peptidhormo-
nen identisch ist, war die Auswahl von spezifischen Fangerantikorpern ein
entscheidender Schritt. Ziel war es, simultan einen spezifischen Nachweis
fiir die Anwesenheit jedes einzelnen Parameters zu erhalten. Weiterhin
sollte zur Vereinfachung des Systems eine Reihe von Detektionsantikérpern
auf ihre Eigenschaften hinsichtlich der Spezifitidt getestet werden, um im
Idealfall mit nur einem Detektionsantikorper diese drei Peptidhormone

nachweisen zu konnen.

4.1.2. Uberpriifen der Proteinkonzentration der
Peptidhormone iiber SDS-PAGE und Coomassie
Farbung

Um ein Uberladen der einzelnen Taschen auf der SDS-PAGE durch eine
zu hohe Proteinkonzentration zu vermeiden, wurden zwei unterschiedliche

Konzentrationen der Peptidhormone tiber die SDS-PAGE aufgetrennt.
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- M5 6 7 89 10 kDa
—-~250
—-130
—-~100

— ~T70
— -85

35
— ~25

L .15

— ~10

Abb. 4.1.: SDS-PAGE zur Uberpriifung der Proteinkonzentration 15% SDS-PAGE
mit Coomassie Farbung und GroRenstandard zur Uberpriifung der Proteinkon-
zentration und der notwendigen Verdiinnung der Kontrollseren und Leervollblut.
Aufgetragen wurden: in Tasche M = GréRenstandard; Proben in Tasche 1 bis
4 unverdiinnt und in Taschen 5 bis 10 in einer 1:10 Verdiinnung. Taschen: 1
und 5 = hCG-i; 2 und 6= hCG-B; 3 und 7 = LH; 4 und 8 = Serumprobe
(RANDOX); 9 = Serum (Seronorm); 10 = Leervollblut

(Tab. Zusitzlich sollten zwei Kontrollseren und eine Leervollblut-
kontrolle mitgefiihrt werden um in dem sich anschliefSenden Western
Blot Versuchen Kreuzreaktivitaten festzustellen. Die unverdiinnten Serum-
proben und das Leervollblut aggregierten bei 95°C. Das Randox Serum
high Lane 4) wurde unverdiinnt auf das Gel aufgetragen. Die weiteren
Kontrollproben, Seronorm high und das Leervollblut, wurden in einer
1:10 Verdiinnung Lane 9 und 10) aufgetragen. Durch das Farben der
SDS-PAGE mit Coomassie wurden die aufgetrennten Proteine sichtbar
gemacht. Nach dem Waschen mit der Coomassie Entfarbelosung wurden die
Konzentrationen fiir die SDS-PAGE und Western Blot Versuche anhand des
Gelbildes (Abbl4.1) festgelegt.

Die Interpretation des Coomassie gefdrbten SDS-Gel zeigt, dass die
Peptidhormone in Tasche 1 hCG-i, Tasche 2 hCG-3 und Tasche 3 LH nicht
tiberladen sind. In den Taschen 5, 6 und 7 sind die Peptidhormone auf-
grund ihrer 1:10 Verdiinnung schwécher. Die in Tasche 8, 9 und 10 aufge-
tragenen Serumproben und das Leervollblut waren auch in der 1:10 Fachen
Verdiinnung iiberladen, was durch die Form einer Sanduhr charakteristisch
wird. Die SDS-Gele fiir den Western Blot konnten somit mit unverdiinnten
Peptidhormonen in den Konzentrationen: hCG-i = 14.000 mU/ml; hCG-{3
= 1.000 mU/ml; LH = 14.285,7 mU/ml beladen werden. Die Kontrollseren
und das Leervollblut wurden 1:20 fach verdiinnt aufgetragen.
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4.1.3. Western Blot Versuche zur Ermittlung der
spezifischen Bindung an den Untereinheiten der

Peptidhormone

Die Peptidhormone hCG-i und LH wurden durch das denaturierende
SDS-Gel in ihrer Grofie und der beiden Untereinheiten aufgetrennt.
Dadurch soll tiber den Western Blot Versuch die Spezifitdt der Fanger-
und Detektionsantikdrper gegen die Untereinheiten ermitteln werden.

Die Ergebnisse aus den Western Blot Versuchen zeigen keine Kreuz-
reaktivitdten bei den verwendeten Kontrollseren und Leervollblut wobei zu

beachten ist, dass diese in einer 1:20 Fachen Verdiinnung getestet wurden.

(Tabelle |4.1.1f und |4.1.2| Spalte: Western Blot; Taschen: 4, 5 und 6) In der

Spalte Ponceau S in den Tabellen |4.1.1) und |4.1.2 sind die Blots vor den

Kreuzreaktivitétstest reversibel mit Ponceau S angefarbt worden um den
Proteintransfer von dem SDS-Gel auf die Membran zu {iberpriifen. In der
Spalte Western Blot sind die Blots nach dem Kreuzreaktivititstest darge-
stellt. Auf dem Blot eins in Tabelle detektiert der getestete monoklonale
hCG-B Antikorper (10-C25C) die in den Taschen eins und zwei aufgetrage-
nen hCG Varianten an der 3—Untereinheit. Das LH in Tasche drei detektiert
dieser hingegen nicht. Der im Blot zwei getestete monoklonale hCG- Anti-
korper (10-C25FS) soll nach Herstellerangaben die 3-Untereinheit des hCG-i
nur dann detektieren, wenn das entsprechende Epitop nicht durch die
o-Untereinheit verdeckt wurde. Durch das getrennte Vorliegen der beiden
Untereinheiten ist das Epitop an der -Untereinheit fiir diesen Antikorper
zugénglich. Somit detektiert der monoklonale hCG-f Antikorper (10-C25FS)
auch die B-Untereinheit des hCG-i in der ersten Tasche. (Tab.

Im Blot vier detektierte der monoklonale LH-3 Antikorper (10-L15A)
spezifisch das in Tasche drei aufgetragene LH an dessen 3-Untereinheit.
Wire die a-Untereinheit detektiert worden, miisste ebenfalls die identische
o-Untereinheit des hCG-intakt in Tasche eins erkannt werden.

Als Kontrolle wurde der Blot drei ausschlieslich mit dem ALP konjugier-
ten Sekunddr Antikdrper anti-Maus IgG inkubiert, um eine Kreuzreaktivitit
dieses Antikorpers mit den Peptidhormonen oder Referenzproben auszu-
schliefien. Diese Kontrolle zeigt kein Signal und ldsst somit den Schluss zu,
dass dieser Antikorper fiir diese Versuche kein falsch positives Signal lieferte.

Fiir den spezifischen Nachweis des hCG-{ in Tasche zwei als Tumormarker,
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Tab. 4.1.1.: Kreuzreaktivitdtstest der monoklonalen Fiangerantikérper. Die in der
Spalte Ponceau S abgebildeten Blots, dienen der Kontrolle fiir den Protein-
transfer vom SDS-Gel auf die Membran. Taschen: 1 = hCG-i AG; 2 = hCG-8
AG; 3 = LH AG;4 = Randox Serum 1:20; 5 = Seronorm high 1:20; 6 =
Leervollblut 1:20. Alle Antikérper wurden in einer Konzentration von 1 pg/ml
verwendet.

Fangeranti-  Sekunddrantikorper Ponceau S / Western Blot
korper
Blot 1
M6 5 4 32 1M M6 54 3 2 1M
- |
35 &
hCG-B mAK Anti-Maus pAK ALP .
10-C25C A1293
4
Blot 2
M 65 4 3 21M M6 5 4 3 2 1M
hCG-8 mAK Anti-Maus pAK ALP =
10-C25FS A1293
Blot 3
M6 54 3 2 1M Me 54 3 2 1 M
Kontrolle Anti-Maus pAK ' .« =
ALP A1293 - 2
e 15 = £
=)
Blot 4
6 5 4 3 21 M 6 5 4 3 2 1M
LH-8 mAK Anti-Maus pAK ALP *
10-L15A A1293 B
I
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Tab. 4.1.2.: Kreuzreaktivitdtstest der polyklonalen Detetionsantikdrper. Die in der
Spalte Ponceau S abgebildeten Blots, dienen der Kontrolle fiir den Protein-
transfer vom SDS-Gel auf die Membran. Taschen: 1 = hCG-i AG; 2 = hCG-8
AG; 3 = LH AG;4 = Randox Serum 1:20; 5 = Seronorm high 1:20; 6 =
Leervollblut 1:20. Alle Antikdrper wurden in einer Konzentration von 1 pg/ml
verwendet.

Detektions-  Sekunddrantikorper Ponceau S / Western Blot
antikorper

Blot 5

Kontrolle Anti-Ziege pAK HRP
A5420

Blot 6

M6 5 4 3 21M M6 5 4 3 2 1M

 kDa
g i
75 [
i &
35 ?

hCG-a pAK Anti-Ziege pAK HRP
70-XG35S A5420

25

15

Blot 7

M 6 54 3 21M M 6 5 4 3 2 1
e —

hCG-B8 pAK Anti-Ziege pAK HRP

70-XG45 A5420

Blot 8

LH pAK Anti-Ziege pAK HRP
70-XG60 A5420
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konnte im Western Blot Versuch kein geeigneter Fangerantikorper ermittelt
werden. Fiir die anschlieflend durchgefiihrten Mikroarray Versuche ist ein
weiterer monoklonaler hCG-§ spezifischer Antikorper (10-C25H) dem Setup
hinzugefiigt worden. Dieser ist ab den Kreuzreaktivitatstest im Abschnitt
mitgefithrt worden.

Um falsch positive Signale durch den HRP-konjugierten sekunddrem Anti-
korper auszuschliefien, ist die Kontrolle nur mit dem markierten
Antikorper durchgefiihrt worden. Ein falsch positives Signal kann hier
auf Blot fiinf ausgeschlossen werden. Fiir den in Blot sechs getesteten poly-
klonalen hCG-o Antikorper (70-XG35S) wird deutlich, dass dieser aufgrund
der Polyklonalitdt neben der o-Untereinheit in Tasche eins und drei auch
die $-Untereinheit in Tasche eins und zwei detektiert. Somit erkennt dieser
Antikorper beide Untereinheiten des hCG-i sowie die a-Untereinheit des
LH. Der im Blot sieben getestete polyklonale hCG-$ Antikorper (70-XG45)
zeigt kein Signal worauf sich schlieffen ldsst, das dieser Antikorper die dena-
turierte und linearisierte Struktur auf dem Western Blot nicht erkennt, was
aber im nativen Zustand der Peptidhormone wieder moglich sein konnte.

Um das LH zu detektieren, wurde der polyklonale LH Antikorper
(70-XG60) in Blot acht getestet. Dieser erkennt die a-Untereinheit des hCG-i
in Tasche eins und des LH in Tasche drei. Die $-Untereinheit des hCG-i
wurde indes nicht erkannt.

Um eine mogliche Komplexitdt des Systems zu minimieren, soll in
weiteren Versuchen die Moglichkeit untersucht werden, alle drei Peptid-
hormone mit dem polyklonalen hCG-a Antikdrper (70-XG35S) zu detek-
tieren. Durch die Verwendung eines einzelnen Detektionsantikorper fiir
den Nachweis von drei Parametern erreicht man so neben Kosteneinspa-
rungen auch ein homogenes System. Jeder weitere Detektionsantikorper
unterschiedlicher Herkunft und Eigenschaften wird auch durch unterschied-
liche Affinitdtskonstanten und Spezifititen an das Peptidhormon definiert,
was wiederum zu verschiedenen Inkubationszeiten und -bedingungen des

gesamten Aufbaus fiithren wiirde.
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4.2. Optimierung der Assay Parameter auf dem

Mikroarray

Fiir die Versuche auf Mikroarrays sind bereits im Vorfeld durchgefiihrte
Optimierungen durch im Haus angefertigte Protokolle iibernommen
worden. Hinsichtlich des Spotpuffers ist fiir die hier durchgefiihrten
Versuche ein Karbonat-Bikarbonat Puffer pH 9,6 verwendet worden. Die
Antikorper Konzentration der gespotteten Fangerantikorper sowie der
internen Kontrollen und Markerspots wurde auf 1 mg/ml fiir die
Fangerantikorper, 0,1 mg/ml fiir die internen Kontrollen und 0,008 mg/ml
fiir die Markerspots festgelegt. Bei dem Spottvolumen von 1 nl betragt der
Spotdurchmesser ca. 220 pm bei einem Spotabstand von 500 pm. Diese
Spotparameter wurden fiir alle getesteten Oberfldchen tibernommen. Die
Antikorperkonzentration der Detektions- und Sekunddrantikorper betragt
10 pg/ml in 1 x PBS + 5% MP.

Als Waschpuffer fiir die hier durchgefiihrten Versuche ist zwischen den
Inkubationsschritten 1 x PBS mit 0,05% Tween getestet worden. Das
zugesetzte Tween verbesserte die Waschleistung nach der Inkubation von
komplexen Proben wie Serum oder Blut. Der Vergleich zweier Sub-Arrays,
welche mit 1 x PBS oder mit 1 x PBS + 0,05% Tween gewaschen wur-
den, zeigt einen deutlichen Unterschied im Signal/Hintergrund Verhiltnis.
(Tabelle Hierfiir wurden 100 mU/ml LH in 1 x PBS auf einem GLYMO
modifizierten Glas Objekttrager und Objekttrager aus einem Cycloolefin
Copolymer (COC) gemessen.

In Tabelle ist im Versuch eins mit 1 x PBS als Waschlosung das Signal
zu Hintergrund Verhiltnis ermittelt worden. Das Signal zu Hintergrund
Verhiltnis wurde mit 2 auf dem GLYMO modifizierten Objekttrager und
1,5 auf dem Polymer deutlich geringer gemessen als die im Versuch zwei
mit 27,6 auf GLYMO und 24,7 auf Polymer bei der Verwendung mit 0,05%

Tween haltiger Waschlosung.
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Tab. 4.2.1.: Vergleich zweier prozessierter Mikroarrays mit 1 x PBS oder 1 x PBS
+ 0,05% Tween Waschlésungen als Vergleich auf modifizierten Glas und
polymer (Cycloolefin copolymer TOPAS) Objekttrager. Die Werte sind in
relative fluoreszenz Einheiten (RFU) angegeben.

Versuch 1 Versuch 2
Waschlésung 1 x PBS 1 x PBS + 0,05% Tween
100 mU/ml LH AG GLYMO TOPAS GLYMO TOPAS
in 1 x PBS Mittelwert n = 8 Mittelwert n = 8
LH Signal 2.972 3.245 9.658 19.335
LOD 1.347 2.180 350 784
Signal/Hintergrund 2,2 1,5 27,6 24,7

Verhiltnis

4.3. Mikroarray Versuche zur Ermittlung der

Kreuzreaktivitat

Um die aus den Western Blots gewonnenen Daten zu verifizieren, wurden
Kreuzreaktivitdtstests auf Mikroarrays durchgefiihrt. Hierfiir wurden
GLYMO modifizierte Glasobjekttrdger verwendet. Folgende Versuche
sollen das Spektrum der Moglichkeiten iiber Kreuzreaktivitat abdecken.
Ein exemplarischer Versuchsaufbau hierfiir ist im Material und Methoden
Kapitel beschrieben. In den Spalten sind die Fanger Antikorper ange-
geben, welche auf dem Mikroarray gespottet wurden. In den Zeilen sind
jeweils fiir verschiedene hCG Peptidhormon Konzentrationen (o mU/ml,
50 mU/ml, 500 mU/ml in 1 x PBS) die getesteten Detektions- und der
Sekundarantikorper aufgefiihrt. In der Zeile fiir den Sekundéarantikorper
anti-Ziege (205-605-108) ist der Versuch ohne Detektionsantikdrper durch-
gefithrt worden. In Tabelle im Anhang ist die gemessenen Signale in
relativen fluoreszenz Einheiten (engl. RFU) der getesteten Kombinationen
und in Tabelle die Messwerte im Verhdltnis zur LOQ zusammengefasst.
Fiir jeden getesteten Detektions- oder Sekundarantikorper ist ein Sub-Array
auf dem Mikroarray-Glasobjekttrager prozessiert worden.

