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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Biogene Amine

Biogene Amine werden im Stoffwechsel von Menschen, Tieren, Pflanzen und
Mikroorganismen durch enzymatische Decarboxylierung von Aminosauren gebildet.
Demnach sind biogene Amine Substanzen mit einer oder mehreren Aminogruppen und
reagieren daher als Protonenakzeptoren basisch. Sie Ubernehmen dabei vielfaltige und
wichtige Funktionen im Organismus. Zum einen kénnen biogene Amine selbst
physiologische Wirkungen entfalten, indem sie als Hormone oder Neurotransmitter
fungieren. Wichtige Neurotransmitter sind hierbei die aus der Aminosaure Tyrosin
gebildeten biogenen Amine Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin sowie die aus der
Aminosaure Glutaminsaure gebildete y-Aminobuttersdure. Des Weiteren dienen biogene
Amine als Bausteine fur die Synthese von verschiedenen Vitaminen, Coenzymen und
Phospholipiden. Beispielsweise sind p-Alanin  und Cysteamin Bestandteile von
Coenzym A, Ethanolamin dient als Baustein fir Phospholipide und Aminopropanol ist in
Vitamin By, enthalten. Ebenso kénnen Polyamine, die aus den Aminoséauren Arginin und
Ornithin gebildet werden, zu den biogenen Aminen gezahlt werden. Aufgrund ihrer stark
positiven Ladung kénnen Polyamine mit Molekillen mit negativer Ladung, wie DNA und
RNA, Proteinen und Phospholipidmembranen, interagieren. Sie Ubernehmen dabei
verschiedene Funktionen im Stoffwechsel und sind bei der Synthese anderer
Makromolekiile oder der Zellproliferation sowie Genregulation beteiligt [1]. So sind die
Polyamine Spermidin, Spermin und Putrescin an der Chromatin-Kondensation, dem
Erhalt der DNA Struktur, der RNA-Prozessierung, der Translation sowie der Aktivierung

von Proteinen beteiligt [2].

Es wird zudem zwischen endogenen und exogenen biogenen Aminen differenziert.
Endogene biogene Amine werden im Organismus in verschiedenen Geweben selbst
gebildet und entfalten dort lokal, Gber das Nervensystem oder das Blutsystem ihre
Wirkung. Exogene biogene Amine hingegen werden von auf3en mit der Nahrung
aufgenommen und Uber die Darmschleimhaut resorbiert. Mit Ausnahme der Polyamine,
die aus Arginin und Ornithin in allen proliferierenden Zelltypen gebildet werden, werden
die meisten biogenen Amine nur von speziellen Zelltypen gebildet, beispielsweise wird

Histamin vorwiegend in Mastzellen gebildet, Adrenalin in adrenergen Neuronen und den




Einleitung

chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks und Serotonin hauptsachlich in den
enterochromaffinen Zellen der Darmschleimhaut.

Biogene Amine und Polyamine spielen ebenfalls bei vielen Erkrankungen eine Rolle, wie
beispielsweise bei der Karzinogenese und Tumorinvasion, bei neurologischen
Erkrankungen wie Parkinson, Alzheimer, Depressionen und Schizophrenie sowie bei
Allergien [3]. In Nahrungsmitteln enthaltene biogene Amine koénnen bei Personen, bei
denen eine Uberempfindlichkeit gegeniiber bestimmten biogenen Aminen vorliegt, nicht

selten zu starken allergischen Reaktionen fiuhren.

Einige der wichtigsten biogenen Amine sind in Tabelle 1 gelistet.

Tabelle 1: Ubersicht iiber einige der wichtigsten biogenen Amine.

_ _ entsteht aus der _
Biogenes Amin _ biologische Bedeutung
Aminosaure

Adrenalin Tyrosin Hormon, Neurotransmitter

B-Alanin Asparaginsaure Baustein von Coenzym A

y-Aminobuttersdure  Glutaminsaure Neurotransmitter

Cysteamin Cystein Baustein von Coenzym A

Dopamin Tyrosin Neurotransmitter

Ethanolamin Serin Baustein von Phospholipiden

Histamin Histidin Gewebshormon

Noradrenalin Tyrosin Neurotransmitter

Putrescin Ornithin beteiligt an Zellproliferation und Genregulation
Serotonin Tryptophan Neurotransmitter, Gewebshormon

Spermidin Ornithin beteiligt an Zellproliferation und Genregulation

Im Folgenden wird auf die Catecholamine Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin, ihre
Abbauprodukte Metanephrin, Normetanephrin und 3-Methoxytyramin sowie auf Serotonin
naher eingegangen, da fur diese biogenen Amine im Rahmen der vorliegenden Arbeit

Immunoassays entwickelt wurden.
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1.1.1 Catecholamine und Metanephrine

Catecholamine sind biogene Amine, die eine gemeinsame Grundstruktur bestehend aus
1,2-Dihydroxybenzol und einer Aminogruppe aufweisen. Ihr Name leitet sich von dem
Trivialnamen ihrer gemeinsamen 1,2-Dihydroxybenzol-Struktur, dem Brenzcatechin, im
Englischen catechol genannt, ab. Die wichtigsten Catecholamine beim Menschen sind
Dopamin, L-Noradrenalin und L-Adrenalin, die alle aus der Aminosaure L-Tyrosin gebildet
werden und bis auf Dopamin, welches achiral ist, nur in der L-Form vorliegen. Sie wirken
als Hormone und Neurotransmitter im Zentralnervensystem sowie auch im peripheren
Nervensystem. lhre vielfaltigen Wirkungen entfalten sie durch Bindung an Adrenozeptoren
beziehungsweise Dopaminrezeptoren, die alle zur Klasse der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren gehéren. Zudem gibt es zahlreiche kinstlich hergestellte Catecholamine, die
als Pharmaka auf noradrenerge und adrenerge Systeme wirken, wie beispielsweise
Isoprenalin, ein B-Adrenozeptor-Agonist. Metanephrine sind die Abbauprodukte der
Catecholamine und werden entweder tber den Urin ausgeschieden oder im Korper weiter
abgebaut. Metanephrine sind inaktive Metaboliten und besitzen daher keine hormonelle
Wirkung mehr und kénnen auch nicht mehr als Neurotransmitter wirken. Abbildung 1 zeigt

die Strukturformeln von Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin.

OH OH
HO HO HO

NH, NH, HN
HO HO HO CHg

Dopamin Noradrenalin Adrenalin

Abbildung 1: Strukturformeln der Catecholamine. Strukturformeln fur die drei wichtigsten
Catecholamine beim Menschen, Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin.

Biosynthese und Abbau der Catecholamine

Dopamin, L-Noradrenalin und L-Adrenalin werden aus der Aminosdure L-Tyrosin
synthetisiert, wobei zunéachst L-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA), daraus Dopamin, dann
Noradrenalin und zuletzt Adrenalin entsteht. Die Biosynthese erfolgt in den
Axonendigungen, die Methylierung von Noradrenalin zu Adrenalin vorwiegend im