Fiir das in diesem Kreuzreaktivitdtsversuch gewdéhlte hCG-i in unter-
schiedlichen Konzentrationen, ist aufgrund der erwarteten Spezifitit ein an-
steigendes Signal bei dem Fangerantikorper hCG- (10-C25C) in der jeweili-
gen Kombination mit den Detektionsantikérpern LH (70-XGé6o),
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Tab. 4.3.1.: Kreuzreaktivitatsversuch mit hCH-i auf Mikroarrays der Detektions-
und des Sekundadrantikorper in 1 x PBS. Die Werte fiir die getesteten
Antikorperkombinationen setzen sich aus den in Tabelle (Anhang)
gezeigten Werten und dem Verhiltnis der zugehorigen LOQ zusammen.

Detektion/ Fianger Antikorper
Sekundar
AK

LH-B hCG-B hCG-B CRP
10-L15A  10-C25C  10-C25FS  M86842M

LH 0,9 0,9 1,0 0,9
70-XG60
ohne AG hCG-a 0,9 0,8 1,0 0,9
1 x PBS 70-XG35S
hCG-B 2,6 3,7 5,2 5,2
20-CG35
CRP 0,8 0,8 0,9 0,8
K62350G
anti-Ziege 0,7 0,7 1,0 0,7
205-605-108
LH 0,9 1,6 0,6 0,9
50 mU/ml - 70.XG60
ihnch; égs hCG-a 0,8 1,3 11 0,7
70-XG35S
hCG-B 3,9 6,0 5,7 7,2
20-CG35
CRP 0,8 0,8 0,9 0,8
K62350G
anti-Ziege 0,7 0,7 1,0 0,7
205-605-108
LH 0,7 4,6 1,0 0,6
500 mU/ml  /0-XG60
hCG-i AG hCG-a 0,7 3,8 1,9 0,5
in1xPBS  70-XG35S
hCG-B 2,0 6,6 6,5 3,2
20-CG35
CRP 0,8 0,8 1,0 0,8
K62350G
anti-Ziege 0,7 0,7 1,0 0,7
205-605-108
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hCG-a (70-XG35S) und hCG-B (20-CG35) zu erwarten. (Tabelle Bei den
Detektionsantikorpern LH (70-XG60) und hCG-o (70-XG35S) ist die gemes-
sene Signalintensitit bei der Peptidhormon Konzentration von 500 mU/ml
um den Faktor 4,6 (LH 70-XG60) und 3,8 (hCG-o 70-XG35S) hoher als
der Vergleichswert bei o mU/ml. Vergleicht man die Mittelwerte mit den
zugehorigen LOQ Werten der Versuche, stellt die Bestimmungsgrenze einen
ersten Grenzwert dar, ab dem ein Peptidhormon zuverldssig nachgewiesen
werden kann.

Der hCG-{ (20-CG35) Detektionsantikorper reagiert auch bei Abwesen-
heit eines Peptidhormons bereits mit allen gespotteten Fangerantikdrpern.
Das Signal ist hier >2,5 fach hoher als die Bestimmungsgrenze. Durch die
gemessene Kreuzreaktivitdt des hCG-8 (20-CG35) Detektionsantikorpers
eignet sich dieser nicht fiir die Verwendung in diesem Assayaufbau.

Der Sekundérantikdrper anti-Ziege (205-605-108) weist weder bei
Abwesenheit noch bei 500 mU/ml hCG-i Peptidhormon Konzentration
eine Kreuzreaktivitdt zu den einzelnen Fangerantikorpern oder dem Peptid-
hormon auf. Es liegen somit alle gemittelten Messwerte unter der Bestim-
mungsgrenze. Der als positiv Kontrolle verwendete CRP Detektionsanti-
korper wird bei Messungen von komplexen Proben wie Serum, das CRP
qualitativ nachweisen und so als Assaykontrolle dienen.

Um in weiterfithrenden Versuchen die Kreuzreaktivitdt mit unbekann-
ten Komponenten, sogenannte Matrixeffekte, in komplexen Proben wie
Serum oder Blut festzustellen, wurden neben den Versuchen in 1 x PBS,
zusétzlich kommerziell erhdltliches Kontrollserum und Kontrollvollblut
(Referenzmaterial) getestet. In den Tabellen [A3| und im Anhang sind
Leerserum, Vollserum und Leervollblut jeweils ohne Zugabe eines Peptid-
hormons sowie unter Zugabe von 500 mU/ml hCG-i vermessen worden.
Das Leervollblut beinhaltet keine messbare Konzentration von LH, hCG-i
und hCG-f. Aufgrund von Matrixeffekten ist sowohl ein Anstieg der Hinter-
grundfluoreszenz als auch die Signalintensitidt der Messspots zu erkennen.
Ohne zugegebenes Peptidhormon liegen die gemittelten Fluoreszenzwerte
der Messspots fiir die vermessenen Referenzmaterialien bei maximal zwei-
facher Fluoreszenzintensitit iiber der Bestimmungsgrenze. Im Vollserum ist
bereits eine hCG-i Konzentration von 191 mU/ml enthalten. Dieses hCG-i
wurde auch durch den hCG- (10-C25C) Fangerantikorper in Kombination

mit dem hCG-a Detektionsantikdrper gemessen und liegt so um den Faktor
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>16 tiber der Bestimmungsgrenze. Durch Zugabe von 500 mU/ml hCG-i
steigt die Signalintensitdt auf das > 17-Fache an. Der hCG-u (70-XG45)
erreicht unter gleichen Assaybedingungen eine 9-Fache Signalintensitat fiir
diesen Messparameter.

4.3.1. Mikroarray Versuche mit zeitgleicher Verwendung
verschiedener Detektionsantikorper auf

Referenzmaterial

Um die Verwendbarkeit des hCG-o Detektionsantikorpers (70-XG35S) in
Kombination mit dem CRP pAK (K62350G) auch in komplexen Proben zu
testen, wurden Versuche auf Kreuzreaktivitiat mit Referenzmaterial durch-
geftihrt. In Tabelle sind die in Tabelle |A5| zusammengefassten Daten
uber das Verhiltnis zur zweifachen LOQ berechnet worden. In der Abbil-
dung sind die Versuche mit 1 x PBS Puffer und dem verschiedenen
Referenzmaterialien aus den Originaldaten zusammengefasst. Neben den
unbehandelten Proben sind in diesen Versuchen die Peptidhormone den
Proben jeweils pro Versuch einzeln zugegeben worden. Fiir die Versuche
mit 1 x PBS ohne Peptidhormon sowie hinzu gegebenen 500 mU/ml hCG-i,
decken sich die Messwerte fiir diesen Detektionsantikdrper mit denen aus
den Vorversuch. (Tabelle Um den variierenden Signal /Hintergrund
Verhiltnis bei Serum oder Vollblut Rechnung zu tragen, wurde der cut-off
auf die zweifache Bestimmungsgrenze festgesetzt (2 x LOQ).

Bei dem Kontrollserum Medidrug Basis-line S (Leerserum) befindet sich
in der unbehandelten Probe laut Herstellerangaben weder LH noch eine
der beiden hCG Varianten. Somit wurde im zweiten Versuchsansatz der
unbehandelten Leerserumprobe (Tabelle Spalte Kontrolle; Leerserum)
kein Signal gemessen. Fiir die Versuche mit den mit Peptidhormone versetz-
ten Leerserumproben ist ein Anstieg fiir das luteinisierende Hormon um
das 27-Fache, fiir das hCG-i um das 16-Fache und fiir das hCG- um das
5-Fache bezogen auf 2 x LOQ gemessen worden.

Ein weiterer serumbasierender Versuchsansatz mit Seronorm™ Human
High (Vollserum) soll zeigen, wie sich das bereits im Serum befindliche
hCG-i in einer Konzentration von 191 mU/mL bei Zugabe von LH und
hCG-{ in seiner Signalstabilitdt verhalt. Weiterhin soll nach Erhéhen der
hCG-i Konzentration durch Zugabe des Peptidhormons hCG-i die Signalin-
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tensitdt gemessen werden. In der unbehandelten Probe liegt die Intensitét fiir
hCG-i bei dem 7-Fachen tiber der 2 x LOQ. (Tabelle Spalte Kontrolle;
Vollserum) In der Probe mit 100 mU/ml LH liegt der Messwert um den
Faktor 16 und fiir das hCG-i stabil bei dem 7-Fachen tiber der 2 x LOQ. Nach
Zugabe von 500 mU/ml hCG-i in das Vollserum, steigt das Fluoreszenz-
signal auf das 10-Fache bezogen auf 2 x LOQ an. In dem hCG-f versetzten
Vollserum liegt dessen Wert bei dem 4-fachen und der der hCG-i Wert stabil
bei dem 7-Fachen tiber der 2 x LOQ. Demnach hat die Anwesenheit von LH
in einer Probe keinen Einfluss auf das hCG-i Signal.

Die Anwesenheit von zwei Parametern in diesem Assay lédsst sich somit
getrennt voneinander detektieren.

Mit der Verwendung des Medidrug Basis-line VB (Leervollblut) soll
eine Vollblut-Probenmatrix auf ihre Fahigkeit hin untersucht werden, die
Peptidhormone in ihr zu detektieren. In diesem Leervollblut befindet sich
laut Herstellerangaben keiner der Peptidhormone. Im Versuch mit dem
unbehandelten Leervollblut ist im entsprechenden Kontrollversuch kein
Signal gemessen worden. (Tabelle Spalte Kontrolle; Leervollblut) Fiir
die préaparierten Leervollblutproben ist ein Anstieg fiir das LH um das
42-Fache, fiir das hCG-i und das hCG- jeweils um das 6-Fache bezogen auf
2 x LOQ gemessen worden.

Durch die hier gewéhlte Versuchsanordnung kann demnach auch aus
komplexen Proben, wie Serum oder Blut, ein spezifisches Signal detektiert
werden. (Abbildung Die Kreuzreaktivitit oder Matrixeffekte lassen
sich auch fiir real nahe Proben ausschliefSen. Deutlich wird auch, dass
verschiedene Matrizen unterschiedliche Signalintensitdten trotz identischer

Konzentration fiir die fraglichen Parameter lieferten.
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Tab. 4.3.2.: Ermitteln von Matrixeffekten und Kreuzreaktivitaten in komplexen
Proben iiber Kontrollmessungen und nach Zugabe der Peptidhormone
auf alle Messparameter. der Versuche unter Zugabe der Peptidhormone in
unterschiedlichen Probenmatrizen. Durchgefiihrt auf GLYMO modifizierten
Glas-Slides. Als Detektionsantikérper wurden der hCG-a (70-XG35S) in
Kombination mit dem CRP pAK (K62350G) in allen Versuchen verwendet.
Als Sekundarantikdrper wurde der Alexa Fluor konjugierte anti-Ziege Anti-
korper verwendet. Die Werte fiir die getesteten Proben und Peptidhormone
setzen sich aus den in Tabelle (Anhang) gezeigten Werten und dem
Verhiltnis der zugehdrigen zweifachen LOQ zusammen.

Kontrolle 100 mU/ml 500 mU/ml 35,7 mU/ml
LH AG hCG-i hCG-B
1 x PBS
LH 1.4 49,5 0,9 0,6
hCG-i 0,8 1,1 9,3 1,3
hCG- 1,4 0,4 2,7 6,9
Leerserum
LH 0,7 27,6 2,0 0,6
hCG-i 0,4 2,4 16,1 1,5
hCG-B 0,5 0,9 3,6 5,0
Vollserum
LH 0,7 16,3 0,6 0,7
hCG-i 6,8 6,8 10,0 7,0
hCG- 1,0 0,9 1,5 3,9
Leervollblut
LH 0,7 42,1 0,7 0,6
hCG-i 0,7 3,2 6,2 2,2
hCG-B 0,7 1,1 1,9 6,3
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Zusammenfassung des Mikroarray Kreuzreaktivitdtstest auf GLYMO
modifizierten Glas-Objekttragern. Dargestellt sind die Signalintensitéten in
RFU der verschiedenen Probenmatrizen als Kontrolle sowie mit Peptidhormonen
versetzte Proben iiber den jeweiligen Fangerantikdrpern. Als cut-off wurde
der Wert der LOQ verdoppelt (2 x LOQ). Dieser bildet somit den statistisch
abgesicherten Grenzwert fiir den Nachweis der Peptidhormone.




4.4. Ermitteln der Bestimmungsgrenze der Peptidhormone auf dem Mikroarray

4.4. Ermitteln der Bestimmungsgrenze der

Peptidhormone auf dem Mikroarray

4.4.1. Konzentrationsreihe des hCG-intakt in 1 x PBS
Puffer

Nachdem die Assaykomponenten, bestehend aus Fanger- und Detektions-
antikorpern aufgrund der Ergebnisse der Vorversuche festgelegt und Kreuz-
reaktivitdten sowie Matrixeffekte ausgeschlossen werden konnten, sollten
die Peptidhormone moglichst konzentrationsabhingig gemessen werden. In
Abbildung |4.3|ist das hCG-i in 1 x PBS Puffer verdiinnt worden. Jede gemes-
sene Konzentration entspricht einem Versuch auf jeweils einem
Subarray. Die Messgrofle ist die relative Fluoreszenzeinheit welche tiber die
markierten Sekundarantikorper ermittelt wurde.
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Abb. 4.3.: Konzentrationsreihe des humanes Choriongonadotropin hCG in 1 x PBS.
Die aufgetragenen Werte entsprechen der gemessenen Fluoreszenzintensitat
aus dem Mittelwert von 8 Messspots jedes Parameter. Die Werte sind in
relative fluoreszenz Einheiten (RFU) aufgetragen.



4. Ergebnisse

Ein konzentrationsabhingiger Signalanstieg fiir das hCG-i im 1 x PBS
Puffer wird im Abbildungl.3/deutlich. Ab einer Konzentration von 10 mU/ml
wurde das hCG-i in 1 x PBS Puffer gemessen. Die fiir jeden Versuch zuge-
horige LOQ ist durch einen schwarzen Balken gekennzeichnet.

4.4.2. Konzentrationsreihe des hCG-8 in 1 x PBS Puffer

Die fiir das hCG- vermessene Konzentrationsreihe ist in 1 x PBS Puffer
durchgefiihrt worden. (Abbildung
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hCG-Bin1x PBS

Abb. 4.4.: Konzentrationsreihe des hCG-B in 1 x PBS Puffer. Die aufgetragenen
Werte entsprechen der gemessenen Fluoreszenzintensitat aus dem Mittelwert
von 8 Messspots jedes Parameter. Die Werte sind in relative fluoreszenz
Einheiten (RFU) aufgetragen.