Nebennierenmark [4].
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Den Ausgangsstoff Tyrosin nehmen die Nervenzellen aus dem Extrazellularraum auf,
konnen es jedoch auch aus der Aminosaure Phenylalanin mit Hilfe des Enzyms
Phenylalaninhydroxylase bilden. Tyrosin wird zunachst durch das Enhzym
Tyrosinhydroxylase zu 3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) oxidiert. Dies ist zugleich der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Biosynthese der Catecholamine und die
Aktivitdt der Tyrosinhydroxylase wird durch zahlreiche Mechanismen reguliert [5]. Das
Enzym kommt nur in den catecholaminergen Neuronen des zentralen und peripheren
Nervensystems sowie in den chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks vor [6, 7]. Den
nachsten Schritt katalysiert die Aromatische-L-Aminosaure-Decarboxylase, auch als
DOPA-Decarboxylase bezeichnet, die L-DOPA zu Dopamin decarboxyliert. Die DOPA.-
Decarboxylase ist im Gegensatz zur Tyrosinhydroxylase weit im Korper verbreitet und
katalysiert auch die Decarboxylierung anderer aromatischer Aminosauren. Dopamin wird
anschlieend mit Hilfe des Vesikularen Monoamintransporters (VMAT) in die
synaptischen Vesikel transportiert, wo die weitere Biosynthese der Catecholamine erfolgt
[5]. Dort wird Dopamin durch das Enzym Dopamin-B-Hydroxylase zu Noradrenalin
oxidiert. Zudem kann diese Reaktion auch im Nebennierenmark erfolgen. Den letzten
Schritt katalysiert die Phenylethanolamin-N-Methyltransferase, hierbei wird Noradrenalin
zu Adrenalin methyliert. Dieses Enzym kommt vorwiegend in den chromaffinen Zellen des
Nebennierenmarks vor, ist jedoch auch im Nervensystem, im Hirnstamm, in der Retina
sowie im Herzen zu finden [4]. Aktionspotentiale bewirken dann eine Freisetzung der
Catecholamine aus den Vesikeln durch Exozytose. Abbildung 2 zeigt die Biosynthese der

Catecholamine aus der Aminosaure Tyrosin.
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Oy, HoO,
o Tetrahydro- Dihydro- O
biopterin biopterin HO
OH N~ A OH
NH2 Tyrosinhydroxylase NHQ
HO HO
L-Tyrosin 1. Schritt: Oxidation L-DOPA
O
COs
HO HO
OH j
NH2 DOPA-Decarboxylase NH2
HO HO
L-DOPA 2. Schritt: Decarboxylierung Dopamin
02, H20, OH
Ascorbin- Dehydro-
HO saure ascorbinséure HO
mHz , - NH;
HO Dopamin-p-Hydroxylase HO
Dopamin 3. Schritt: Oxidation L-Noradrenalin
(’)H S-Adenosyl- Homo- (‘DH
HO methionin cystein HO
- HN
mHz Phenylethanolamin-N-Methyltransferase m AN
HO HO CH;

L-Noradrenalin 4. Schritt: Methylierung L-Adrenalin

Abbildung 2: Biosynthese der Catecholamine. Im ersten Schritt wird die Aminosdure L-Tyrosin
durch das Enzym Tyrosinhydroxylase zu L-DOPA oxidiert. Fir diese Reaktion wird der Cofaktor
Tetrahydrobiopterin  benétigt. AnschlieBend wird L-DOPA zu Dopamin decarboxyliert. Diese
Reaktion wird durch das Enzym DOPA-Decarboxylase katalysiert. Die Dopamin-B-Hydroxylase
katalysiert anschlieRend die Oxidation von Dopamin zu L-Noradrenalin, hierflr wird als Cofaktor
Ascorbinsdure benétigt. Im letzten Schritt wandelt die Phenylethanolamin-N-Methyltransferase
L-Noradrenalin zu L-Adrenalin um, wobei S-Adenosylmethionin als Methylgruppendonor fungiert.

Freigesetztes Noradrenalin und Adrenalin missen anschlieBend wieder inaktiviert
werden. 90% der durch

Transportmechanismus wieder in das Axoplasma aufgenommen [8]. Dort kann eine

beiden  Neurotransmitter werden einen  aktiven
Wiederaufnahme in die Speichervesikel oder die Metabolisierung erfolgen. Eine geringere
Bedeutung kommt der Aufnahme und Inaktivierung der Neurotransmitter durch
benachbarte Zellen wie zum Beispiel glatte Muskelzellen zu, in welchen stets eine
Metabolisierung erfolgt.

Die beiden wichtigsten Enzyme beim Abbau von Noradrenalin und Adrenalin sind die
Monoaminoxidase-A (MAO-A) sowie die Catechol-O-Methyltransferase (COMT). In

catecholaminergen Axonendigungen kommt nur die MAO-A vor, wahrend der Abbau in
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dopaminergen Neuronen von der MAO-B katalysiert wird. Von der COMT gibt es zwei
Isoformen, die l8sliche, cytoplasmatische Form (S-COMT) sowie die membrangebundene
Form (MB-COMT). Die S-COMT wird hauptsachlich in peripheren Geweben wie der Leber
sowie in Gliazellen exprimiert, die MB-COMT dagegen im Zentralnervensystem [9, 10].
Die Monoaminoxidase-A katalysiert die oxidative Desaminierung von Noradrenalin und
Adrenalin zu 3,4-Dihydroxyphenylglycolaldehyd, welcher durch die Aldehyd-Reduktase zu
3,4-Dihydroxyphenylglycol (DOPEG) oder durch die Aldehyd-Dehydrogenase zu
3,4-Dihydroxymandelsaure (DOMA) abgebaut wird. Die Catechol-O-Methyltransferase
kann dann anschlieBend die 3,4-Dihydroxymandelsdure zur 3-Methoxy-4-
hydroxymandelsaure, der Vanillinmandelsaure, sowie das 3,4-Dihydroxyphenylglycol zum
3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol (MOPEG) methylieren. Dieser Abbauweg ist der
vorherrschende Abbauweg in den catecholaminergen Axonendigungen. Ein anderer
Abbau beginnt mit der Methylierung von Noradrenalin zu Normetanephrin
beziehungsweise von Adrenalin zu Metanephrin, die ebenfalls von der COMT katalysiert
wird. Normetanephrin und Metanephrin kdnnen anschliel3end ebenfalls durch die MAO-A
und die Aldehyd-Dehydrogenase bzw. —Reduktase zu Vanillinmandelsdure bzw. MOPEG
abgebaut werden. Dieser Abbauweg spielt sich vorwiegend in den Nachbarzellen, wie
glatten Muskelzellen oder Gliazellen ab. Im Urin werden dann hauptsachlich die
Metaboliten Vanillinmandelsdure und MOPEG ausgeschieden, des Weiteren werden aber
auch Metanephrin und Normetanephrin direkt im Urin ausgeschieden, entweder frei oder

konjugiert mit Schwefelsaure oder Glucuronsaure.

Die Inaktivierung von Dopamin erfolgt ebenfalls durch Wiederaufnahme in das
Axoplasma, wo eine erneute Speicherung in Vesikeln oder eine Metabolisierung erfolgen
kann. Auch benachbarte Gliazellen kénnen Dopamin aufnehmen, hier erfolgt dann
ausschlielich eine Metabolisierung von Dopamin. Der Abbau von Dopamin erfolgt
ebenfalls durch die COMT, die Monoaminoxidase, die Aldehyd-Dehydrogenase
und -Reduktase sowie durch die Alkohol-Dehydrogenase [10], wobei hier jedoch die
MAO-B fur die oxidative Desaminierung von Dopamin zustandig ist. Uber die MAO-B
entsteht aus Dopamin zunéchst 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd (DOPAL), welcher dann
durch die Aldehyd-Dehydrogenase zur 3,4-Dihydroxyphenylessigsdaure (DOPAC) und
anschlieend durch die COMT zur Homovanillinsdure metabolisiert wird. Dieser
Abbauweg findet vorwiegend in den dopaminergen Axonendigungen statt. Ein alternativer
Abbauweg startet mit der Methylierung von Dopamin durch die COMT zu
3-Methoxytyramin, welches anschlieBend durch die MAO-B sowie die Aldehyd-
Dehydrogenase ebenfalls zur Homovanillinsaure abgebaut wird. Dieser alternative

Abbauweg spielt besonders in benachbarten Gliazellen eine Rolle. Hauptendprodukte
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des Abbaus von Dopamin sind Homovanillinsaure und DOPAC, diese werden, zum Tell
auch als Konjugate mit Schwefelsdure oder Glucuronséaure, Uber den Urin ausgeschieden
[10]. In Abbildung 3 ist der Abbau von Noradrenalin und Adrenalin dargestellt, Abbildung 4
zeigt den Abbau von Dopamin. In den beiden Abbildungen sind jeweils die Analyten grau

umrandet, fur welche im Rahmen dieser Arbeit Immunoassays entwickelt wurden.

OH

Noradrenalin: R = H

HN Adrenalin: R = CHg

R

S-Adenosylmethionin

A) COMT Homocystein

OH
HO H H;C—0O
o] HN
~
HO HO R
3,4-Dihydroxyphenylglycolaldehyd Normetanephrin: R = H Metanephrin: R = CH3
Aldehyd- Aldehyd-
Reduktase Dehydrogenase MAO
OH
HO OH OH HzC—0 H
©/\”/ 0]
o} HO
3,4-Dihydroxyphenylglycol 3,4-Dihydroxymandelsdure 3-Methoxy-4-hydroxymandelaldehyd
(DOPEG) (DOMA)
S-Adenosylmethionin Aldehyd-
Dehydrogenase
Aldehyd-
COMT COMT Reduktase
Homocystein
OH
HO
3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol Vanillinmandels&ure 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol
(MOPEG) (MOPEG)

Abbildung 3: Abbau der Catecholamine. Noradrenalin und Adrenalin kénnen durch zwei
verschiedene Enzyme, die Monoaminoxidase-A (MAO-A) sowie die Catechol-O-Methyltransferase
(COMT) abgebaut werden. Als Endprodukte des Abbaus entstehen 3-Methoxy-4-
hydroxyphenylglycol (MOPEG) sowie Vanillinmandelsdure, die Uber den Urin ausgeschieden
werden. Ebenfalls im Urin zu finden sind Normetanephrin und Metanephrin, die durch Methylierung
von Noradrenalin und Adrenalin durch die COMT gebildet werden. Fiur die grau umrandeten
Analyten wurden im Rahmen dieser Arbeit Inmunoassays entwickelt.



Einleitung

HO
NH,
HO
Dopamin S-Adenosylmethionin
MAO COMT
Homaocystein
HO H HsC—O
m NH,
HO HO
3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd 3-Methoxytyramin
(DOPAL)
Aldehyd- Aldehyd-
Reduktase Dehydrogenase MAO
HO OH HO OH H;C—O H
o] o
HO HO HO
3,4-Dihydroxyphenylethanol 3,4-Dihydroxyphenylessigséure 3-Methox-4-hydroxyacetaldehyd
(DOPET) (DOPAC)
S-Adenosylmethionin
COMT Aldehyd-
Dehydrogenase
Homocystein
HsC—O

OH
SRS

Homovanillinsaure

HO

Abbildung 4: Abbau von Dopamin. Dopamin kann durch zwei verschiedene Enzyme, die
Monoaminoxidase-B (MAO-B) sowie die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) abgebaut werden.
Als Endprodukte des Abbaus entstehen 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC) und
Homovanillinsdure. Bei der Methylierung von Dopamin durch die COMT entsteht
3-Methoxytyramin, welches durch die MAO-B und die Aldehyd-Dehydrogenase ebenfalls zu
Homovanillinsdure abgebaut werden kann. Fir die grau umrandeten Analyten wurden im Rahmen
dieser Arbeit Immunoassays entwickelt.
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Wirkungen von Catecholaminen und Metanephrinen

Noradrenalin ist einer der wichtigsten Neurotransmitter im Zentralnervensystem, die
meisten Zellkorper liegen im Locus coeruleus. Ebenso wirkt Noradrenalin als Transmitter
in den postganglionar-sympathischen Neuronen. In der Nebenniere gebildet, kann es in
die Blutbahn abgegeben werden und dort als Hormon wirken. Als Stresshormon, das an
der sogenannten fight-or-flight-Reaktion beteiligt ist, wirkt Noradrenalin im Gehirn und am
Herzen und beeinflusst das Herz-Kreislauf-System. Es fihrt zur Erhoéhung von
Herzfrequenz, von systolischem und diastolischem Blutdruck durch Vasokonstriktion, zur
Bereitstellung von Glucose und zur vermehrten Blutzufuhr zur Skelettmuskulatur. DarlUber
hinaus ist Noradrenalin an der Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus beteiligt [11]. Seine
Wirkung entfaltet Noradrenalin durch Bindung an Adrenozeptoren, die zur Klasse der
G-Protein gekoppelten Rezeptoren gehdren. Dabei bindet Noradrenalin an a;- und a,-
sowie an [(B;- und B.-Adrenozeptoren, wobei es auf den [3,-Rezeptor eine schwachere
Wirkung ausuibt als auf die anderen drei Rezeptoren [8]. a;-Adrenozeptoren findet man
vorwiegend auf glatten Muskelzellen, wo sie deren Kontraktion vermitteln, z.B. auf
Blutgefalen und im Gastrointestinaltrakt. a,-Adrenozeptoren konnen auch eine
Vasokonstriktion vermitteln, viel wichtiger ist jedoch ihre inhibitorische Funktion. Uber
einen negativen Feedback-Mechanismus kommt es zur Hemmung der weiteren
Transmitterfreisetzung aus noradrenergen sowie anderen Neuronen. B-Adrenozeptoren
sind die wichtigsten Adrenozeptoren des Herzens. Vor allem die Aktivierung von
Bi-Adrenozeptoren fihrt zu einer positiv chronotropen, positiv inotropen, positiv
dromotropen und positiv lusitropen Wirkung. Eine Aktivierung von 3,-Adrenozeptoren fuhrt
unter anderem zur Vasodilatation an HerzkranzgefaRen und GefaRen der
Skelettmuskulatur, einer Relaxation der Bronchien sowie zur Glykogenolyse und Lipolyse.
Daruber hinaus gibt es Bs;-Adrenozeptoren, deren Aktivierung unter anderem zur Lipolyse

und Thermogenese im Fettgewebe fuhrt [12].

Im Gegensatz zu Noradrenalin Uberwiegt bei Adrenalin die Funktion als Hormon. Es ist
ein im Nebennierenmark gebildetes Stresshormon, welches in die Blutbahn ausgeschiittet
wird und ebenfalls an der fight-or-flight-Reaktion beteiligt ist und dabei fur die schnelle
Bereitstellung von Energiereserven sorgt. Es fuhrt zur Steigerung von Herzfrequenz und
Blutdruck, bewirkt eine Freisetzung von Energiereserven durch Glykogenolyse und
Lipolyse, vermittelt eine Bronchodilatation und fuhrt zu einer Kontraktion der Gefal3e der
Haut, der Schleimh&ute und des Gastrointestinaltrakts [13]. Als Neurotransmitter wirkt
Adrenalin nur im Zentralnervensystem. Hier kommen adrenerge Neurone fast

ausschlielich in der Medulla oblongata vor [8]. Auch Adrenalin entfaltet seine Wirkung
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durch Bindung an a;- und a,- sowie an ;- und B,-Adrenozeptoren. Im Gegensatz zu
Noradrenalin hat Adrenalin eine starke Wirkung auf (,-Adrenozeptoren, die in den
BlutgefalRen der Skelettmuskulatur enthalten sind und durch Aktivierung zu einer
GefalRdilatation fuhren [8]. Abbildung 5 zeigt die wichtigsten, Uber Adrenozeptoren

vermittelten Wirkungen von Noradrenalin und Adrenalin.

[ Noradrenalin ]

o
Q o @ 9
0 ©° 003 0% %9, Jo0
@5 900 @0, 0o @ 009

i - Wk - Wl i

Kontraktion glatter Hemmung der  Wirkung am Vasodilatation, Lipolyse,
Muskelzellen z.B. Transmitter- Herzen: Relaxation der Thermogenese
Vasokonstriktion freisetzung Steigerung von Bronchien,

+ Herzfrequenz
* Kontraktilitat Glykogenolyse,

+ Leitungs- und Lipolyse
Erschlaffungs-
geschwindigkeit

Abbildung 5: Uber Adrenozeptoren vermittelte Wirkungen von Noradrenalin und Adrenalin.
Adrenozeptoren gehoéren zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren und kommen sowohl
im Zentralnervensystem als auch in der Peripherie vor. Durch Aktivierung der Rezeptoren durch
Noradrenalin oder Adrenalin kommt es je nach Rezeptorsubtyp zu unterschiedlichen Reaktionen
am Erfolgsorgan bzw. im Gesamtorganismus.