Der hCG-i Fangerantikorper weist ein Signal fiir ein kreuzreagieren ab
einer hCG-B Konzentration von 37,5 mU/ml auf. Dies ist auf die Antikorper-
auswahl zuriickzufiihren. Der fiir das hCG- ausgewihlte Fangerantikorper
detektiert die B3-Untereinheit an einem Epitop, welches im hCG-i durch
die o-Untereinheit maskiert ist. Tritt in einer Probe die hCG- Unterein-
heit in Form eines Tumormarkers einzeln auf, erkennt neben dem spezifi-
schen hCG- Fangerantikorper auch der Fangerantikorper fiir das hCG-i
diesen Tumormarker. Die ermittelte Bestimmungsgrenze fiir das hCG-§ in
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4.4. Ermitteln der Bestimmungsgrenze der Peptidhormone auf dem Mikroarray

1 x PBS Puffer liegt bei 3,6 mU/ml. (Abbildung [4.4) Die fiir jeden Versuch
zugehorige LOQ ist durch einen schwarzen Balken gekennzeichnet.

4.4.3. Konzentrationsreihe des LH in 1 x PBS Puffer

Wie schon bei dem hCG-i und dessen Untereinheit hCG-f3 angefertigten
Konzentrationsreihen, wurde fiir das ermitteln der Bestimmungsgrenze eine
solche auch fiir das LH gemessen. Als Matrix wurde hier fiir das Erstellend
der Konzentrationsreihe ebenfalls der 1 x PBS Puffer verwendet.
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Abb. 4.5.: Konzentrationsreihe des LH in 1 x PBS Puffer. Die aufgetragenen Werte
entsprechen der gemessenen Fluoreszenzintensitdt aus dem Mittelwert von 8
Messspots jedes Parameter. Die Werte sind in relative fluoreszenz Einheiten
(RFU) aufgetragen.

Die ermittelte Bestimmungsgrenze fiir das LH in 1 x PBS Puffer liegt
bei 10 mU/ml. (Abbildung In einem weiteren Versuch wurde die LH
Konzentrationsreihe im Vollserum vermessen. Hierbei lasst sich der Einfluss
der ansteigenden LH Konzentration auf die sich bereits im Vollserum
befindliche 191 mU/ml hCG-i AG Konzentration messen (Abbildung [4.6).
Neben dem zu priifenden Einfluss der unterschiedlichen LH Konzentra-
tionen auf das hCG-i Signal soll ebenfalls der Messwert fiir das hCG-f3
bewertet werden.
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Abb. 4.6.: Konzentrationsreihe des LH in Vollserum. Neben der LH Konzentrations-
reihe, wird ebenfalls das bereits in dem Serum befindliche hCG-i detektiert. Die
aufgetragenen Werte entsprechen der gemessenen Fluoreszenzintensitdt aus
dem Mittelwert von 8 Messspots jedes Parameter. Die Werte sind in relative
fluoreszenz Einheiten (RFU) aufgetragen.

Die in Abbildung 4.6/ aufgetragenen Daten sind im Vollserum durchge-
fiihrt worden. In diesem Serum befinden sich, neben dem fiir diesen Multi-
plex Ansatz relevanten hCG-i, noch eine Reihe weiterer Bestandteile. Diese
sollen die Robustheit des Setup bestitigen, indem gezeigt werden kann,
dass eine realititsnahe Matrix wie dieses Vollserum keinen Einfluss auf die
fiir den Multilpex Ansatz gewédhlten Parameter hat. Wie in Abbildung
dargestellt, ist in dem unbehandelten Ansatz (0 mU/ml LH) ausschlieflich
das bereits in dem Vollserum befindliche hCG-i gemessen worden. Diese
Signalintensitat bleibt {iber die gesamte Versuchsreihe stabil. Fiir das LH ist
ab einer Konzentration von 10 mU/ml ein verldsslicher Nachweis messbar.

4.5. Vermessen von Realproben auf Glas und

Polymer Objekttrager

Um den Versuchsaufbau auch mit realen Proben zu testen, stand hierfiir
ein Kollektiv von einer mannlichen und zwei weiblichen Probanden zu

Verfiigung. Da sich der Zugang zu positiven Proben fiir die hier gewahlten
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Parameter als schwierig erwiesen hat, stellt die positive Kontrolle eine
schwangere Frau welche einen erhohten hCG-i Wert haben sollte. Dieser
Versuch ist ebenfalls auf einer Polymer Oberfldche prozessiert worden. Fiir
das Ubertragen des Assayaufbaus in eine Point-of-Care Anwendung, welche
anstelle von Glas polymerbasierte Objekttrager nutzen konnen, stellt ein

solches Polymer eine zu priifende Oberfliche fiir den Mikroarray dar.

Tab. 4.5.1.: Realversuch mit Serumproben einer schwangeren Frau und zwei
Kontrollpersonen (je eine weiblich und eine mannlich) auf Glas und Polymer
Oberflache prozessiert. Neben den gemessenen Signalen, angegeben in RFU,
sind diese (kursiv dargestellt) ebenfalls relativ zum jeweiligen 2 x LOQ Wert
ins Verhaltnis gesetzt worden.

GLYMO Glas TOPAS

weiblich weiblich  méannlich  weiblich weiblich  mannlich
schwanger Kontrolle Kontrolle schwanger Kontrolle Kontrolle

LH 2.124 989 1.375 4.441 598 1.028
2,4 0,4 0,8 2,3 0,3 0,5
hCG-i 16.492 865 1.680 25.283 391 1.556
18,4 0,4 1,0 13,1 02 0,8
hCG-B 1.804 888 1.803 2.255 380 2.163
2,0 0,4 1,1 1,2 0,2 1,1
2xL0Q 897 2.349 1.713 1.923 1.767 1.884

Das Kollektiv wurde mit jeweils einem Test vermessen. Die in Tabelle
aufgefiihrten Daten zeigen fiir den weiblich schwangeren Probanden
deutlich das um den Faktor 18 erhohte hCG-i Signal gegeniiber der 2 x LOQ.
Die beiden Kontrollen hingegen zeigen bei keinem der Messparameter ein
Signal, welches tiber der jeweiligen zweifachen Bestimmungsgrenze liegt.
Weiterhin zeigt sich hier exemplarisch, dass dieser Versuchsaufbau auf
modifizierten Glasobjekttragern robust und spezifisch ist. Im Versuch auf
dem Cycloolefin copolymer (TOPAS) ist die gemessene Signalintensitét
hoher als auf Glas, was auf dem auf Glas optimierten Versuchsaufbau

zurtick zufiihren ist.
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4. Ergebnisse

4.6. Durchfiihren einer Performance-Analyse
zur Ermittlung der D-SN und D-SP

Nachdem dieser Assayaufbau zeigen konnte, dass das Messen einer konzen-
trationsabhdngigen Signalintensitit fiir diese drei Peptidhormone in Puffer
und Serum moglich ist, soll iiber eine Performance-Analyse als Einfach-
Blind-Ansatz die diagnostische Sensitivitdt und Spezifitdt ermittelt werden.
Der Einfach-Blind-Ansatz umfasste 130 Serumproben, welche aus einer
randomisierten Anordnung von unterschiedlichen Konzentrationen der drei
Peptidhormone in sich nicht wiederholender Kombinationen bestand. Die
130 Serumproben wurden durch eine versuchsunabhidngige Person vorbe-
reitet und die Proben anonymisiert. Die Vorbereitung und Durchfiihrung
der Mikroarray-Glasobjekttrager entsprach dem Standardprotokoll.

4.6.1. Ermittlung der diagnostischen Sensitivitat und
Spezifitat von LH, hCG-intakt und hCG-8

Das Erstellen der Grenzwertoptimierungskurven fiir die getesteten
Peptidhormone und ihrer zugeordneten Konzentrationen erfolgte tiber
die tatsdchliche Zuordnung fiir positiv und negativ. Fiir das LH wurden
Proben (n = 130) mit 30 negativ (23,1%; Konzentrationsbereich o — 4 mU/ml)
und 100 positiven Proben (76,9%; Konzentrationsbereich 10 — 100 mU/ml)
und einem cut-off von 10 mU/ml prozessiert. Fiir das hCG-i sind 130 Pro-
ben mit 29 negativen (22,3%; Konzentrationsbereich o — 4 mU/ml) und
101 positiven Proben (77,7%; Konzentrationsbereich 10 — 300 mU/ml) bei
einem cut-off von 200 mU/ml gemessen worden. Das hCG-8 wurde mit
130 Proben mit 30 negativen (23,1%; Konzentrationsbereich o — 4 mU/ml)
und 100 positiven Proben (76,9%; Konzentrationsbereich 10 — 300 mU/ml)
und einem cut-off von 10 mU/ml prozessiert. Fiir die angepasste hCG-i
Messung wurden die Proben als negativ gewertet, welche ebenfalls negativ
fiir das hCG-f waren. Das hierfiir korrigierte Kollektiv beinhaltete 130 Pro-
ben mit 10 negativen (7,7%; Konzentrationsbereich o — 4 mU/ml fiir hCG-i
und hCG-B) und 120 positiven Proben (92,3%; Konzentrationsbereich 10 —
300 mU/ml fiir hCG-i und hCG-$) und einem cut-off von 10 mU/ml. Die
Grenzwertoptimierungskurven sind in Tabelle zusammengefasst.

Fiir die verschiedenen LH Konzentrationen und den vorgegebenen
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4.6. Durchfiihren einer Performance-Analyse zur Ermittlung der D-SN und D-SP

Tab. 4.6.1.: ROC Kurven der Performance-Analyse von 130 Serum Proben. Diese
setzen sich aus 13 unterschiedlichen Konzentrationen mit jeweils zehn Repli-
katen der verschiedenen Peptidhormone zusammen. (siehe Tabelle LH
mit 30 negativen und 100 positiven Proben (A). hCG-i mit 29 negativen
und 101 positiven Proben (B). hCG- mit 30 negativen und 100 positiven
Proben(C). Korrigiertes hCG-i Kollektiv mit 10 negativen und 120 positiven

Proben (D).
LH (A) hCG-intakt (B)
1,0
08
.. 06 2
s 2
g o4 3
0,2
——LH ——hCG-i
— Reference Line Reference Line
0,0 0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1-Specificity 1-Specificity
hCG-B Peptidhormon (C) hCG-intakt korrigiert (D)
10 1,0
0,8 0,8
> 06 = 0,6
s 3
8 04 & 04
0,2 0,2
== hCG-beta =—==hCG-i
—— Reference Line —— Reference Line
0'Oo,o 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0'00,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0
1-Specificity 1-Specificity

Bereichen fiir die positive und negative Klassifizierung, liegt der optimale
cut-off bei einer RFU von 16.180. (Tabelle |4.6.2) Proben die eine geringe-
re oder gleiche Signalintensitit lieferten, sind als negativ und bei einer

Signalintensitdt >16.180 (>10 mU/ml) als positiv interpretiert worden. Fiir

das LH sind an diesem cut-off eine Sensitivitdt von 100% und eine Spezi-
fitit von 100% erreicht worden (Tabelle [4.6.2). An diesem cut-off ist keine
falsch negative oder falsch positive Probe gemessen worden. Fiir das hCG-i
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4. Ergebnisse

liegt der cut-off bei 21.376 RFU und einer Konzentration von >200 mU/ml
hCG-i. Die Sensitivitdat an diesem cut-off lag bei 14,9% und die Spezifitit bei
100% (Tabelle [4.6.2). Fiir das hCG-i sind an diesem cut-off 86 Proben falsch
negativ und null Proben falsch positiv diagnostiziert worden. Aufgrund der
Spezifitat des monoklonalen hCG-i Antikorpers gegen die B Untereinheit,
detektiert dieser ebenfalls das als Tumormarker separat vorliegende hCG-$3
Fragment. Um den Einfluss dieser Kreuzreaktivitit auf die Auswertung
zu berticksichtigen, ist in einer erneuten Zuordnung der positiven und
negativen Proben nur die Proben als negativ gewertet worden, welche fiir
beide Parameter (hCG-i und hCG-B) jeweils eine Konzentration von unter
10 mU/ml beinhalteten. Dadurch reduzierte sich der Anteil an negativen
Proben von 30 auf 10 und der Anteil von positiven Proben stieg von 100 auf
120. Nach dieser Anpassung liegt der cut-off fiir das hCG-i bei 6.806 RFU
und einer Konzentration von >10 mU/ml. Die Sensitivitit an diesem cut-off
betragt 97,5% und die Spezifitat 100% (Tabelle [4.6.2). Die Anzahl an falsch
negativen Proben an diesem cut-off betrdgt nach der Anpassung drei Proben.
Falsch positiv sind keine Proben gemessen worden.

Fiir die hCG-B Messungen liegt der ermittelte cut-off bei 14.978 RFU
und die Konzentration bei >10 mU/ml. Die Sensitivitat fiir das hCG-3 an
diesem cut-off betrdgt 97,0% und die Spezifitdt 100%. Die Anzahl an falsch
negativen Proben an diesem cut-off betrdgt nach der Anpassung drei Proben.
Falsch positiv sind keine Proben gemessen worden. Die Anpassung der
positiven und negativen Proben fiir das hCG-i war damit zu rechtfertigen,
da das zeitgleiche Auftreten der beiden hCG Varianten, hCG-i und hCG-{3
in einer Dopingkontrolle ausgeschlossen werden kann. [Stenman ef al., 2008;
Stenman et al., 2004; |Alfthan et al., 1992

Basierend auf der Fliache unter der Kurve (AUC) von >0,995 fiir das
LH, hCG-$ und der angepassten hCG-i Peptidhormone, lédsst sich eine
unbekannte Serumprobe spezifisch in positiv oder negativ klassifizieren.
Fiir das hCG-B und die angepassten hCG-i Proben sind drei Proben als
falsch negativ gemessen worden.

Die gemittelten Fluoreszenzwerte des Probenkollektivs vom Institut fiir
Biochemie/Zentrum fiir Praventive Dopingforschung wurden {iiber den
Werten der Konzentrationsreihen und der fiir die einzelnen Peptidhormone
entsprechenden cut-off Werte interpretiert. (Tabelle Hier konnte fiir

die ménnlichen Serumproben kein auffilliger Befund ermittelt werden was
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Tab. 4.6.2.: Analytische Interpretation der diagnostischen Sensitivitdit und
Spezifitdt der 130 Proben aus dem Einfach-Blind-Ansatz

Serum (n = 130)

LH hCG-i hCG-i hCG-B
korrigiert

Flache unter der Kurve (AUC) 1 0,735 0,997 0,999
Standard Fehler 0 0,049 0,007 0,001
95% Konfidenzintervall 1 0,637 0,983 0,997
Vertrauenswahrscheinlichkeit (ACC) 1 0,338 0,977 0,977
optimaler cut-off (mU/ml) 10 >200 10 10
optimaler cut-off (RFU) 16.180  21.376 6.806 14.978
Sensitivitdt am optimalen cut-off (%) 100 14,9 97,5 97
Spezifitdit am optimalen cut-off (%) 100 100 100 100
# FN am cut-off 0 86 3 3
# FP am cut-off 0 0 0 0

durch die Ergebnisse der Referenzanalyse (nicht gezeigt) bestatigt wurde.
Die Werte der weiblichen Serumproben lieferten ebenfalls keinen auffalligen
Befund. In allen Messungen wurde ebenfalls das CRP als interne Referenz
mit ausgewertet.

Uber die Messung von realen Proben aus Dopingkontrollen zeigt dieser
Test seine Einsatzfdhigkeit in einem Anti-Dopinglabor. Neben der Durchfiih-
rung der Versuche unter Laborbedingungen soll in einem weiteren Versuch

die Lagerstabilitdt der Mikroarrays getestet werden.
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Tab. 4.6.3.: Auswertung des Probenkollektivs vom Institut fiir Biochemie in Kéin.
Gemessen wurden je zehn mannliche und weibliche Serumproben. Die Werte
fiir die getesteten Proben setzen sich aus den in Tabelle (Anhang)
gezeigten Werten und dem Verhéltnis der zugehérigen zweifachen LOQ

Zusammen.
Kdln LH hCG-i hCG-B CRP
M1 0,8 0,7 0,8 11,3
M 2 0,5 0,7 0,7 0,6
M 3 0,5 0,6 0,6 7,2
M 4 0,3 0,3 0,6 1.8
M 5 2,1 0,8 0,8 2,5
M 6 0,8 0,7 0,6 1,0
M7 0,9 0,9 0,9 15
M 8 11 0,6 0,6 15
M9 1,4 1,0 0,8 8,3
M 10 11 0,7 0,9 4,4
W1 1,7 1,7 1,7 21,2
W 2 1,4 1,0 0,9 21,6
W3 0,5 0,3 0,4 1,8
W 4 0,4 0,4 0,4 3,7
W 5 14,4 18,9 20,6 30,3
W 6 0,5 0,3 0,4 57
W7 0,5 0,5 04 0,4
W 8 0,7 0,5 0,5 54
W9 0,6 0,4 0,4 6,5
W 10 0,3 0,3 0,3 4,8
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4.7. Lagerstabilitatstest der Mikroarrays

hinsichtlich der Messresultate

4.7.1. Lagerstabilitatstest iiber zwolf Wochen zur
Detektion von hCG-intakt

Die Stabilitdt des gesamten Setups soll nun iiber einen ldngeren Zeitraum
und zusitzlich in komplexen Medien getestet werden. Fiir die routine-
maflige Anwendung eines solchen Assays soll gepriift werden ob nach
Herstellung der Mikroarrays diese iiber einen Zeitraum von drei Monaten
gleichbleibende Ergebnisse liefert. Wie im Kapitel beschrieben, sind
am Tag null alle Mikroarray gespottet und fiir die jeweiligen Versuchstage
riickgestellt worden. Fiir jeden Versuchstag wurden ungedffnete lyophili-
sierte Referenzmaterialien (Leer-, Vollserum und Leervollblut) verwendet.
Die verwendeten Peptidhormone und Antikorper sind ebenfalls aus riickge-
stellten Aliquots angesetzt worden. Uber einen Zeitraum von zwdlf Wochen
wurde an insgesamt neun Versuchstagen das hCG-i in unterschiedlichen
Matrizen vermessen.

In der Tabelle |A7|sind die RFU der Lagerstabilititsmessungen iiber den
Zeitraum von zwolf Wochen in 1 x PBS Puffer und dem Referenzmaterial
zusammengefasst. Das Verhéltnis dieser Werte und der zugehorigen zwei-
fachen LOQ sind in Tabelle dargestellt. Das intakte hCG mit seinen
beiden Untereinheiten stellt in diesem Versuch die Messgrofie dar. Diese
Lagerstabilitdtsmessung soll zeigen wie sich das gemessene Signal vom
hCG-i tiber die Zeit verhilt. Zusédtzlich zu den vier Proben mit jeweils
500 mU/ml hCG-i wurde die Probenmatrix ebenfalls unbehandelt vermes-
sen (Daten nicht gezeigt). In dem vermessenen Vollserum befand sich bereits
191 mU/ml des hCG-i. Um die mit Peptidhormon versetzten und unbe-
handelten Vollserum Versuche zu vergleichen, ist die Leermessung des
Vollserums mit aufgefiihrt. In der Messung des hCG-i im 1 x PBS Puffer
sind die Fluoreszenzwerte fiir das LH tiber die zwolf Wochen vergleichbar
mit der zweifachen LOQ fiir den zugehorigen Versuchstag. Fiir den Versuch
in Woche Null liegt die Signalintensitdt um den Faktor 1,8 welcher in der
Versuchswoche zwolf auf das o0,9-Fache bezogen auf die zweifache LOQ
fallt.
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Tab. 4.7.1.: Lagerstabilitdtstest der Mikroarrays fiir das hCG-i iiber zw6If Wochen
auf GLYMO modifizierten Glas-Objekttragern. Als Probenmatrix wurden
1 x PBS; Leerserum; Vollserum und Leervollblut verwendet. Die Werte fiir die
Versuchstage setzen sich aus den in Tabelle [A7| (Anhang) gezeigten Werten
und dem Verhiltnis der zugehdrigen zweifachen LOQ zusammen.

Woche
Probe Mess- 0 1 2 3 4 6 8 10 12
signal
1 x PBS LH 18 16 14 10 15 09 12 108 09

+500mU/ml  hCG-i 15,0 18,8 155 7,4 21,7 10,6 10,4 50 8,6
hCG-iAG  hegp 61 69 58 68 63 34 32 22 33

Leerserum LH 20 13 12 08 20 07 08 06 18
+500mU/ml hCG-i 21,5 13,8 11,8 3,3 16,1 7,3 59 3,3 5,2
hCG-iAG  hcGp 93 56 37 10 36 17 16 09 14

LH 10 04 08 06 07 06 05 06 08
Vollserum hCG-i 105 3,2 83 44 68 39 3,0 37 77
hCGB 19 06 13 08 10 07 05 07 12

Vollserum LH 13 08 07 11 06 07 05 07 06
+500mU/ml hCG-i 17,0 89 80 90 100 7,1 53 7,0 5,8
hCG-i AG hCG-B 38 17 15 17 15 14 08 12 1,0

Blut LH 12 10 08 07 08 10 09 06 009
+500mU/ml hCG-i 11,6 6,4 62 62 64 7,7 30 22 56
hCG-i AG hCG-B 52 26 24 19 15 15 09 07 13

Die Messwerte fiir das hCG- liegen in den ersten fiinf Versuchstagen
(Woche null bis vier) um das 6-Fache iiber der zweifachen LOQ. Der ge-
messene hCG-i Wert fiir diese Versuchstage bewegt sich zwischen max.
5.560 RFU und min. 1.562 RFU. (Tab. Setzt man diese RFU mit der
zugehorigen zweifachen LOQ ins Verhiltnis, bewegt sich die Messung des
Peptidhormon hCG-i bis zum fiinften Versuchstag in Woche vier um den
Faktor 7 bis 21 tiber der 2 x LOQ. In den Messungen bis zur zwdlften Woche
sinken die Messwerte auf den Faktor 8,6 ab.

Die Signalintensitit nimmt tiber die Zeit von zwolf Wochen um ein
Drittel ab. Da es sich hier um einen idealen Versuchsaufbau handelt, in dem
Matrixeffekte keine Rolle spielen, ist das Umfeld fiir das Peptidhormon kein

natiirliches. Um dieses zu testen wurden verschiedene Referenzmaterialien
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ebenfalls unbehandelt sowie mit 500 mU/ml hCG versetzt, vermessen. Fiir
das Leerserum, welches keinen der hier gesuchten Peptidhormone beinhal-
tet, ist nach Zugabe des hCG-i die RFU auf das 21-Fache am Tag null der
2 x LOQ gemessen worden. Uber den Zeitraum von zwolf Wochen wird eine
abfallende Tendenz der Signalintensitdten deutlich. Einen dhnlichen Verlauf
wird ebenfalls fiir das unbehandelte Vollserum und die mit 500 mU/ml
hCG-i versetzen Vollserum und Leervollblut Versuche deutlich.

4.7.2. Lagerstabilitatstest iiber zwolf Wochen zur
Detektion von hCG-p

Parallel zu der Versuchsreihe des hCG-i soll auch unter gleichen Bedingun-
gen das hCG- in vier unterschiedlichen Referenzmaterialien tiber einen
Zeitraum von zwolf Wochen vermessen werden. Der Versuchsaufbau und
die Durchfiihrung erfolgte analog zu dem Lagerstabilitatstest fiir das hCG-i.
Die in Tabelle |A8| zusammengefassten RFU zeigen fiir die in 1 x PBS Puffer
durchgefiihrten Versuche ein stabiles Signal {iber die Zeit. Bezogen auf die
zweifache LOQ bewegt sich die Signalintensitit fiir den hCG-38 Wert um
den Faktor fiinf. In Woche vier und sechs liegen die Fluoreszenzwerte um
den Faktor >15. (Tab.

Fiir die mit 37 mU/ml hCG-f versetzte 1 x PBS-, Leerserum-, Vollserum-
und Blutprobe bewegen sich die Fluoreszenzwerte fiir das LH um den Wert
der zweifachen LOQ. Die Signalintensititen fiir das hCG-i bewegt sich tiber
den Zeitraum von zwolf Wochen gemessen im 1 x PBS Puffer um den Faktor
<4,7 Uber der zweifachen LOQ. Der hCG-i Wert fiir die Leerserumprobe
variiert um den Faktor <2,4. Beim Leervollblut betrdgt die Signalintensitat
fiir das hCG-i unter dem 4,4-Fachen der 2 x LOQ. Der hCG-3 Messwert
im Leerserum steigt iiber den gesamten Zeitraum von >2 Fachen nach
der ersten Woche auf das 8-Fache in Woche zwolf an. Im Vollserum und
Leervollblut bewegen sich die gemessenen Fluoreszenzwerte fiir das hCG-f3
stabil um den Faktor >3 tiber der zweifachen LOQ.
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4. Ergebnisse

Tab. 4.7.2.: Lagerstabilitdtstest der Mikroarrays fiir das hCG-B iiber zwdlf Wochen
auf GLYMO modifizierten Glas-Objekttragern. Als Probenmatrix wurden
1 x PBS; Leerserum; Vollserum und Leervollblut verwendet. Die Werte fiir die
Versuchstage setzen sich aus den in Tabelle |A8| (Anhang) gezeigten Werten
und dem Verhiltnis der zugehdrigen zweifachen LOQ zusammen.

Woche
Probe Mess- 0 1 2 3 4 6 8 10 12
signal
1 x PBS LH 11 14 11 08 13 16 06 11 06

+37mU/ml hCG-i 21 27 27 12 47 46 14 17 13
hCG-B8 AG
hCGB 6,3 74 99 32 16,7 155 47 50 6,9

Leerserum LH 12 06 08 08 09 05 08 05 07
+37mU/ml hCGi 14 07 09 24 20 19 21 15 18
hCG-8 AG

hCGB 48 20 3,1 83 62 7,4 7.4 85 8,0

LH 10 04 08 06 07 06 05 06 08
Vollserum hCG-i 105 32 83 44 68 39 30 37 77
hCcGB 19 06 1,3 08 10 0,7 05 07 1,2

Vollserum LH 1,2 0,4 0,6 1,]. 0,7 0,7 0,7 0,7 ].,O
+37mU/ml hCGi 11,1 31 54 106 70 55 3,7 44 81
hCG-BAG  \c6p 34 12 20 52 39 37 28 23 7.2

Blut lH 09 11 10 06 11 10 12 10 08
+37mU/ml hCGi 10 11 11 22 44 19 24 10 11
hCG-BAG 6B 24 22 24 63 151 60 7,0 2.4 45

4.7.3. Lagerstabilitatstest iiber zwolf Wochen zur
Detektion von LH

Der Stabilitatstest um das LH auf dem Mikroarray in unterschiedlichen
Proben iiber einen Zeitraum von zwolf Wochen zu messen, entspricht
dem Versuchsaufbau fiir die Messung des hCG-i und hCG-§ und ist im
Anhang in Tabelle |Ag| zusammengefasst. Das Verhaltnis dieser Werte und
der zugehorigen zweifachen LOQ sind in Tabelle dargestellt.

Die gemessene Signalintensitat fiir das LH in 1 x PBS Pulffer ist tiber den
gesamten Zeitraum von zwolf Wochen messbar. Im Vergleich zu den parallel
durchgefiihrten Versuchen in Serum und Blut, schwanken die RFU des LH
im Verhiltnis zur zweifachen LOQ tiber die Zeit. Im Leerserum ldsst sich
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4.7. Lagerstabilititstest der Mikroarrays hinsichtlich der Messresultate

Tab. 4.7.3.: Stabilitdtstest iiber zw6lf Wochen verschiedener mit 100 mU/ml LH
versetzter Proben auf GLYMO modifizierten Glas-Objekttragern. Als
Probenmatrix wurden 1 x PBS; Leerserum; Vollserum und Leervollblut
verwendet. Die Werte fiir die Versuchstage setzen sich aus den in Tabelle
(Anhang) gezeigten Werten und dem Verhéltnis der zugehdrigen zweifachen
LOQ zusammen.

Woche
Probe Mess- 0 1 2 3 4 6 8 10 12
signal
1 % PBS LH 109 15,4 34,4 37,7 87,5 71,6 41,2 21,0 78,3
+100mU/ml hCG-i 63 15 12 13 22 18 12 06 23
LH AG hCG-B 29 03 05 07 07 04 07 04 1,0
Leerserum LH 33,5 34,5 41,0 257 27,6 33,3 18,5 12,9 27,0
+100mU/ml hCG-i 50 38 37 29 24 32 18 03 14
LH AG h(GB 08 08 10 08 09 11 07 04 05

LH 10 o4 08 06 O7 O6 05 06 0,8
Vollserum hCG-i 105 32 83 44 68 39 30 37 77
hCcGp 19 06 13 08 10 07 05 07 12

Vollserum LH 20,5 22,1 15,3 17,7 16,3 13,4 21,5 21,5 15,5
+100mU/ml hCG-i 95 82 58 67 67 51 76 55 306
LH AG hCG-B 16 12 09 11 09 09 11 08 06
Blut LH 34,0 36,0 68,5 553 52,3 28,8 30,6 45,5 37,2
+100mU/ml hCG-i 3,6 30 37 32 30 18 20 19 15
LH AG hcGB 08 08 12 11 11 07 08 09 06

das zugegebene 100 mU/ml LH an allen Versuchstagen in gleichbleibender
Intensitdt messen. Die Messsignale fiir das hCG-i steigt bei dieser LH
Konzentration an den ersten zwei Wochen auf das 5-Fache der 2 x LOQ an
und nimmt iiber die zwolf Wochen stetig ab. Im dritten Versuchsmonat fallt
die Signalintensitét fiir das hCG-i auf das Niveau der zweifachen LOQ. Die
Messwerte fiir das hCG-B bewegen sich in diesem Versuch auf Hohe der
zweifachen LOQ.

Das in das Vollserum zugegebene LH l&sst sich ebenfalls iiber den Zeit-
raum von zwolf Wochen detektieren. Die gemessene Signalintensitdt von
durchschnittlich 36.000 RFU entsprechen einen Faktor von >15 iiber der
zweifachen LOQ. Vergleicht man die Signalintensitdten des hCG-i aus der
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4. Ergebnisse

unbehandelten mit der LH préparierten Vollserumprobe, sind diese anné-
hernd gleich. Das hCG-§ Signal in der LH préparierten Vollserumprobe
liegt auf Hohe der zweifachen LOQ.

In Blut ldsst sich das LH ebenfalls tiber den gesamten Versuchszeitraum
messen. Das Signal fiir das hCG-{ liegt unter der zweifachen LOQ. Die
Signalintensitdt des hCG-i bewegt sich um den Faktor <3 bezogen auf die
zweifache LOQ.
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5. Diskussion

Eine parallele Mehrkomponentenanalyse von Antigen-Antikorper Reaktio-
nen zu entwickeln, beinhaltet zahlreiche Entwicklungsschritte. Die Not-
wendigkeit eines solchen Dopingschnelltests besteht in dem Erhalten des
Sportsgeistes und des Olympischen Gedankens sowie den damit verbunde-
nen Werten. Neben diesen ethischen Aspekten spielt die Gesundheit des
einzelnen Sportlers ebenfalls eine zentrale Rolle.