Metanephrin und Normetanephrin, die durch die COMT gebildeten Abbauprodukte von
Adrenalin bzw. Noradrenalin, sind hingegen inaktive Metaboliten und haben keine

Funktion als Hormon oder Neurotransmitter.

Dopamin ist ein wichtiger Neurotransmitter im Zentralnervensystem, die dopaminergen
Nervenzellkdrper liegen hauptsachlich im Mittel- und Zwischenhirn. Dopamin wirkt zwar
auch auf Adrenozeptoren, starker jedoch auf Dopaminrezeptoren. Es gibt funf
Dopaminrezeptoren, D; bis Ds, die ebenfalls zur Klasse der G-Protein gekoppelten

Rezeptoren gehdren. D;-Rezeptoren auf glatten Muskelzellen von Nieren- und
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DarmblutgefaRen vermitteln eine Vasodilatation und damit eine vermehrte Durchblutung
von Niere und Darm. Uber Bindung an D,-Rezeptoren kann Dopamin die
Prolactinfreisetzung hemmen und Erbrechen auslésen. Die Dopaminrezeptoren D3 bis Ds
kommen weit weniger haufig vor als die D;- und D,-Rezeptoren und sind vor allem im

Zentralnervensystem zu finden.

3-Methoxytyramin, das durch die COMT gebildete Abbauprodukt von Dopamin, wurde
bisher ebenfalls als inaktiver Metabolit ohne eigene Funktion betrachtet, jedoch
beschrieben Sotnikova et al. eine Funktion von 3-Methoxytyramin als Neuromodulator
[14].

1.1.2 Serotonin

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) ist sowohl als Neurotransmitter als auch als
Gewebshormon wirksam und kommt im Zentralnervensystem sowie peripher in den
enterochromaffinen Zellen und Thrombozyten vor. Der grote Teil des Serotonins
(ca. 95 %) befindet sich im Magen-Darm-Trakt. Davon befinden sich ca. 90 % in den
enterochromaffinen Zellen der Darmmucosa, wo es vesikular gespeichert und sowohl auf
der luminalen als auch basolateralen Seite freigesetzt werden kann [8]. Die restlichen
10 % befinden sich in den Neuronen des enterischen Nervensystems [15]. Das Serotonin
der Thrombozyten stammt ebenfalls aus den enterochromaffinen Zellen, sie nehmen es
bei der Passage durch die intestinalen BlutgefaRe auf [8]. Der Name Serotonin ruhrt von
seiner regulierenden Wirkung auf den Blutdruck her: als Komponente des Serums

reguliert es den Tonus der Blutgefaf3e und wirkt dabei als Vasokonstriktor [16].

Biosynthese und Abbau von Serotonin

Serotonin wird aus der Aminosdure L-Tryptophan gebildet. Die Biosynthese erfolgt
hauptséachlich in den enterochromaffinen Zellen der Darmschleimhaut, des Weiteren aber
auch im Zentralnervensystem, da das in den enterochromaffinen Zellen produzierte
Serotonin nicht ZNS-gangig ist. Tryptophan wird zunachst durch die cytoplasmatische
Tryptophanhydroxylase zu 5-Hydroxytryptophan oxidiert. Da Tryptophan zu den
essentiellen Aminosauren gehort, limitiert die Verfugbarkeit von Tryptophan die
Geschwindigkeit der Biosynthese von Serotonin. Anschlie@end wird durch die
Aromatische-L-Aminosaure-Decarboxylase 5-Hydroxytryptophan Zu Serotonin

decarboxyliert. Die Aromatische-L-Aminosdure-Decarboxylase ist dabei dasselbe Enzym,
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welches auch die Decarboxylierung bei der Catecholamin-Biosynthese katalysiert.
Serotonin wird anschlieRend in Speichervesikeln gespeichert. In Abbildung 6 ist die

Biosynthese von Serotonin dargestellt.

0 02, H20, HO o)
Tetrahydro- Dihydro-
biopterin biopterin

OH OH
! NH, \/ > | NH,

H Tryptophanhydroxylase H
L-Tryptophan 1. Schritt: Oxidation 5-Hydroxytryptophan
HO o HO
COo NH,
N NH, - —= > N
H Aromatische-L-Aminosaure-Decarboxylase H
5-Hydroxytryptophan 2. Schritt: Decarboxylierung Serotonin (5-Hydroxytryptamin)

Abbildung 6: Biosynthese von Serotonin. Serotonin wird aus der essentiellen Aminosaure
L-Tryptophan gebildet. Im ersten Schritt wird L-Tryptophan durch das Enzym
Tryptophanhydroxylase  zu  5-Hydroxytryptophan  oxidiert. ~ AnschlieBend erfolgt eine
Decarboxylierung zu Serotonin durch das Enzym Aromatische-L-Aminoséure-Decarboxylase
(DOPA-Decarboxylase), welches auch die Decarboxylierung bei der Catecholamin-Biosynthese
katalysiert.

Die Inaktivierung erfolgt durch Wiederaufnahme von Serotonin in die serotonerge
Nervenendigung durch den Serotonin-Transporter (SERT), wo Serotonin erneut vesikular
gespeichert oder abgebaut wird. Dieser Transporter kommt auch in den Epithelzellen der
Darmmucosa sowie in den Thrombozyten vor und sorgt fir die Wiederaufnahme des aus
enterochromaffinen Zellen freigesetzten Serotonins [17]. Serotonerge Neurone enthalten
MAO-A und MAO-B, die den Abbau von Serotonin zu 5-Hydroxyindolacetaldehyd durch
oxidative Desaminierung katalysieren, wobei der Abbau Uber die MAO-A Uberwiegt.
Dieses Zwischenprodukt wird anschlieBend durch die Aldehyd-Dehydrogenase zur
5-Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA) oxidiert, dem Hauptendprodukt des
Serotoninstoffwechsels. 5-HIAA kann dann dber den Urin ausgeschieden werden.
Serotonin bzw. seine Metaboliten kdnnen auch als Konjugate mit Schwefelsdure oder
Glucuronsaure vorliegen. Abbildung 7 zeigt den Abbau von Serotonin zu

5-Hydroxyindolessigsaure.
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Abbildung 7: Abbau von Serotonin. Im ersten Schritt erfolgt eine oxidative Desaminierung von
Serotonin zu 5-Hydroxyindolacetaldehyd durch die MAO-A oder MAO-B. Anschlieend wird der
Aldehyd durch die Aldehyd-Dehydrogenase zu 5-Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA) oxidiert. 5-HIAA
ist das Hauptendprodukt des Serotoninstoffwechsels und wird Uber den Urin ausgeschieden. Fir
Serotonin (grau umrandet) wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Immunoassay entwickelt.

Wirkungen von Serotonin

Serotonin entfaltet seine vielfaltigen Wirkungen Uber Serotonin-Rezeptoren, auch als
5-HT-Rezeptoren bezeichnet. Es gibt insgesamt 14 Subtypen, davon werden die meisten
im ZNS exprimiert. Bei den meisten 5-HT-Rezeptoren handelt es sich um G-Protein
gekoppelte Rezeptoren, es gibt jedoch auch den ionotropen 5-HT;-Rezeptor, ein
lonenkanal fur Natrium und Kalium [18]. Eine Rezeptor-unabhangige Wirkung von
Serotonin beschrieben Walther et al.: durch die sogenannte Serotonylierung von kleinen
GTPasen in Thrombozyten kann eine Freisetzung von verschiedenen Faktoren aus den
a-Granula erfolgen [19].

Serotonin beeinflusst den Gastrointestinaltrakt sowie das Herz-Kreislauf-System und wirkt
als Neurotransmitter im Zentralnervensystem.