Die Verbotsliste der WADA umfasst neben Substanzen und Methoden,
welche wéhrend eines Wettkampfes verboten sind, auch jene, die auflerhalb
von Wettkdmpfen kontrolliert werden. [WADA, 2013b] In den vergange-
nen Jahren gewinnen Trainingskontrollen immer mehr an Bedeutung. Der
Ansatz, einen Point-of-care Test (PoC-Test) als Teilelement einer Dopingkon-
trolle zu entwickeln, wiirde die Effizienz von Trainings- oder Wettkampf-
kontrollen anheben. Gleichzeitig soll resultierend aus den Ergebnissen eine
weitere Analytik im Labor gezielter beauftragt und durchgefiihrt werden
konnen.

In dieser Arbeit wurde am Beispiel von zwei Peptidhormonen, dem LH
und dem hCG-i sowie einem Tumormarker, dem hCG-B exemplarisch ein
Multiparameter Assay entwickelt. Die Entwicklung dieses Testes bis hin
zum Messen von Serumproben aus Dopingkontrollen aktiver Sportler ist in
dem Fliefsschema der Arbeit zusammengefasst. (Abbildung;:

Die Herausforderung in dieser Arbeit war es, strukturell verwandte Stoffe
spezifisch nachzuweisen und Kreuzreaktivititen sowie Matrixeffekte, wel-
che bereits wissenschaftliche diskutierte Probleme darstellen, zu ermitteln.
[Emerson et al., 2003} [Selby, 1999] Sowohl das LH als auch das hCG-i be-
stehen aus jeweils einer o und einer 3 Untereinheit, wobei die o Untereinheit
bei beiden identisch ist. Fiir einen eindeutigen Nachweis wurden mono-
klonale Fangerantikorper gewdhlt, die 3 spezifisch binden. Um bei dem
Nachweis des hCG-i diesen vom Tumormarker unterscheiden zu kénnen,

wurde ein spezifischer monoklonaler 3 hCG Antikérper dahingehend ausge-
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5. Diskussion

wiahlt, dass ein Epitop an der hCG-3 Untereinheit durch die o Untereinheit
verdeckt ist. So bindet dieser Fanger-Antikorper ausschliefSlich das hCG-{3
in Abwesenheit der a-Untereinheit.

Um die Qualitdt, Spezifitdt und Kreuzreaktivitiat der in dieser Arbeit
verwendeten Antikorper zu testen, wurde die Western Blot Methode ver-
wendet und anschlieffend Antikdrper Kombinationen fiir den Mikroarray
zusammengestellt. In den Western Blot Versuchen wurden neben den Pep-
tidhormonen ebenfalls Serum- und Blutproben vermessen. Eine Detektion
von unspezifischen Banden innerhalb der Serum- oder Blutprobe wiirde
tiir eine Kreuzreaktivitit des Antikdrpers auf Serum oder Blut Bestandteile
sprechen. Die prozessierten Antikdrper wiesen keine unspezifischen Banden
in den getesteten Serum- oder Blutproben auf. Einen spezifischen Nach-
weis der Peptidhormone ist durch folgende monoklonale Fangerantikorper

gegeben:
* mAK LH-B (10-L15A) fiir das LH
* mAK hCG-$ (10-C25C) fiir das hCG-i
* mAK hCG-$ (10-C25FS) fiir das hCG-$ (Tumormarker)

Bei dem monoklonalen Fangerantikorper fiir das hCG-i und das hCG-§ Pep-
tidhormon ist eine Kreuzreaktivitdt gemessen worden, da beide p-spezifisch
binden. Der mAK LH erkennt ausschliefilich die 3 Untereinheit des LH. Der
hCG-3 mAK (10-C25FS) detektiert die hCG-3 Untereinheit als Tumormarker
spezifisch. Das Epitop des mAK hCG { (10 C25C) liegt an einer Position,
welche sowohl bei dem hCG-i als auch bei der 3 Untereinheit zugdnglich ist.
Demnach wiirden bei einem Tumor und der Anwesenheit von hCG-$ beide
Fangerantikorper ein Signal liefern.

Der Nachweis tiiber ausschlieilich einen polyklonalen Detektionsanti-
korper erweist sich durch den polyklonalen hCG-a Antikodrper (70-XG355)
als geeignet. Durch die Polyklonalitdt dieses Antikorpers erkennt dieser
neben der o Untereinheit ebenfalls die 3 Untereinheit, was durch die Er-
gebnisse der Western Blot Versuche geschlussfolgert werden konnte. Durch
diese Erkenntnis reduziert sich die Anzahl der Detektionsantikorper fiir die
Peptidhormone auf drei auf einen.

Nach Zusammenstellen der Assaykomponenten wurden Mikroarray Ver-
suche durchgefiihrt und die Versuche auf Kreuzreaktivitdt wiederholt.



Das Testen von verschiedenen Waschlosungen fiir die Verwendung auf
einem Mikroarray Assay sollte das Signal zu Hintergrund Verhéltnis ver-
grofern. (Tab. Vor allem bei komplexem Probenmaterial, wie Se-
rum oder Blut, war mit einer Erhohung der Signalintensitdt des Hin-
tergrundes zu rechnen. [Schiettecatte et al., 2012; Tate and Ward, 2004}
Emerson et al., 2003

Durch die Verwendung einer 0,05% Tween haltigen Waschlosung lief3
sich das Hintergrundsignal am Beispiel des LH in 1 x PBS sowohl auf
den modifizierten Glasobjekttrager als auch auf den polymer Objekttrager
reduzieren. Das dadurch vergrofierte Signal zu Hintergrund Verhiltnis
ermoglichte ein sensitiveres Messen der Peptidhormone. (Tab.

Im folgenden Versuchsabschnitt sollte die Kreuzreaktivitdt ermittelt wer-
den. Die Versuche ohne Peptidhormon als auch mit 500 mU/ml hCG-i in
1 x PBS zeigte bereits eine Kreuzreaktivitdt des hCG-$ Antikorper (20-XG35)
mit allen Fangerantikorpern auf dem Mikroarray. (Tab. Die Kreuzre-
aktivitdt lag in der Kontrollmessung mit 1 x PBS Puffer fiir das LH um das
2,6-Fache, beim hCG-i um den Faktor 3,7 und fiir das hCG- sowie dem
CRP tiber dem 5-Fachen der Bestimmungsgrenze.

Alle weiteren Kombinationen zwischen Fangerantikorper und Detektions-
/Sekundérantikdrper bestétigten die Ergebnisse der Western Blot Versuche.
Neben den Versuchen auf Kreuzreaktivitdt in 1 x PBS Puffer wurde eben-
falls unbehandeltes Referenzmaterial (kommerzielles Vollserum und -blut)
hinsichtlich der Matrixeffekte und Kreuzreaktivitdat auf Mikroarrays prozes-
siert und in der Tabelle [A3lund Abbildung 4.2| zusammengefasst. Hierbei
wurde das Leervollblut unbehandelt und mit 500 mU/ml hCG-i vermessen.
Unter Verwendung des Detektionsantikorpers hCG-ua (70-XG35S) wurde
in der unbehandelten Leervollblutprobe kein Signal detektiert. In der mit
hCG-i versetzten Probe wurde dieses Peptidhormon tiber den Fangeranti-
korper hCG-§ (10-C25C) gemessen. Bei Verwendung des CRP (K62350G)
Detektionsantikorper wurde das in dem Blut befindliche CRP iiber den
CRP-spezifischen Fangerantikorper detektiert. Eine Kreuzreaktivitiat wurde
tiir das Leervollblut und der getesteten Assaykomponenten nicht gemes-
sen. Der parallel durchgefiihrte Versuch fiir das Leerserum als weiteres
Referenzmaterial wies vergleichbare Ergebnisse auf. Im Vollserum wurde
das hCG-i bereits in der unbehandelten Probe iiber den hCG-f (10-C25C)
Fangerantikorper und dem hCG-ua (70-XG35S) Detektionsantikdrper um
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5. Diskussion

den Faktor 6,8 gemessen. Nach Zugabe von 500 mU/ml hCG-i stieg die
gemessene Fluoreszenzintensitdt somit um das 3,2-Fache auf den Faktor 10
bezogen auf die zweifache LOQ an. Bei Verwendung des Detektionsantikor-
pers fiir das CRP wurde das im Vollserum befindliche CRP nachgewiesen.
In den Versuchen mit Vollserum wurden ebenfalls keine Matrixeffekte oder
Kreuzreaktivitdten gemessen.

Neben weiterer Optimierungen hinsichtlich des Assayprotokolls wurde
die Bestimmungsgrenze der Peptidhormone tiber unterschiedliche Konzen-
trationen ermittelt. In dem Versuch zur Ermittlung der Bestimmungsgrenze
wurde iiber eine Konzentrationsreihe in 1 x PBS das hCG-i ab 10 mU/ml
eindeutig nachgewiesen. Zur sensitiven Bestimmung des hCG-i in 1 x PBS
wurde die LOQ als cut-off verwendet.

Der so konstruierte Aufbau ermoglicht die Detektion dieser Peptidhormo-
ne im Rahmen ihrer klinisch relevanten Grenzwerte von >5 mU/ml. Bei ei-
nem Dopingmissbrauch mit dem LH erzielt man einen wirksamen androge-
nen Effekt erst bei applizieren einer Einzel-Dosis LH von 15.000 — 30.000 IU
oder mehrerer tiglicher Dosen LH > 10.000 IU. [Handelsman et al., 2009;
Stenman et al., 2006] Bei Konzentrationen dieser Grofienordnung sind
Werte von iiber 5.000 mU/ml gemessenem LH im Serum zu erwarten.
[le Cotonnec et al., 1998] Nach Cotonnec betrdgt die Serumhalbwertzeit fiir
das LH 1.000 IU * h/L. Dieses bestétigt die Vermutung von Stenman und
Kollegen, einen physikalischen Effekt nur durch applizieren hoher LH
Konzentrationen zu erreichen. [Stenman et al., 2006]

Im Organismus eines Mannes, denn nur fiir diesen gelten das LH und das
hCG-i als Dopingmittel, liegen die nattirlichen Konzentrationen im Serum
auf Hohe der Bestimmungsgrenze von <5 IU/L.

Um nun einen direkten Einfluss der Peptidhormonkonzentration auf die
Signalintensitdt eines bereits vorhandenen Peptidhormons zu priifen, wurde
ein Versuchsaufbau gewahlt, bei dem ein Peptidhormon mit gleichbleiben-
der Konzentration und ein weiteres Peptidhormon mit unterschiedlicher
Konzentration vermessen wurde. Hierfiir wurden Versuchsaufbauten kon-
struiert, in denen die zu untersuchenden Parameter zeitgleich gemessen
wurden. Als Modell wurde hierfiir das Seronorm high Vollserum verwendet.
Dieses Standardserum, welches bereits das hCG-i beinhaltete, sollte nun
tiber unterschiedliche Konzentration von LH der Einfluss dieses Peptid-

hormons auf das gemessene hCG-i Signal untersucht werden. Wie in der
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Abbildung |4.6| gezeigt, korrelieren diese beiden Parameter beztiglich ihrer
Nachweisbarkeit in diesem Assayaufbau nicht. So lassen sich das LH und
das hCG-i parallel in einer Probe nachweisen.

In einem weiteren Teilversuch sollten erstmalig Serumproben von drei
Personen vermessen werden. Die Auswahl beschrankte sich auf eine méann-
liche und zwei weibliche humane Serumproben, wovon eine weibliche
Serumprobe einer im zweiten Trimester schwangeren Frau stammte. Im
Hinblick auf die zukiinftige Integration dieses Assays in eine IvD-Platform
wurde dieser Versuchsaufbau ebenfalls auf einem Polymer als Matrix fiir
den Mikroarray durchgefiihrt. Im Vergleich dieser beiden Matrizen ist das
Signal-Hintergrund Verhiltnis sowie die Signalintensitdt bezogen auf die
zweifache LOQ auf gleichem Niveau. Im Versuch auf dem Cycloolefin Co-
polymer (TOPAS) ist die gemessene Signalintensitdt hoher als auf Glas, was
auf dem auf Glas optimierten Versuchsaufbau zurtick zu fithren ist. Die hier
gezeigten Ergebnisse auf einem Polymer als Matrix, sind auf einem TOPAS
Chip (Objekttragergrofie) prozessiert worden.

Ebenfalls wurde die Serumprobe der schwangeren Person eindeutig iden-
tifiziert. Die beiden Kontroll-Serumproben wiesen keine Signale fiir das LH
oder hCG-$ auf. Demnach kann geschlussfolgert werden, dass das weibliche
Kontrollserum einer Person entnommen wurde die zum Zeitpunkt der Pro-
benahme weder schwanger noch einen Eisprung hatte. Bei dem ménnlichen
Kontrollserum kann aufgrund der unauffilligen Signalintensitdten aller
Messparameter eine Tumorerkrankung basierend auf dem hCG- Wert oder
ein Medikamentenmissbrauch zur Leistungssteigerung mittels LH oder
hCG-i ausgeschlossen werden.

Um falsch positive Resultate zu vermeiden, muss ein notwendiger cut-off
anhand von randomisiert kontrollierten Studien mit Realproben weiter
angepasst werden.

Die Durchfiihrung einer Performance-Analyse in Form eines Einfach-
Blind-Ansatzes sollte die diagnostische Sensitivitdt und Spezifitit aller drei
Parameter ermitteln. Die fiir diese Analyse prozessierten 130 Serumproben
mit randomisierten Kombinationen aller drei Peptidhormone in unterschied-
lichen Konzentrationen wurden hierfiir vermessen. Die Messwerte fiir die
Peptidhormone aller 130 Serumproben wurden anschliefiend in Grenz-
wertoptimierungskurven dargestellt. Hierbei konnte fiir das LH ein cut-off

ermittelt werden, welcher zu 100% diskret zwischen positiv und negativ



5. Diskussion

fiir diesen Versuchsansatz unterscheiden konnte. Somit lag der gemessene
cut-off fiir das LH bei einer Peptidhormon Konzentration von >5 mU/ml bei
16.180 RFU. Fiir das hCG-i konnte, aufgrund des Kompromisses beziiglich
der Auswahl der Fangerantikorper, kein spezifischer Nachweis ermittelt
werden, da dieser Fingerantikorper ebenfalls die bei einem Tumor einzeln
vorkommende (-Untereinheit detektieren. Unter Beriicksichtigung dieses
Aspektes wurden fiir die Auswertung des “hCG-i korrigiert” nur die hCG-i
Proben als negativ gewertet, welche beim Peptidhormon hCG-f ebenfalls
eine als negativ gewertete Peptidhormon Konzentration beinhalteten. Somit
konnte die Spezifitdt deutlich verbessert werden. Der hierbei ermittelte
cut-off lag bei einer Peptidhormon Konzentration von >10 mU/ml bei
6.806 RFU. Fiir das hCG-3 wurde ein cut-off von >10 mU/ml bei 14.978 RFU
ermittelt. In einem realen Szenario fiir mdnnliche Serumproben, sollte unter
unauffilligen Bedingungen keines dieser drei Peptidhormone vorhanden
sein. Entsprechend steigen die Signale der einzelnen Messparameter je nach
Dopingvergehen fiir das LH und das hCG-i an. Das Signal fiir den Tumor-
marker hCG-3, welcher ebenfalls ein Signal beim hCG-i liefert, wiirde im
Anti-Dopingtest entsprechend bewertet werden konnen.

Uber einen Test von 20 anonymisierter Serumproben vom Institut fiir
Biochemie/Zentrum fiir Préaventive Dopingforschung in Koéln (DSHS-K6In)
sollte dieses Verfahren mit dem standardmaéflig bei einer Dopinganalyse
durchgefiihrten Verfahren und dessen Ergebnisse verglichen werden. Die
ermittelten Fluoreszenzwerte fiir die drei Peptidhormone wurden tiber die
in der Performance-Analyse festgesetzten cut-off Werte zugeordnet. Die
20 Serumproben, welche von je zehn méannlichen und zehn weiblichen
Sportlern stammten, wurden in allen Parametern als negativ bewertet. Diese
Bewertung der 20 Proben entsprach den Ergebnissen der Referenzmethode
vom DSHS-KoIn.

Grundsitzlich ist bei einer Dopingkontrolle mit diesem Assayaufbau bei
Ménnern mit keinem Signal fiir die drei Peptidhormone auszugehen. Wie
aus den Ergebnissen im Versuch des Probenkollektivs vom Institut fiir Bio-
chemie in Koln bei den ménnlichen Proben deutlich wurde (Tab. [4.6.3),
liegen unter folgenden Umstidnden negative Ergebnisse vor. Bei médnnlichen
Sportlern ohne LH und hCG-i Doping sind die Werte fiir alle drei Peptid-
hormon unter der zweifachen LOQ. Fiir den Fall eines Doping Vergehens

mit einem der beiden Peptidhormone wiirde der entsprechende Nachweis
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ein Signalanstieg erkennen lassen. Ein solches Szenario wurde in dieser
Arbeit mit einem Versuch {iiber drei Serumproben (Abschnitt nachge-
stellt, bei der eine natiirlich erhohte hCG-i Konzentration aufgrund einer
Schwangerschaft eindeutig identifiziert wurde.

Einen weiteren Bestandteil der Assayentwicklung bildete die Lagerstabili-
tdt eines solchen Aufbaus iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen. Ziel
dieses Versuches war es, festzustellen, ob die Lagerung der Mikroarrays
auf den Glassobjekttrager unter definierten Bedingungen einen Einfluss
auf das Messergebnis hat. Das hCG-i wurde in diesem Versuch neben dem
beiden Standardseren und -blut ebenfalls 1 x PBS getestet. Die in Tabel-
le |A7| zusammengefassten Ergebnisse zeigen, dass sich das Peptidhormon
hCG-i iiber den gesamten Zeitraum von zwolf Wochen nachweisen lésst.
Eine Abnahme der Signalintensitit iiber den gesamten Zeitraum vor allem
aber an den letzten beiden Messungen in Woche zehn und zwolf, ladsst
sich auf die mangelnde Lagerstabilitat zur Messung dieses Peptidhormons
zuriickfiihren.

Der durchgefiihrte Lagerstabilitatstest tiber zwolf Wochen fiir die 3 Un-
tereinheit zeigt im Versuch mit 1 x PBS ein konstantes Signal. In den Se-
rumproben und dem Vollblut verhélt sich das zugegebene hCG- divergent.
Bei der Versuchsreihe mit dem Leerserum steigt die Signalintensitat fiir das
hCG- iiber die zwolf Wochen um den Faktor fiinf an. Hingegen verhalt
sich die Signalintensitit bei der im Vollserum versetzten Proben iiber den
Verlauf von zwdlf Wochen anndhernd stabil. Die im Vollblut durchgefiihrte
hCG-{ Versuchsreihe iiber diesen Zeitraum zeigt ebenfalls einen gleichblei-
bende Signalintensitdt. Unterschiedliche Signalintensititen an einzelnen
Versuchstagen sind auf Schwankungen der Messgenauigkeit sowie auf die
Komplexitdt des Prozessablauf zuriick zu fiihren. Schlussfolgernd kann
tiber den Lagerstabilitdtsversuch in allen vier Matrizen das hCG-{ iiber den
gesamten Zeitraum von zwolf Wochen detektiert werden.

In dem ebenfalls durchgefiihrten Lagerstabilitétstest tiber zwolf Wochen
fiir das LH, wurden dieser in allen Proben durchgehend in einer Konzen-
tration von 100 mU/ml verldsslich detektiert. Die auch hier auftretenden
Streuung der Signale sind auf Schwankungen der Messgenauigkeit sowie
auf die Komplexitat des Prozessablauf zurtick zu fiihren.

Um diesen Assayaufbau und speziell das Mikroarray {iiber einen Zeit-

raum von mehr als acht Wochen zu stabilisieren, miissen weitere Ansitze
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verfolgt werden wie beispielsweise die Stabilisierung der gespotteten An-
tikorper. [Lee and Kim, 2002] Um eine Marktakzeptanz zu erzielen, sollte
eine Verwendbarkeit von mindestens sechs Monaten erreicht werden.

Fiir einen verlédsslichen Nachweis dieser Peptidhormone ist es zu die-
sem Zeitpunkt notwendig, parallel mehrere Standards am Versuchstag zu
messen. Uber diese Standards in Form einer Konzentrationsreihe fiir das
Erstellen einer Eichgeraden lassen sich die Proben anschlieffend bewerten.
In Hinblick auf die Integration dieses Assays in eine PoC-Anwendung
muss eine intelligente Kalibrierung gefunden werden. Zur Wahl stehen hier
zwei Ansitze. Das Integrieren von Kalibrierspots in das Spotmuster des
Mikroarrays iiber denen ein Referenzwert aus der Probe gemessen wird.
Hierfiir kommen Serumbestandteile in Frage, welche keinen natiirlichen
Schwankungen in Tageszeit, Erndhrung, Alter oder Herkunft des Probanden
aufweist. Man kann diesen Standard aber auch auf den jeweiligen Proban-
den individualisieren und so das Alter und die Herkunft vernachléssigen.

Mit dem Schritt diesen Multipex Assay in ein PoC-Gerit zu tiberfiihren,
sollen die notwendigen Assayschritte vollstindig automatisiert ablaufen. In
ersten Versuchen in einem miniaturisierten System auf einem Glassobjekt-
trager konnte die benotigte Assayzeit im Vergleich zu einem kommerziellen
ELISA von >60 min auf unter 50 min mit dem Glasobjekttrdger verringert
werden. Ebenfalls betrug das benotigte Probenmaterial in den hier durch-
gefithrten Versuchen pro Messung 100 pl. Weiterhin ergeben sich durch
diese Art die Miniaturisierung und dem damit verbundenen geringem
Probevolumen Moglichkeit einer Anwendung als Screening Methode.

Mit dem néchsten Schritt der Miniaturisierung in ein PoC-Gerét redu-
ziert sich das benotigte Probevolumen auf unter 100 pl. Ein solch geringes
Probevolumen kdnnte vor Ort minimalinvasiv und ohne Arzt iiber die
Fingerbeere abgenommen werden, was die Kosten einer Dopingkontrolle
verringern wiirde. Diese Screening Methode kann somit parallel zu einer
Probenahme durchgefiihrt werden. Mittels der Ergebnisse des Schnelltests
soll so iiber weitere gezielte Laboruntersuchungen entschieden werden.
Das Entwickeln eines solchen Schnelltests mit mehreren Parametern stellt
einen ersten Abschnitt in der Realisierung einer Vielzahl von moglichen
Anwendungen dar. Neben den in dieser Arbeit gezeigten Nachweis der
Peptidhormone sollen weitere Parameter auf ihre Verwendbarkeit in einem

solchen Aufbau getestet werden.
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Interessante Fragestellungen konnten weitere auf der Verbotsliste ste-

hende Wirkstoffe oder Methoden sein, welche sich durch immunologische
Testverfahren nachweisen lassen. Neben der immunologischen Detektion
konnte der Nachweis fraglicher Parameter zukiinftig ebenfalls elektroche-
misch stattfinden. [Schumacher et al., 2012] Hierfiir wurden bereits in weite-
ren Arbeiten entsprechende Ergebnisse erbracht.
[Kozma et al., 2013] Weitere Parameter, die in einem Dopingtest integriert
werden konnten, sind rekombinante Peptidhormone sowie Wachstumsfak-
toren, wie das humane Growth Hormone (hGH) oder den insulindhnliche
Wachstumsfaktoren (engl. Insulin-like growth factors, IGF-1).

Ein Vorteil im Nachweis von rekombinanten Wirkstoffen kann dessen
verdndertes Glykosylierungsmuster sein, welches sich tiber spezifische Anti-
korper eindeutig nachweisen ldsst. Eine grofiere Herausforderung stellt der
Nachweis von Parametern dar, welche im Korper selber produziert werden.
Als Beispiel soll hier das Erythropoetin (EPO) Molekiil als Wachstumsfak-
tor fiir die Bildung der Erythrozyten dienen. Die heute auf dem Markt
befindlichen EPO-Préparate werden vorrangig rekombinant hergestellt. Ein
moglicher Ansatz fiir den Nachweis von EPO als Dopingmittel wire ein
Multiplex Ansatz in dem man neben der humanen Variante und dessen
unterschiedliche Iso Formen ebenfalls giangige EPO-Varianten ortsaufgeldst
messen konnte. Erreicht man tiber die Qualitdt der verwendeten Fanger
Antikorper den benotigten spezifischen Nachweis, konnte man diesen Multi-
plex Ansatz um weitere rekombinante EPO-Praparate erweitern. Ein Beispiel
ware hierfiir das EPO-Derivat CERA (Continuous Erythropoiesis Receptor
Activator). Diese EPO-Variante wurde tiber ein Methoxypolyethylenglycol-
polymer zur Verldngerung der Serumhalbwertzeit verkniipft (PEGylierung).
Eine solche PEGylierung liefSe sich elegant in einem solchen System nach-
weisen. Ein weiteres Indiz fiir EPO-Doping ist die Reduzierung der korper-
eigenen EPO-Produktion, welche sich {iber die entsprechenden spezifischen
Fangerantikorper widerspiegeln wiirde. Aufgrund der reduzierten Kosten
pro Schnelltest konnten Sportler regelméfsiger getestet und tiber die Ergeb-
nisse ein individuelles Profil erstellt werden. Bei einem Vergehen wiirde
dieses bereits in diesem Schnelltest deutlich werden. Eine anschliefSende
umfangreiche Laboruntersuchung kénnte dieses Resultat untermauern. Das
zukiinftige Ziel dieses Testsystems ist die Integration weiterer relevanter

Parameter im Rahmen der Dopinganalytik.
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5. Diskussion

Um diesen Multiplex Assay in ndchster Zukunft auch im Rahmen einer
Dopingkontrolle einsetzten zu konnen, ist die Integration in ein PoC-Geriét
notwendig. Erste Versuche wurden bereits in einer In-vitro Diagnostik
Plattform durchgefiihrt. Je nach Assayaufbau ist in diesem System eine
effektive Versuchszeit von voraussichtlich 15 min realisierbar. Ebenfalls

konnen die aufzuwendenden Kosten hierdurch reduziert werden.
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6. Ausblick

Es wurde ein Versuchsaufbau konstruiert, mit dem es moglich ist parallel
und als Multiplex Messung LH, hCG-i und hCG-$ aus einer Probe und
unterschiedlicher Matrix semi-quantitativ nachzuweisen. Ein Uberfithren
dieses Assayaufbaus in eine Poin-of-care Losung soll zeitnahe realisiert
werden. Hierfiir konnen Aufbauten wie das der Fraunhofer IvD-Platform
[Schumacher et al., 2012]] genutzt werden, welche in Kombination mit einer
deutlich kleineren Ausleseeinheit einen weiteren Schritt darstellen, diesen
Schnelltest auch mobil vor Ort einsetzten zu konnen. [Kozma et al., 2013]]
Durch Validieren des so entstehenden Anti-Doping-PoC Test tiber Versuchs-
elemente, wie die Performance-Analyse und dem Stabilitdtstest iiber einen
realistischen Zeitraum, soll ein Einstieg in das Anti-Doping-PoC Testsystem
der WADA vorbereitet werden. Weiterhin soll der Anti-Doping-PoC Test
in einem Antidoping Institut parallel zu der Standarduntersuchung eine
umfangreiche Anzahl von Realproben messen.

Dieser in der Arbeit konstruierte Multiplex Assay soll exemplarisch fiir
die Realisierung eines Schnelltests fiir weitere Serum oder Blutparameter
stehen. Hierfiir konnten die unterschiedlichen rekombinanten EPO Varian-
ten, EPO-Analoga oder EPO-Mimetics sowie Wachstumsfaktoren in Frage
kommen. Ebenfalls elegant nachweisen lassen sich eine Vielzahl von Stoffen,
welche nicht endogen im Korper vorkommen. Fiir einen solchen Nachweis
benotigt man keine konzentrationsabhidngige Signalintensitét. Die Kombi-
nation von mehreren nachzuweisenden Parametern in einem Test erhoht
die Aussagekraft der Ergebnisse und helfen bei der Entscheidung, weitere
Analysen in den Dopinglaboren durchzufiihren.

Dieser hier etablierte Testansatz basiert auf eine Antigen-Antikorper Bin-
dung, welche mit der Qualitdt der Bindungspartner direkt zusammenhéngt.
Uber hoch spezifische Fangerantikorper oder -molekiile lassen sich gezielt
die entsprechenden Antigene aus Blut oder Serumproben detektieren.

Ein weiterer Ansatz fiir ein Anti-Dopingtest wire die Moglichkeit, diesen
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6. Ausblick

Aufbau ebenfalls mit Urin als Probenmatrix nutzen zu kénnen. Hierfiir
miisste {iber eine Machbarkeitsstudie ein Teil der in dieser Arbeit fiir Serum
und Blut durchgefiihrten Versuche auf Urin angewendet werden. Bei er-
folgreichen Ergebnissen konnte so der Nachweis fraglicher Parameter ohne
Kapillarblut erfolgen. Vielversprechend ist die Methode den Nachweis iiber
Urin zu fiithren auch dahingehend, dass der Sportler bei der Probenahme

nicht punktiert werden muss.
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7. Zusammenfassung

Weltweit streben Anti-Doping Institute danach jene Sportler zu tiberfiihren,
welche sich unerlaubter Mittel oder Methoden bedienen. Die hierfiir not-
wendigen Testsysteme werden kontinuierlich weiterentwickelt und neue
Methoden aufgrund neuer Wirkstoffe der Pharmaindustrie etabliert.

Gegenstand dieser Arbeit war es, eine parallele Mehrkomponentenana-
lyse auf Basis von Immunoassays zu entwickeln, bei dem es primédr um
Verringerung des benotigten Probevolumens von mehreren Millilitern auf
100 pl pro Versuch und dessen Versuchszeit im Vergleich zu einem Standard
ELISA Verfahren ging. Neben der Verwendung eines Multiplex Ansatzes
und der Mikroarraytechnologie stellten ebenfalls die Spezifitdt aller Mess-
parameter, die Stabilitdt des Versuchsaufbaus sowie die Performance iiber
einen Einfach-Blind-Ansatz Herausforderungen dar.