Im Gastrointestinaltrakt ist Serotonin fir motorische und sensorische Funktionen
verantwortlich. Dabei kann zum einen Serotonin, das aus den enterochromaffinen Zellen
freigesetzt wurde, verschiedene Wirkungen auf den Gastrointestinaltrakt austiben und
zum anderen kann Serotonin als Neurotransmitter im enterischen Nervensystem
fungieren. Uber die Bindung an den 5-HTip-Rezeptor steuert es die Peristaltik sowie

sekretorische Reflexe im GIT [20]. Uber 5-HTs-Rezeptoren werden einerseits Signale an
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das Zentralnervensystem weitergeleitet, andererseits kann tber Bindung von Serotonin
an diese Rezeptoren die Motilitat des GIT gesteuert werden [20]. Ebenso ist der 5-HT,-
Rezeptor in die Regulation der Darmmotilitdt involviert [21]. In seiner sensorischen
Funktion vermittelt im GIT freigesetztes Serotonin ebenfalls tGber den 5-HTs-Rezeptor in
Form eines Reflexes Ubelkeit und Erbrechen [22].

Im Zentralnervensystem liegen die Zellkérper der serotonergen Neuronen in den
Raphekernen des Hirnstamms. Von hier aus projizieren die Axone stark verzweigt in alle
Regionen des Gehirns und ins Rickenmark und beeinflussen auf diese Weise viele
verschiedene Gehirnfunktionen. Serotonin ist hier an der Regulation des Schlaf-Wach-
Rhythmus sowie der Thermoregulation beteiligt, beeinflusst das Schmerzempfinden, den
Appetit und das Sexualverhalten [23]. Daruber hinaus tbt Serotonin einen grof3en Einfluss
auf die Stimmungslage aus, weshalb es oft im popularwissenschaftlichen Bereich auch
als ,Gluckshormon® bezeichnet wird [24-26].

Die Wirkungen von Serotonin auf das Herz-Kreislauf-System sind ebenfalls vielfaltig. So
wird beispielsweise an den Koronararterien durch Aktivierung von 5-HT,5- und 5-HT ;-
Rezeptoren eine Vasokonstriktion vermittelt [8, 27]. Durch Bindung an die im rechten und
linken Vorhof des Herzens vorkommenden 5-HT,-Rezeptoren bewirkt Serotonin einen
positiv chronotropen Effekt [27]. Serotonin kann auch eine Relaxation von Blutgefal3en
bewirken, dies erfolgt Giber 5-HT+,-Rezeptoren [28, 29].

1.2 Biogene Amine und Erkrankungen

Da biogene Amine an vielen Funktionen im Organismus beteiligt sind, sind sie auch bei
vielen Erkrankungen involviert. Diese reichen von Tumorerkrankungen uber
Erkrankungen des Nervensystems, Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems bis hin zu
Stoffwechselerkrankungen. In den meisten Fallen gehen diese Erkrankungen mit einer

Veranderung der Konzentration der biogenen Amine im Kdrper einher.
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1.2.1 Erkrankungen mit Verdnderung der Konzentration von Catecholaminen und
Metanephrinen

1.2.1.1 Tumorerkrankungen

Phaochromozytom

Phaochromozytome sind seltene neuroendokrine Tumoren, die meistens aus den
chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks hervorgehen, seltener aus extraadrenalen
Paraganglien, diese werden auch als Paragangliome bezeichnet. In den meisten Fallen
sind Phaochromozytome benigne Tumoren, es gibt jedoch auch maligne Formen. Neben
der sporadischen Form gibt es erbliche Formen des Phaochromozytoms, z. B. im
Rahmen einer multiplen endokrinen Neoplasie (MEN) Typ 2, beim von-Hippel-Lindau-
Syndrom sowie bei Patienten mit Neurofibromatose Typ 1 [30].

Diese Tumoren produzieren groBe Mengen der Catecholamine Adrenalin und
Noradrenalin, daher kénnen im Blut und im Urin groRBe Mengen der Catecholamine und
ihrer  Abbauprodukte  Metanephrin, Normetanephrin und Vanillinmandelsaure
nachgewiesen werden. Man unterscheidet hierbei Tumoren, die vorwiegend Noradrenalin
(noradrenerger  Phéanotyp), Adrenalin (adrenerger Phanotyp) oder Dopamin
(dopaminerger Phanotyp) produzieren [31]. Die vermehrte Produktion bzw. Sekretion von
Catecholaminen basiert auf Mutationen, welche die Biosynthese oder die Freisetzung von
Catecholaminen aus den Speichervesikeln beeinflussen. Manche Tumoren exprimieren
vermehrt das Enzym Phenylethanolamin-N-Methyltransferase, welches Noradrenalin in
Adrenalin umwandelt [32].

In anderen Tumoren betreffen die Mutationen Komponenten, die fiir die geregelte
Freisetzung von Catecholaminen aus den sekretorischen Vesikeln verantwortlich sind.
Eine verminderte Expression von Komponenten, welche die geregelte Freisetzung
steuern sowie eine erhdhte Expression von Komponenten, die die spontane Freisetzung
begilnstigen fuhren dazu, dass Catecholamine spontan und unkontrolliert ins Blut
sekretiert werden [33].

Bei Patienten mit einem Phaochromozytom treten zu Beginn unspezifische Symptome
auf, die durch die starke Erhohung der Catecholamine im Blut verursacht werden:
schwere Hypertonie, Tachykardie, Kopfschmerzen, Schwitzen, Blasse der Haut sowie
Schwindel. Die Hypertonie kann sowohl paroxysmal als auch persistierend sein [34].
Jedoch kann es auch vorkommen, dass bei manchen Patienten keine Hypertonie vorliegt,

dies ist oft bei Patienten mit Dopamin-produzierenden Paragangliomen der Fall [35].
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Aufgrund der wenig spezifischen Symptome und der Seltenheit werden
Phaochromozytome meist erst spat bzw. zufallig im Rahmen anderer Untersuchungen
entdeckt und sind dann haufig schon sehr stark gewachsen und haben bereits
Metastasen gebildet. So vergeht meist zu viel Zeit zwischen dem Auftreten von

unspezifischen Symptomen und der Diagnose des Phaochromozytoms.

Neuroblastom

Das Neuroblastom ist der haufigste, bereits im Kindesalter auftretende solide Tumor
aufRerhalb des Gehirns. Es ist ebenfalls ein neuroendokriner Tumor, der vom autonomen
Nervensystem, der embryonalen Neuralleiste, ausgeht und vor allem in der Nebenniere
aber auch im Nervengewebe von Kopf-, Hals- und Nackenbereich sowie Brust- und
Abdomenbereich entlang der Grenzstrdnge und in den Paraganglien vorkommt. Auch
beim Neuroblastom sind die Symptome unspezifisch und je nach Lokalisation des
Primartumors unterschiedlich. In etwa 90 % aller Neuroblastome konnen erhohte
Konzentrationen an Catecholaminen und ihren Metaboliten Metanephrin, Normetanephrin
und Vanillinmandelsédure, sowie auch Dopamin und Homovanillinsdure im Blut und im
Urin detektiert werden [36]. Auf der Suche nach Fruherkennungsmethoden fir das
Neuroblastom wurden im Rahmen des Neuroblastomscreenings bei Sauglingen im Alter
von einem Jahr oder junger in mehreren Studien die Konzentrationen von
Vanillinmandelsadure und Homovanillinsaure im Urin bestimmt [37, 38]. Jedoch konnte
durch das Screening von Neugeborenen keine Reduktion der Mortalitat erreicht werden.
Da sich Neuroblastome auch spontan zuriickbilden kdénnen [39], wurde sogar eher ein
gegenteiliger Effekt erzielt: Es wurden Kinder einer Behandlung unterzogen, deren
Neuroblastom sich womoglich von selbst zurtickgebildet hatte.