Die Anforderung an den Multiplex Ansatz, keine Kreuzreaktivitdten
trotz partiell homologer Strukturen zu messen, konnte durch die gezielte
Kombination von spezifischen monoklonalen Fangerantikdrpern realisiert
werden. Hierfiir wurden neben Kreuzreaktivititstests auf dem Mikroarray
parallel erfolgreich Western Blot Versuche durchgefiihrt. Jene Antikorper,
welche in diesen Versuchen die gesetzten Anforderungen erfiillten, wurden
fiir das Ermitteln der Bestimmungsgrenze verwendet. Uber das Optimie-
ren der Assaybedingungen konnte unter Verwendung von 0,05% Tween
in der Waschlosung sowohl auf modifizierten Glas Objekttrager als auch
auf Objekttrager aus Kunststoff (Cycloolefin Copolymer, COC) eine Re-
duzierung der Hintergrundfluoreszenz und somit eine Steigerung des Si-
gnal/Hintergrundverhéltnisses erreicht werden. Weiterhin konnte das Pro-
benvolumen in dieser Arbeit auf 100 pl pro Messung auf einem Mikroarray
reduziert werden. In den Versuchen zu Ermittlung der Bestimmungsgrenze
in 1 x PBS wurde fiir das hCG-i eine Konzentration von 10 mU/ml, fiir das
hCG-{ eine Konzentration von 3,6 mU/ml und fiir das LH eine Konzentrati-

on von 10 mU/ml bestimmt. Den ermittelten Wert im Serum fiir das hCG-i
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7. Zusammenfassung

entspricht dem von der WADA geforderten Wert in Urin von 5 mU/ml.

Neben der Ermittlung von Bestimmungsgrenzen im Puffer wurden die
fraglichen Parameter hinsichtlich auftretender Matrixeffekten in komplexen
Proben wie Serum und Blut gemessen. Zugunsten der Spezifitit und dem
Vermeiden von falsch positiven Fallen wurde der cut-off und die daraus
resultierende geringere Sensitivitdt des Assays auf die zweifache Bestim-
mungsgrenze festgesetzt. Wie aus den Versuchen zur Ermittlung von Kreuz-
reaktivititen auf dem Mikroarray zu entnehmen ist, lassen sich das LH,
das hCG-i und hCG-§ ebenfalls komplexen Proben detektieren. Ein Ein-
fluss auf das Messsignal durch unterschiedliche Konzentrationen eines der
Parameter auf einen zweiten konstanten Parameter konnte im Versuch mit
verschiedenen LH Konzentrationen in Vollserum ausgeschlossen werden.

Nachdem Kreuzreaktivitdtsversuche und Versuche zum Festsetzen des
cut-off abgeschlossen werden konnten, wurde erstmals ein Kollektiv von
Realproben vermessen. Hierbei konnte in der Serumprobe einer schwan-
geren Frau eindeutig der erhohte hCG-i Wert nachgewiesen werden. In
den Kontrollen dieses Kollektivs welche aus Serumproben ménnlicher und
weiblicher Probanden bestand, wurden hingegen keine erhohten Werte
gemessen.

Die Durchfiihrung einer Performance-Analyse iiber einem Einfach-Blind-
Ansatz mit 130 Serum Proben welche ein umfangreicheres Probenkollektiv
darstellen, wurde ebenfalls iiber dieses System realisiert. Die ausgewerteten
Proben wurden anschliefiend {iiber eine Grenzwertoptimierungskurve ana-
lysiert und die diagnostische Spezifitat ermittelt. Um falsch positive Proben
auszuschlieflen, wurde der cut-off so festgesetzt, dass alle negativen Proben
unter <10 mU/ml lagen. Fiir die Messungen des LH konnte eine Sensitivitéat
und Spezifitidt von 100% am optimalen cut-off erreicht werden. Demnach
wurden alle negativen und positiven Proben eindeutig interpretiert. Fiir das
hCG- konnte ebenfalls am ermittelten optimalen cut-off eine Spezifitit von
100% und eine Sensitivitdt von 97% erreicht werden. Nach Anpassen des
Probenpools der hCG-i Proben wurde eine Spezifitit von 100% und eine
Sensitivitat von 97,5% erreicht. Uber einen Probenkollektiv vom Institut fiir
Biochemie/Zentrum fiir Praventive Dopingforschung in Kéln konnten mit
jeweils zehn mdnnlichen und zehn weiblichen Probanden erste Messungen
mit Realproben aus Dopingkontrollen vermessen werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse soll in weiterfithrenden Studien mit deutlich
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hoherer Probenanzahl dieser Versuchsaufbau weiter validiert werden.

Um den Nachweis zu erbringen, dass dieser Versuchsaufbau tiber mehrere
Wochen stabile Signale bei Vermessen von identischen Proben liefert, wurde
ein iiber zwolf Wochen angesetzter Stabilitatstest fiir alle Parameter erfolg-
reich in Serum und Blut durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Versuchsreihe
wird die Lagerfdahigkeit der Objekttrager gepriift. In den Serum Versuchen
mit hCG-i, hCG-3 und LH konnten konstante Signalintensitdten iiber einen
Zeitraum von acht Wochen gemessen werden. Bis zur zwolften Woche, dem
letzten Versuchstag, nahmen die Signalintensitdten fiir alle Parameter in
den unterschiedlichen Probenmatrizen ab.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erfolgreich eine Mehrkom-
ponentenanalyse als Multiplex Ansatz auf einem Mikroarray entwickelt
werden. Uber die durchgefiihrten Versuche konnten Kreuzreaktivitdten
ausgeschlossen und die Spezifitdt der einzelnen Parameter ermittelt wer-
den. Die Durchfiihrung der Performance-Analyse und des Stabilitédtstests
zeigen bereits die mogliche Einsatzfahigkeit dieses Tests im Kontext einer

Dopinganalyse.
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A. Anhang

A.1l. Puffer und Losungen

Elektrophoresepuffer

Western Blot Blockin Puffer

CCE Puffer (Probenpuffer)

Coomassie-Farbelosung

Coomassie-Entfarbeldsung

25 mM TRIS pH 8.5
192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

39 mM Glycin
48 mM TRIS
0,0375% SDS
20% (v/v) Methanol

90 mM TRIS pH 6,8
5,7% SDS

23% Glycerol

0,07% B-Mercaptoethanol
0,25% Bromphenolblau
ad Aqua bidest.

40% Methanol
10% Eisessig
0,25% w/v Coomassie Blue G250

10% (v/v) Essigsaure
50% Ethanol
ad Aqua bidest.
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A. Anhang

Peroxidase Substratldsung 2 pg Naphtol gelést in 7,5 ml 4 °C MeOH
auf 50 ml mit PBS 1x aufgefiillt
30 p| H202
Waschpuffer 1 x PBS + 0,05% Tween-20
Blockpuffer 1 x PBS + 5% Milchpulver + 0,05% Tween-20
Carbonat-Bicarbonat Puffer 16 ml 0,1 M Natriumcarbonat
pH 9,6 (200 ml) 34 ml 0,1 M Natriumhydrogencarbonat

ad Aqua bidest.
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A.1. Puffer und Losungen

A.1.1. SDS-Gel Zusammensetzung fiir Trenn- und

Sammelgel
15% Trenngel 5% Sammelgel
bi dest H,O 11,5 ml 6,8 ml
30% Acrylamid 25 ml 1,7 ml
1 M TRIS (pH 6,8) 12,5 ml 1,25 ml
10% SDS 0,5 ml 0,1 ml
10% Ammonium persulfat 0,5 ml 0,1 ml
TEMED 0,02 ml 0,01 ml
Bromphenolblau 0,1 ml
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A. Anhang

A.2. Tabellen

Tab. Al.: Schliissel fiir die 130 Proben aus dem Einfach-Blind-Ansatz zur Er-
mittelung der diagnostischen Sensitivitdt und Spezifitat. Jeder hCG-i
Konzentration wurde randomisierend eine hCG-B8 und LH Konzentration
jeweils in mU/ml zugeordnet. Somit sind alle gewihlten Konzentrationen aller
Peptidhormone in diesem Ansatz zehn Mal vertreten und jede Probe besteht
aus einer individuellen Kombination aus allen drei Peptidhormonen.

n-1 n+1
Probe hCG-i hCG-f LH
1 0 0 0
2 0
3 0 4 4
4 0 10 10
5 0 20 20
6 0 30 30
7 0 40 40
8 0 50 50
9 0 75 60
10 0 100 70
11 2 150 8o
12 2 200 90
13 2 300 100
14 2 300 2
15 2 0 4
16 2 10
17 2 4 20
18 2 10 30
19 2 20 40
20 2 30 50
21 4 40 60
22 4 50 70
23 4 75 8o
24 4 100 90
25 4 150 100
26 4 200 o}
27 4 200 4
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Probe hCG-i hCG-3 LH
28 4 300 10
29 4 0 20
30 4 2 30
31 10 4 40
32 10 10 50
33 10 20 60
34 10 30 70
35 10 40 80
36 10 50 90
37 10 75 100
38 10 100 0
39 10 150 2
40 10 150 10
41 20 200 20
42 20 300 30
43 20 0 40
44 20 2 50
45 20 4 60
46 20 10 70
47 20 20 80
48 20 30 90
49 20 40 100
50 20 50 0
51 30 75
52 30 100 4
53 30 100 20
54 30 150 30
55 30 200 40
56 30 300 50
57 30 0 60
58 30 70
59 30 4 8o
60 30 10 90
61 40 20 100
62 40 30 0
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Probe hCG-i hCG-3 LH
63 40 40
64 40 50 4
65 40 75 10
66 40 75 30
67 40 100 40
68 40 150 50
69 40 200 60
70 40 300 70
71 50 0 80
72 50 2 90
73 50 4 100
74 50 10 0
75 50 20
76 50 30 4
77 50 40 10
78 50 50 20
79 50 50 40
80 50 75 50
81 75 100 60
82 75 150 70
83 75 200 8o
84 75 300 90
85 75 0 100
86 75 2 0
87 75 4
88 75 10 4
89 75 20 10
90 75 30 20
91 100 40 30
92 100 40 50
93 100 50 60
94 100 75 70
95 100 100 8o
96 100 150 90
97 100 200 100
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A.2. Tabellen

Probe hCG-i hCG-3 LH
98 100 300 0
99 100 0

100 100 2 4
101 150 4 10
102 150 10 20
103 150 20 30
104 150 30 40
105 150 30 60
106 150 40 70
107 150 50 8o
108 150 75 90
109 150 100 100
110 150 150 0
111 200 200

112 200 300 4
113 200 0 10
114 200 2 20
115 200 4 30
116 200 10 40
117 200 20 50
118 200 20 70
119 200 30 8o
120 200 40 90
121 300 50 100
122 300 75 0
123 300 100

124 300 150 4
125 300 200 10
126 300 300 20
127 300 0 30
128 300 2 40
129 300 4 50
130 300 10 60
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Tab. A2.: Kreuzreaktivitdtsversuch auf Mikroarrays der Detektions- und des
Sekundéarantikorper bei unterschiedlichen hCG-i Konzentrationen in
1 x PBS. Die Werte sind in relative fluoreszenz Einheiten (RFU) angege-

ben.

Detektion/ Fanger Antikorper LOQ

Sekundar

AK
LH-8 hCG-B hCG-B CRP
10-L15A 10-C25C  10-C25FS  M86842M

LH 210 231 243 231 244

70-XG60
ohne AG hCG-a 174 168 101 186 197

1 x PBS 70-XG355
hCG-B 1.014 1.473 2.067 2.047 395

20-CG35
CRP 176 161 184 161 210
K62350G
anti-Ziege 60 59 82 61 81
205-605-108
LH 238 438 171 262 279
50 mU/ml 70.XG60
hnch" QSS hCG-a 191 321 263 180 246
nLx 70-XG35S
hCG-B 1.669  2.568 2.455 3.113 431
20-CG35
CRP 168 160 191 160 207
K62350G
anti-Ziege 60 59 82 61 81
205-605-108
LH 389 2.548 552 353 560
500 mU/ml ~ /0-XG60
hCG-i AG hCG-a 434 2.318 1.190 331 611
in1xPBS  70-XG35S
hCG-B 1.882  6.044 5.942 2809 918
20-CG35
CRP 169 167 198 165 202
K62350G
anti-Ziege 58 55 86 58 80
205-605-108
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A.2. Tabellen

Tab. A3.: Kreuzreaktivitdtsversuch auf Mikroarrays der Detektions- und des
Sekundé&rantikdrper in Leermessungen und bei 500 mU/ml hCG-i in Referenz-

material. Die Werte sind in relative fluoreszenz Einheiten (RFU) angegeben.

Detektion/ Fianger Antikorper LOQ
Sekundar
AK
LH-B hCG-B hCG-B CRP
10-L15A 10-C25C 10-C25H M86842M
Leervollblut hCG-a 368 470 378 252 248
ohne AG 70-XG35S
hCG-a 354 1.121 376 349 283
hCG-i AG in 70-XG35S
Leervoliblut — -op 337 378 337 47.648 368
K62350G
Leerserum hCG-a 782 615 665 646 706
ohne AG 70-XG35S
hCG-a 887 1.585 700 627 663
hCG-I AG in 70—XG35S
Leerserum CRP 602 494 464 47.400 626
K62350G
Vollserum hCG-a 1.651 15.336 1.255 716 920
ohne AG 70-XG35S
hCG-a 1.834 16.948 1.607 919 995
70-XG35S
hCG-i AG in hCG-a 690 5.364 669 578 586
Vollserum 70-XG45
CRP 575 454 454 47.170 424
K62350G
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Tab. A4.: Kreuzreaktivitdtsversuch auf Mikroarrays der Detektions- und des
Sekundarantikérper mit Leer- und Vollserum sowie Leervollbut. Als Kontrolle
wurden den Proben 500 mU/ml hCG-i zugegeben und ebenfalls vermessen. Die
Werte fiir die getesteten Antikdrperkombinationen setzen sich aus den in Tabelle
gezeigten Werten und dem Verhéltnis der zugehdrigen LOQ zusammen.

Detektion/ Fanger Antikorper
Sekundar
AK
LH-B hCG-B hCG-B CRP
10-L15A 10-C25C 10-C25H M86842M
Leervollblut hCG-a 1,5 1,9 15 1,0
ohne AG 70-XG35S
hCG-a 1,3 4.0 1,3 1,2
hCG-i AG in 70-XG35S
Leervoliblut — -op 0,9 1,0 0,9 129,5
K62350G
Leerserum hCG-a 1,1 0,9 0,9 0,9
ohne AG 70-XG35S
hCG-a 1,3 2,4 1.1 0,9
hCG-i AG in 70-XG35S
Leerserum CRP 1,0 0,8 0.7 75,7
K62350G
Vollserum hCG-a 1,8 16,7 1,4 0,8
ohne AG 70-XG35S
hCG-a 1,8 17,0 1,6 0,9
70-XG35S
hCG-i AG in hCG-a 1,2 9,2 1.1 1,0
Vollserum 70-XG45
CRP 14 11 1,1 111,3
K62350G
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Tab. A5.:

A.2. Tabellen

Ermitteln von Matrixeffekten und Kreuzreaktivititen in komplexen
Proben iiber Kontrollmessungen und nach Zugabe der Peptidhormone auf alle
Messparameter. der Versuche unter Zugabe der Peptidhormone in unterschied-
lichen Probenmatrizen. Durchgefiihrt auf GLYMO modifizierten Glas-Slides.
Die Werte sind in relative fluoreszenz Einheiten (RFU) angegeben.