1.2.1.2 Erkrankungen des Nervensystems

Morbus Parkinson

Morbus Parkinson ist eine degenerative Erkrankung des extrapyramidal-motorischen
Systems, die durch die Degeneration von Dopaminneuronen gekennzeichnet ist. Von
diesem Degenerationsprozess sind die von der Substantia nigra compacta zum Corpus
striatum ziehenden Dopaminneuronen betroffen sowie Neuronen im Locus coeruleus und

im dorsalen Vaguskern [8]. Die Leitsymptome dieser Erkrankung sind motorische
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Stérungen wie Rigor, Tremor, Bradykinese bis hin zur Akinese sowie posturale Instabilitat.
Daneben treten vegetative Stérungen wie erhdhte Speichel-, Tranen- und Talgproduktion
auf sowie Stdérungen bei der Warme- und Schweillregulation. Im Spéatstadium treten
psychische Stérungen wie Depressionen, vor allem aber auch Demenz auf. Symptome
bei Morbus Parkinson treten jedoch erst auf, wenn der Grof3teil der dopaminergen Zellen
in der Substantia nigra zerstort ist, zum Zeitpunkt des Todes sind ca. 50-70 % der
Dopaminneuronen zerstort [40]. Das spate Auftreten von Symptomen deutet darauf hin,
dass die verbleibenden Neuronen noch lange Zeit in der Lage sind, durch vermehrte
Dopaminsynthese und —freisetzung den Ausfall der degenerierten Dopaminneuronen
auszugleichen. Morbus Parkinson ist eine idiopathische Erkrankung, das heif3t, die
genaue Ursache der Erkrankung ist nicht bekannt. Eine Erklarung fir das Absterben der
Dopaminneuronen ist die Hypothese der Autotoxizitdt von Dopamin. Beim Abbau von
Dopamin durch die MAO-B entstehen reaktive Sauerstoffspezies. Aus dem bei der
oxidativen Desaminierung von Dopamin entstehenden Wasserstoffperoxid (H,O;) kann
sich ein Hydroxylradikal bilden (OH"), welches stark cytotoxisch wirkt. Es kann zur
Oxidation von Lipiden, Proteinen und anderen Zellbestandteilen fuihren, den oxidativen
Stress erhdhen sowie die Funktionalitat der Mitochondrien schadigen [41]. Ein anderer
Ansatz schreibt den sogenannten Lewy-Koérperchen eine Rolle bei der Degeneration der
Neuronen zu. Lewy-Koérperchen sind eosinophile cytoplasmatische Einschlusskdrperchen,
die in den absterbenden Neuronen zu finden sind. Sie enthalten das Protein a-Synuclein
in aggregierter Form, das an andere Proteine, wie z. B. Ubiquitin und Neurofilament
gebunden ist [42]. Das aggregierte a-Synuclein verhindert die Chaperon-vermittelte
Autophagie, die normalerweise a-Synuclein und andere Substanzen abbaut [43].
Vermutlich ist aber nicht das aggregierte a-Synuclein direkt fiir die Neurodegeneration
verantwortlich, sondern die durch sie bedingte Fehlfunktion der Synapsen, eventuell durch
eine durch die Aggregate bedingte Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung [44]. Die
Behandlung von Morbus Parkinson zielt darauf ab, die Konzentration an Dopamin zu
erhdhen und dadurch das gestdrte Gleichgewicht zu anderen Neurotransmittern, vor
allem Acetylcholin und y-Aminobuttersaure, wieder herzustellen. Dies geschieht z.B.
durch Gabe der Vorstufe von Dopamin, L-DOPA, da Dopamin selbst nur schwer ZNS-
gangig ist, durch COMT-Inhibitoren, MAO-B-Inhibitoren oder Dopaminrezeptor-Agonisten.
Die medikamentdse Erhéhung des Dopaminspiegels im Nervensystem durfte sich auch in
der Erhohung der Konzentration von Dopamin und seinen Metaboliten im Urin
wiederspiegeln, sodass eine Therapiekontrolle durch Bestimmung dieser Analyten im Urin
moglich ist [45].
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Morbus Alzheimer

Morbus Alzheimer ist eine neurodegenerative Erkrankung und mit etwa 60 % die
haufigste Form der Demenz bei alten Menschen. Sie ist charakterisiert durch einen stetig
fortschreitenden Verlust des Gedachtnisses und anderer kognitiver Fahigkeiten, durch
den es zunehmend zur Beeintrachtigung von  Alltagsaktivitaten und
Verhaltensauffalligkeiten kommt. Meist wird die Erkrankung bei Personen diagnostiziert,
die alter als 65 Jahre sind. Die Inzidenz steigt von 0.17 % pro Jahr im Alter von 65 auf
0.71 % pro Jahr im Alter von 75 und auf 2.92 % pro Jahr im Alter von 85 [46]. Im Gehirn
von Alzheimer-Patienten finden sich senile Plaques, dies sind extrazellulare Aggregate
von B-Amyloid und fibrillare Ablagerungen, die aus zu Fibrillen aggregiertem,
hyperphosphoryliertem Tau-Protein bestehen [47]. Auch bei Morbus Alzheimer ist nicht
genau bekannt, wie es durch die Proteinaggregate zur Schadigung der Neuronen kommt.
Es werden verschiedene Mechanismen beschrieben, wie es zu dieser Schadigung
kommen kénnte. So sollen die Aggregate Prozesse wie oxidativen Stress, Schadigung
der Mitochondrien, Schadigung der Synapsen, Stérung der Calcium-Homdostase sowie
entziindliche Prozesse hervorrufen [48]. Es kommt zur Induktion von Apoptose und
Storungen bei der Neurotransmission. Besonders betroffen sind cholinerge Neuronen im
Nucleus basalis Meynert, die zum Cortex und Hippocampus ziehen [49]. Ebenso wurde
ein betrachtlicher Verlust noradrenerger Neuronen im Locus coeruleus beschrieben
[50-52]. Zum Teil kdnnen die verbleibenden noradrenergen Neuronen diesen Verlust
durch verschiedene Mechanismen kompensieren [53]. Da das noradrenerge System bei
Lernprozessen und dem Gedachtnis eine Rolle spielt [54], kdnnte der Verlust der
kognitiven Fahigkeiten bei Morbus Alzheimer mit dem Verlust noradrenerger Neuronen
zusammenhangen [53]. Trotz des Verlustes noradrenerger Neuronen steigt im
fortgeschrittenen Erkrankungsstadium die Konzentration von Noradrenalin und
3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol in der Zerebrospinalfliissigkeit an, was durch die, in
diesem Fall tbermaRigen, kompensatorischen Mechanismen zu Stande kommen kdnnte
[55]. Andere hingegen beschreiben eine im Vergleich zu gesunden Personen niedrigere

Konzentration an Catecholaminen im Plasma und Urin von Alzheimer-Patienten [56].

Schizophrenie

Schizophrenie ist eine schwere psychotische Erkrankung, die mit
Wahrnehmungsstérungen sowie Storungen des Denkens und der Affektivitt einhergeht.