Kontrolle 100 mU/ml 500 mU/ml 35,7 mU/ml

LH AG hCG-i hCG-B
1 x PBS
LH 116 26.594 187 137
hCG-i 67 608 1.867 323
hCG-B 114 212 537 1.706
2 x LOQ 81 537 201 247
Leerserum
LH 1.135 38.536 1.463 1.335
hCG-i 626 3.359 11.740 3.110
hCG-B 734 1.187 2.608 10.333
2 x LOQ 1.523 1.394 730 2.059
Vollserum
LH 1.244 36.920 1.333 1.291
hCG-i 12.227 15.165 21.040 13.597
hCG-B 1.865 2.003 3.253 7.638
2 x LOQ 1.789 2.259 2.107 1.943
Leervollblut
LH 662 26.594 784 683
hCG-i 617 2.036 6.564 2.474
hCG-B 641 671 2.015 7.140
2 x LOQ 946 632 1.055 1.125
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Tab. AG6.: Fluoreszenzwerte in RFU des Probenkollektivs vom Institut fiir
Biochemie in Koln. Gemessen wurden zehn mannliche und zehn weibliche
Serumproben. Die Serumprobe W 5 weist erhéhte Werte fiir das hCG-$ und
hCG-i auf welche aber unter den ermittelten cut-off Werten der Performance-
Analyse liegen. Die Werte sind in relative fluoreszenz Einheiten (RFU)

angegeben.
Kaln LH hCG-i hCG-B CRP 2x LOQ
M1 819 758 804 11.674 1.036
M 2 1.374 1.683 1.862 1.664 2.565
M 3 514 616 596 7284 1010
M 4 432 450 821 2.448 1.396
M 5 1.223 448 442 1.459 589
M 6 869 784 739 1.119 1.153
M 7 759 788 769 1.247 832
M 8 965 485 521 1.316 853
M9 782 535 4472 4.687 562
M 10 542 365 454 2.156 494
W1 659 658 643 8.112 382
W 2 560 415 383 8.775 406
W 3 765 546 633 2.931 1.585
W 4 1.131 1.140 1.062 10.057 2.717
W5 8.305 10.907 11.892 17.476 576
W 6 696 465 489 7.549 1.336
W7 1.775 1.936 1.450 1.419 3.924
W 8 640 474 452 4.961 923
W9 678 501 494 7.883 1.220
W 10 431 393 367 6.713 1.410
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A.2. Tabellen

Tab. A7.: Stabilitatstest der Mikroarrays fiir das hCG-i iiber zwolf Wochen auf
GLYMO modifizierten Glas-Objekttragern. Die gemessenen Fluoreszenz
Werte sind als RFU angegeben. Die zweifache LOQ bildet die erweiterte
Bestimmungsgrenze.

Woche
Probe Mess- 0 1 2 3 4 6 8 10 12
signal
1x PBS LH 407 462 276 218 310 245 208 203 217
Jrfnu/:ﬁo hCG-i  3.339 5560 3.151 1.562 4.420 2.829 2532 1.867 2.044
hCGai hCG-B  1.353 2.053 1.177 1.425 1.295 909 767 812 781
AG 2xLOQ 222 296 203 210 204 268 243 377 238
Leerserum | H 1.685 1.290 1.305 1.611 1.463 1.827 1.580 1.500 3.391
—r:U/ri(IJO hCG-i  18.22013.77113.2327.266 11.74017.881 11.257 7.786 9.560
hCGui hCG-B  7.924 5638 4.192 2.179 2.608 4.128 2.997 2.143 2.675
AG 2xLOQ 848 998 1.120 2.103 730 2.443 1.915 2336 1.857
LH 1.333 1.327 1.184 1.466 1.244 1.891 1.732 1.378 729
Vollserum hCG-i  14.50511.986 12.229 11.772 12.227 11.985 11.295 7.987 6.691
hCG-B  2.650 2.240 1.936 2.075 1.865 2.192 1.988 1.549 1.058
2x LOQ 1.381 3.727 1.480 2.646 1.789 3.069 3.805 2.186 865
Vollserum  |H 1.556 1.365 1.262 2.066 1.333 1.829 1.505 1.151 846
JrfnU ) i(l’o hCG-i  20.951 15.589 15.126 16.435 21.040 18.480 14.766 10.892 8.413
hCGui hCG-B  4.740 2.887 2.768 3.030 3.253 3.699 2.343 1931 1.478
AG 2x LOQ 1233 1.744 1.898 1.833 2.107 2.621 2.778 1.556 1.463
Blut LH 949 826 690 784 872 902 956 661 464
ﬁ;u/ri?o hCG-i  9.385 5573 5.081 6.564 6.609 6.827 3.204 2.147 2.805
hCGui hCG-B  4.185 2216 1.951 2.015 1.492 1.370 1.027 746 672
AG 2xLOQ 806 868 819 1.055 1.028 890 1.089 997 498
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A. Anhang

Tab. A8.: Stabilitétstest iiber zwdlf Wochen verschiedener mit 37 mU/ml hCG-$
versetzter Proben auf GLYMO modifizierten Glas-Objekttragern. Als
Probenmatrix wurden 1 x PBS: Leerserum; Vollserum und Leervollblut verwen-
det. Die gemessenen Fluoreszenz Werte sind als RFU angegeben. Die zweifache
LOQ bildet die erweiterte Bestimmungsgrenze.

Woche

Probe Mess- 0 1 2 3 4 6 8 10 12
signal
1 x PBS LH 279 247 226 212 269 238 258 257 137
;U /m?7 hCG-i 520 473 562 314 1010 698 594 391 323
hCG-B hCG-B 1586 1.318 2.089 833 3.580 2.344 2.022 1.189 1.706
AG 2xLOQ 250 177 211 258 214 151 431 236 247
Leerserum | H 1.062 958 1.303 1.253 1.792 1.287 1.683 1.278 937
;U/mf” hCG-i  1.303 1.099 1.480 3.696 3.783 4.670 4.619 3.584 2.542
hCG-B hCG-B  4.359 3.047 5.293 12.86511.82517.723 15.940 19.870 11.357
AG 2xLOQ 906 1.534 1.707 1.548 1.916 2.397 2.163 2.344 1.426
LH 1.333 1.327 1.184 1.466 1.244 1.891 1.732 1.378 729
hCG-i  14.50511.986 12.229 11.772 12.227 11.985 11.295 7.987 6.691
hCG-B  2.650 2.240 1.936 2.075 1.865 2.192 1.988 1.549 1.058
2xLOQ 1.381 3.727 1.480 2.646 1.789 3.069 3.805 2.186 865
Vollserum  |H 1.557 1.439 1.232 1.268 1.291 1.707 2.774 1.229 676
;U/m?Y hCG-i  14.17512.220 10.429 12.012 13.597 12.726 13.803 8.253 5.391
hCG-B hCG-B  4.320 4.666 3.890 5.891 7.638 8.462 10.3154.340 4.797
AG 2xLOQ 1.279 3.991 1.949 1.129 1.943 2.316 3.751 1.858 664
Blut LH 760 771 630 683 870 927 1.005 711 422
;U/m:i” hCG-i 801 794 732 2474 3.646 1.826 2.084 751 618
hCG-B hCG-B  1.939 1599 1576 7.140 12.4045.701 5954 1.735 2.515

AG 2xLOQ 818 712 658 1.125 821 951 851 716 558

Vollserum
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Tab. A9.:

A.2. Tabellen

Stabilitdtstest iiber zwdlf Wochen verschiedener mit 100 mU/ml LH
versetzter Proben auf GLYMO modifizierten Glas-Objekttragern. Als
Probenmatrix wurden 1 x PBS: Leerserum; Vollserum und Leervollblut verwen-
det. Die gemessenen Fluoreszenz Werte sind als RFU angegeben. Die zweifache
LOQ bildet die erweiterte Bestimmungsgrenze.

Woche
Probe Mess- 0 1 2 3 4 6 8 10 12
signal
L pES LH  37.06538890 33.383 12.280 20.842 36.248 18.901 22.931 24.272
+ 100 hCGi 2132 3800 1.155 440 741 9014 528 627 713
mU/ml hCG-B 996 852 451 236 244 191 321 386 309
LHAG 5, 10Q 340 252 970 326 341 506 450 1.003 310
Leercerym  LH  38.743 37.755 38.074 38.152 38.536 38.660 36.551 38.451 34.313
+ 100 hCG-i 5830 4155 3.393 4356 3.350 3.691 3.547 805 1.767
mU/ml hCG-B 984 852 908 1.261 1.187 1.285 1410 1.054 588
LHAG 5 L0Q 1158 1.004 929 1486 1394 1.160 1.975 2.971 1.270
LH 1333 1327 1.184 1466 1244 1891 1732 1378 729
Voller NCGH 14:50511.986 12.229 11,772 12,227 11.985 11,295 7.987 6.691
hCG-B  2.650 2240 1.936 2.075 1.865 2.192 1.088 1549 1.058
2xLOQ 1381 3.727 1480 2.646 1.780 3.069 3.805 2.186 865
Vollserum  LH  36.453 37.488 36.216 36.002 36.920 37.267 35.615 35.050 26.075
+ 100 hCG-i  16.883 13.954 13.823 13.562 15.165 14.063 12.663 9.046 5.087
mU/ml hCG-B  2.807 2.054 2.092 2.168 2.003 2.521 1785 1378 1.016
LHAG 5, L0Q 1781 1.693 2.374 2.030 2250 2.774 1.656 1.632 1.680
Blut LH  36.987 38.030 35.505 34.958 37.103 36.162 35.441 30.321 24.799
+ 100 hCG-i 3961 3.181 1.940 2.036 2.005 2.204 2370 1.283 002
rLTlJ/ArEI hCG-B 866 856 605 671 767 854 036 580 423

2xLOQ 1.088 1.056 520 632 709 1.256 1.159 666 667
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A.4. Lebenslauf

Die Seite 128 (Lebenslauf) enthilt personliche Daten. Sie sind deshalb nicht
Bestandteil der Online-Veroffentlichung.

Potsdam, den 29. September 2014

128



A.5. Danksagung

A.5. Danksagung

Mein Dank gilt Herrn Prof. Dr. Frank Bier fiir die Themenstellung und
Betreuung dieser Doktorarbeit.

Frau Dr. Ehrentreich-Forster danke ich fiir ihre Téatigkeit als Betreuerin,

ihr Vertrauen und den Beistand in schwierigen Situationen.

Besonderen Dank mdochte ich auch Herrn Prof. Dr. Mario Thevis ausspre-
chen, der mir zur rechten Zeit mit mafigeblichen Hinweisen weiter half und

immer ein offenes Ohr fiir meine Fragen hatte.

Michaela Schellhase und Dirk Michel danke ich fiir die Erfahrung, die
sie mit mir teilten und ohne derer die Herstellung der Mikroarrays und
somit die Basis dieser Arbeit nicht moglich gewesen wiére.

Einen besonderen Dank mochte ich Dr. Matthias Griessner und Dr. Axel
Warsinke fiir ihre aufrichtige und wichtige Kritik in vielen Bereichen dieser
Arbeit richten, welche immer zu einer Verbesserung der erreichten Qualitét
fiihrte.

Den Doktoranden Henry Memczak, Sarah Schumacher mochte ich fiir
die konstruktiven und kritischen Anregungen sowie Jorg Schenk und Dir.
Frank Sellrie fiir die konstruktiven und kritischen Anregungen bei der Kon-
struktion des Assays danken.

Danken mochte ich auch Dr. Peter Kozma, Dr. Sebastian Hoppe, Dr. Harald
Seitz, Dr. Soeren Schumacher, Dr. Katja Uhlig sowie Dr. Harald Peter, André
Lehmann, Alexander Christmann und Erik Riimpel die mir bei fachlichen
Fragestellungen zur Seite standen sowie Kathi Grossmann und Beate Mor-
genstern fiir ihre oft so wichtige administrative Hilfe danken.

Mein personlicher Dank gilt von ganzem Herzen Carola und ihrer Familie

sowie meiner Tochter Klara und meiner Schwester Anja fiir ihre ununter-

brochene Unterstiitzung.

129



A.6. Eidesstattliche Erklarung

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbstdandig
verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel

verwendet habe.

Potsdam, den 29. September 2014



	Titel
	Impressum

	Inhaltsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Motivation
	Doping im gesellschaftlichen und sportlichen Kontext
	Dopingverbote und die Notwendigkeit von Dopingkontrollen
	Möglichkeiten und Perspektiven für Point-of-care-Tests bei Dopingkontrollen

	Grundlagen
	Der Begriff Doping und die Einteilung von Substanzklassen in die Verbotsliste der WADA
	Analytische Methoden zur Detektion von Dopingmitteln
	Die Gaschromatographie/Massenspektometrie als etablierte analytische Methode für die Dopinganalytik
	Immunoassay basierende Nachweismethoden für die Detektion von Peptidhormonen und Wachstumsfaktoren
	Funktionsweise der Antikörper und ihre Rolle inImmunoassays

	Peptidhormone als Kandidaten für dieEntwicklung eines Multiparameter Dopingtests
	Das Luteinisierende Hormon (LH) und seine Rolle als Dopingmittel
	Das humane Chorionogonadotropin (hCG-i) und seine Rolle als Dopingmittel
	Varianten dieser Peptidhormone und pharmakologische Grenzwerte

	Technisches Konzept

	Material und experimentelle Arbeiten
	Materialien
	Verwendete Geräte, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Antikörper/Peptidhormone und Software

	Experimentelle Arbeiten
	Ermitteln der Antikörper-Spezifität über Western Blot Versuche
	Optimieren der Versuchsparameter auf Mikroarray-Glasobjektträgern
	Herstellen und Lagerung der Mikroarrays auf Glasobjektträgern als Vorstufe der Assay Durchführung
	Verifizieren der Western Blot Ergebnisse zur Feststellung der Kreuzreaktivität auf Mikroarray-Glasobjektträger
	Durchführung des Assays und ermitteln der Nachweis- und Quantifizierungsgrenze (LOD/LOQ) auf denMikroarray-Glasobjektträgern
	Messen von Referenz- und Realproben (Serum/Blut)
	Ermitteln der diagnostischen Sensitivität und Spezifität über einen Einfach-Blind-Ansatz
	Erstellen einer ROC-Analyse aus den Daten des Einfach-Blind-Ansatz
	Lagerstabilitätstest der Mikroarray-Glasobjektträger über zwölf Wochen


	Ergebnisse
	Ergebnisse zur Messung der Kreuzreaktivität über dieWestern Blot Analyse
	Auswahl der Antikörper für den Versuchsaufbau
	Überprüfen der Proteinkonzentration der Peptidhormone über SDS-PAGE und Coomassie Färbung
	Western Blot Versuche zur Ermittlung der spezifischen Bindung an den Untereinheiten der Peptidhormone

	Optimierung der Assay Parameter auf dem Mikroarray
	Mikroarray Versuche zur Ermittlung der Kreuzreaktivität
	Mikroarray Versuche mit zeitgleicher Verwendung verschiedener Detektionsantikörper aufReferenzmaterial

	Ermitteln der Bestimmungsgrenze der Peptidhormone auf dem Mikroarray
	Konzentrationsreihe des hCG-intakt in 1 x PBS Puffer
	Konzentrationsreihe des hCG-ß in 1 x PBS Puffer
	Konzentrationsreihe des LH in 1 x PBS Puffer

	Vermessen von Realproben auf Glas und Polymer Objektträger
	Durchführen einer Performance-Analyse zur Ermittlung der D-SN und D-SP
	Ermittlung der diagnostischen Sensitivität und Spezifität von LH, hCG-intakt und hCG-ß

	Lagerstabilitätstest der Mikroarrays hinsichtlich der Messresultate
	Lagerstabilitätstest über zwölf Wochen zur Detektion von hCG-intakt
	Lagerstabilitätstest über zwölf Wochen zur Detektion von hCG-ß
	Lagerstabilitätstest über zwölf Wochen zur Detektion von LH


	Diskussion
	Ausblick
	Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Anhang
	Puffer und Lösungen
	SDS-Gel Zusammensetzung für Trenn- und Sammelgel

	Tabellen
	Publikationen
	Peer-reviewed Veröffentlichungen
	Vorträge sowie Poster und nicht peer-reviewed Veröffentlichungen

	Lebenslauf
	Danksagung
	Eidesstattliche Erklärung