Man unterscheidet dabei Positiv- und Negativsymptome. Zu den Positivsymptomen
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zéhlen inhaltliche Denkstorungen wie Wahnvorstellungen, Halluzinationen und
Inkoh&renz, Sinnestauschungen, Ich-Stérungen und motorische Unruhe. Die
Negativsymptomatik ist dagegen gekennzeichnet durch Antriebsmangel, Affektarmut,
Interessen- und Initiativverlust, Zurickgezogenheit sowie Depressionen. Die Erkrankung
beginnt meist im spaten Jugend- oder jungen Erwachsenenalter [57]. Sowohl genetische
Faktoren als auch Umweltfaktoren und soziale Faktoren spielen bei der Entwicklung von
Schizophrenie eine Rolle [58]. Die Ursache flr die Entstehung einer Schizophrenie ist
nicht genau bekannt, es gibt aber verschiedene Erklarungsversuche. Im Rahmen einer
Schizophrenie kommt es auch zu Stérungen bei der Neurotransmission, vor allem in
dopaminergen, serotonergen und glutamatergen Systemen [59]. Einen Erklarungsversuch
zur Entstehung von Schizophrenie bietet die Dopamin-Hypothese [60, 61]. Sie geht von
einer Hyperaktivitdt bzw. Dysregulation des dopaminergen Systems aus, die zu den
psychotischen Symptomen fihren konnte. Daher wurde die Messung des
Dopaminmetaboliten Homovanillinsaure im Plasma und im Urin fir Untersuchungen zur
Dopamin-Hypothese und Studien zur Schizophrenie herangezogen, jedoch ist diese sehr
fehleranfallig, da Homovanillinsaure im Plasma und im Urin auch aus der Nahrung bzw.
peripheren noradrenergen Systemen stammen kann [62]. Einen weiteren
Erklarungsversuch liefert die Serotonin-Hypothese [63, 64]. Dabei wurden Veranderungen
in der serotonergen Neurotransmission sowie Veranderungen bei der Expression der
Serotonin-Rezeptoren 5-HT;, und 5-HT,s festgestellt [59]. Des Weiteren gibt es die
Glutamat-Hypothese die besagt, dass eine verminderte Funktion des NMDA-Rezeptors,
einem Glutamat-Rezeptor, bei der Entstehung von Schizophrenie beteiligt sein kdnnte
[65].

Die Diagnose von Schizophrenie gestaltet sich oft schwierig, da die Symptome nicht
eindeutig sind, sondern auch bei vielen anderen Erkrankungen auftreten kdnnen. Die
Diagnose erfolgt anhand der Befragung des Patienten zu seinen Symptomen. Es gibt
verschiedene Klassifizierungssysteme zur Einteilung der Symptome wie die International
Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD-10) der WHO
oder das Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-V) der American
Psychiatric Association. Die Systeme beruhen auf der Einteilung der Symptome in
verschiedene Gruppen bzw. Achsen. Einen objektiven Test, der routinemafig zur
Diagnose von Schizophrenie eingesetzt wird, gibt es jedoch nicht [57]. Allerdings wurden
in den letzten Jahren Biomarker identifiziert, die fur die Diagnose von Schizophrenie
hilfreich sein kbnnten. So haben Schwarz et al. einen multiplexen Immunoassay fir 51
Biomarker entwickelt, mit dem Schizophrenie-Patienten zuverlassig identifiziert werden
konnten [66]. Die Bestimmung von Dopamin und Noradrenalin sowie deren Metaboliten

Homovanillinsdure und 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol im Plasma, im Urin und in
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Zerebrospinalflissigkeit wird vor allem in der Forschung bei der Aufklarung der
neurobiologischen Mechanismen, die bei Schizophrenie eine Rolle spielen, und bei

Untersuchungen zur Wirkung von antipsychotischen Medikamenten eingesetzt [67-70].

1.2.1.3 Stoffwechselerkrankungen

Stoffwechselerkrankungen mit verandertem Catecholaminspiegel sind bedingt durch eine
Fehlfunktion von Enzymen, die an der Biosynthese oder dem Abbau von Catecholaminen
beteiligt sind. So kann es beispielsweise durch einen seltenen Gendefekt zu einem
Mangel an Dopamin-B-Hydroxylase kommen, was dazu fihrt, dass der Dopaminspiegel
deutlich erhoht ist, jedoch kein Adrenalin oder Noradrenalin im Plasma vorhanden ist.
Dies fuhrt zu kardiovaskularen Stérungen und einer schweren orthostatischen Hypotonie
[71]. Ebenfalls in Zusammenhang mit einer Funktionsstérung der Dopamin-B-Hydroxylase
steht das Menkes-Syndrom, eine Kupferstoffwechselstérung. Verantwortlich hierfir ist
eine Mutation im ATP7A-Gen, das fir einen Kupfertransporter codiert [72]. Es kommt
dadurch zu einer Fehlverteilung von Kupfer, vor allem zu einer erniedrigten Konzentration
im Gehirn und damit zu schweren neurodegenerativen Erkrankungen. Da auch die
Dopamin-B-Hydroxylase ein Kupfer-abhédngiges Enzym ist, ist die Biosynthese der
Catecholamine ebenfalls beeintrachtigt. Da die Patienten eine Erhohung der
Konzentrationen an DOPA, Dopamin und DOPAC zeigen, aber niedrige Konzentrationen
an Noradrenalin und 3,4-Dihydroxyphenylglycol, wurde gezeigt, dass eine Bestimmung
der Plasmakonzentration von Catecholaminen bei der neonatalen Diagnose des Menkes-
Syndroms hilfreich sein kann [73].

Ein genetischer Defekt im Gen fur das Enzym Aromatische-L-Aminosaure-Decarboxylase
fuhrt zu schweren Entwicklungsstorungen. Hier kommt es zu einer starken Reduktion der
Plasmakonzentrationen von Catecholaminen und Serotonin [74].

Ein Mangel an MAO-A flihrt zum sogenannten Brunner-Syndrom, das durch mentale
Retardierung und impulsives Verhalten gekennzeichnet ist. Da hier der Abbau der
Catecholamine und von Serotonin gestoért ist, kommt es zu einer massiven Anhaufung
dieser Transmitter im Gehirn. Die Ausscheidung von Normetanephrin und Tyramin im Urin
ist stark erhoht, wahrend die Konzentrationen an 5-HIAA, Homovanillinsaure und
Vanillinmandelsdure stark reduziert sind [75]. Im Gegensatz dazu zeigen Patienten mit

einem Mangel an MAO-B weder mentale Retardierung noch abnormales Verhalten [76].

Daruber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass die Aktivitdt des sympathischen

Nervensystems durch Fettleibigkeit und Erndhrungsgewohnheiten beeinflusst wird. Da die
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Catecholamine Uber a- sowie [(-Adrenozeptoren stark an der Regulation des
Stoffwechsels beteiligt sind und Prozesse wie Lipolyse und Glykogenolyse steuern,
konnte eine UbermaRig fettreiche Nahrung sowie Fettleibigkeit das Gleichgewicht in
diesem System stéren. Es gibt hierzu in der Literatur widerspriichliche Erkenntnisse, die
sowohl eine Steigerung als auch eine Reduktion der Aktivitat des sympathischen
Nervensystems in Zusammenhang mit Fettleibigkeit beschreiben [77, 78]. Troisi et al.
zeigten beispielsweise, dass es bei fettleibigen Personen zu einem Anstieg der
Konzentration von Noradrenalin im Plasma sowie zu einer verstarkten Ausscheidung von
Noradrenalin im Urin kommt, was auf eine Erhéhung der Aktivitdt des sympathischen
Nervensystems bei diesen Personen hindeutet [79]. Ebenso beschreiben De Pergola et
al., dass bei Patienten mit dem metabolischen Syndrom eine erhéhte Konzentration von
Noradrenalin im Urin vorliegt [80]. Sie stellen unter anderem die Hypothese auf, dass die
Catecholamine eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Bluthochdruck und von
Storungen der Regulation des Glucosestoffwechsels bei fettleibigen Personen spielen.

1.2.2 Erkrankungen mit Veranderung der Konzentration von Serotonin

1.2.2.1 Neuroendokrine Tumoren - Karzinoid

Das Karzinoid ist ein seltener, langsam wachsender neuroendokriner Tumor, der von
Zellen des neuroendokrinen Systems ausgeht. Etwa zwei Drittel der Karzinoide kommen
im Gastrointestinaltrakt vor und gehen dort von den enterochromaffinen Zellen aus [81].
Die Tumoren konnen mehrere biologisch aktive Substanzen sekretieren, darunter
Serotonin, Kallikrein, Histamin und Prostaglandine [81]. Patienten mit einem Karzinoid
kénnen lange Zeit keine bzw. nur sehr unspezifische Symptome zeigen, manche
Patienten weisen jedoch auch das sogenannte Karzinoid-Syndrom auf, welches durch die
groRen Mengen an sekretiertem Serotonin hervorgerufen wird. Dieses ist gekennzeichnet
durch die Flush-Symptomatik, einer Roétung von Gesicht und Hals, die durch eine
Vasodilatation zu Stande kommt, sowie anhaltenden Durchféllen, Bauchkrampfen,
Herzrasen und Bronchokonstriktion [81, 82]. Zudem ist auch die Ubermé&Rige Sekretion
von Serotonin hauptsachlich fir die Schadigung des Herzens verantwortlich, es kommt
zur endomyokardialen Fibrose, Trikuspidalinsuffizienz und Pulmonalklappenstenose [81].
Fur die biochemische Diagnose werden hauptsachlich zwei Marker verwendet, 5-HIAA,
das Abbauprodukt von Serotonin, und Chromogranin A. Die Bestimmung von 5-HIAA im
24h-Urin ist eine weit verbreitete Methode zur Diagnose und Nachsorge des Karzinoids

und besitzt eine Sensitivitat von 73 % und eine Spezifitdt von 100 % [83]. Chromogranin A
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befindet sich in der Wand synaptischer Vesikel, die unter anderem Serotonin speichern.
Die Konzentrationen von Chromogranin A in Serum und Plasma scheinen mit der Grolie
des Tumors, jedoch nicht mit den Symptomen zu korrelieren [84]. Chromogranin A ist
jedoch kein spezifischer Marker fur das Karzinoid, es wird von vielen neuroendokrinen
Tumoren freigesetzt. Dennoch ist es einer der wichtigsten Tumormarker fir die Diagnose

und Nachsorge neuroendokriner Tumoren [85].

1.2.2.2 Depressionen

Depressionen werden den affektiven Stérungen zugeordnet und sind durch
Niedergeschlagenheit, Interesselosigkeit, Freudlosigkeit und Antriebsarmut
gekennzeichnet. Bei Patienten mit schweren Depressionen kann es bis zur latenten oder
akuten Suizidalitst kommen. Die Ursachen flir die Entstehung einer Depression sind
komplex und noch nicht vollstandig verstanden. Es spielen jedoch genetische, biologische
und entwicklungsgeschichtliche Faktoren eine Rolle sowie aktuelle Lebensereignisse und
Stress [86]. Eine zentrale Hypothese zur Entstehung von Depressionen ist die Monoamin-
Hypothese, die von einem Mangel an Serotonin und Catecholaminen bzw. einer
Gleichgewichtsstorung vor allem des serotonergen und noradrenergen Systems aber
auch dopaminergen Systems ausgeht [87]. Diese Hypothese wird dadurch unterstiitzt,
dass wichtige Antidepressiva in diese Systeme eingreifen, wie zum Beispiel Serotonin-
oder Noradrenalin-Wiederaufnahme-Inhibitoren oder Monoaminoxidase-Inhibitoren und
dabei die Konzentration der Neurotransmitter im synaptischen Spalt erhdhen [88]. Zudem
weisen Konzentrationsbestimmungen von Monoaminen in Zerebrospinalflissigkeit, im
Blut und im Urin auf eine Funktionsstdrung des Monoamin-Metabolismus hin [89]. Es
konnte beispielsweise in der Zerebrospinalfliissigkeit eine Reduktion von 5-HIAA und im
Urin eine Reduktion von 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol festgestellt werden [86],
obwohl diese Beobachtungen auch nicht konsistent sind [89]. Jedoch kann auch diese
Hypothese die Pathophysiologie der Depression nicht vollstandig erklaren, beispielsweise
ist unklar, warum nur etwa 50 % - 80 % der Patienten auf eine Therapie mit
Antidepressiva ansprechen [90]. Ebenso ist unklar, warum die Wirkung erst nach einigen
Wochen oder Monaten eintritt, obwohl durch die Wiederaufnahme-Hemmer bzw. MAO-
Hemmer die Konzentration der Neurotransmitter im synaptischen Spalt unmittelbar
ansteigt [90].
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1.2.2.3 Migréne

Migrane ist eine chronische neurologische Erkrankung, die durch wiederkehrende
moderate bis starke Kopfschmerzen gekennzeichnet ist. Haufig treten weitere Symptome
wie Ubelkeit, Erbrechen, Licht- und Gerauschempfindlichkeit auf. Es handelt sich dabei
um meist halbseitige, pulsierende Kopfschmerzen, die fur 4-72 h anhalten und sich bei
korperlicher Anstrengung verschlimmern [91]. Man unterscheidet zwei Subtypen: Migrane
mit und ohne Aura. Bei der Migrdne mit Aura kommen zuséatzlich noch neurologische
Symptome hinzu wie Sehstérungen, sensible Wahrnehmungsstérungen, Sprachstérungen
und motorische Stérungen, die meist vor den Kopfschmerzen auftreten, nicht langer als
60 Minuten dauern und vollstandig reversibel sind [91]. Bisher ist der Mechanismus des
Migraneanfalls nicht vollstandig aufgeklart, es gibt aber Hypothesen zur Entstehung von
Migréne. Dabei ist schon lange bekannt, dass Serotonin eine wesentliche Rolle bei der
Entstehung der Migrane spielt [92]. Zentraler Bestandteil einer der Hypothesen, der
vaskularen Hypothese, ist das trigemino-vaskulare System der Hirnhaute, welches aus
den meningealen Blutgefalen und den afferenten Fasern des Nervus trigeminus, der
diese Gefalie innerviert, besteht [93, 94]. Man geht davon aus, dass zu Beginn eine
Freisetzung von Serotonin aus serotonergen Neuronen in den meningealen BlutgefalZen
oder aus Thrombozyten 5-HT,z-Rezeptoren auf den Endothelzellen aktiviert und so zu
einer Stimulation der endothelialen NO-Synthase fiihrt. Daraufhin kommt es zur
Freisetzung von Stickstoffmonooxid, das eine Vasodilatation bewirkt. Die Erweiterung der
BlutgefalRe erklart den pulsierenden Charakter der Kopfschmerzen. Zudem stimuliert NO
die afferenten Fasern des Nervus trigeminus, was zur Freisetzung von Neuropeptiden wie
Substanz P und dem Calcitonin gene-related peptide fuhrt. Diese |6sen eine neurogene
Entzindung aus und Uber Aktionspotentiale, die im Nervus trigeminus zum ZNS geleitet
werden, konnen Schmerz, Ubelkeit und Erbrechen ausgelost werden [8]. Unterstiitzt wird
diese Theorie durch die Wirksamkeit von Migranemedikamenten wie Triptanen, die Uber
Bindung an 5-HT,gp-Rezeptoren zu einer Vasokonstriktion in zerebralen und duralen
GefalRwanden fuhren und zu einer Hemmung der Freisetzung von Neuropeptiden sowie
einer Blockade der Ubertragung von Schmerzsignalen [95]. Ferrari et al. [96] untersuchten
die Plasmakonzentrationen von Serotonin und 5-HIAA zwischen und wahrend
Migraneattacken. Sie stellten fest, dass wahrend einer Migraneattacke die
Serotoninkonzentration um 100 % erhoéht ist, wahrend die 5-HIAA-Konzentration erniedrigt
ist. Ebenso wurde versucht, einen Zusammenhang zwischen der Konzentration von
Serotonin sowie 5-HIAA im Urin und Migréneattacken herzustellen. Wahrend einer

Attacke war auch der Serotoninspiegel im Urin erhdht und die 5-HIAA-Konzentration

23



24

Einleitung

reduziert, die Unterschiede waren aber nicht sehr grol3 und sprechen eher fir eine
generelle Stérung des Serotonin-Metabolismus bei Migrane-Patienten [97].

1.3 Methoden zur Quantifizierung von biogenen Aminen in humanen

Fliussigkeiten

Aufgrund der zahlreichen Erkrankungen, die mit einer Verdnderung der Konzentration an
biogenen Aminen einhergehen, gibt es eine grofe Nachfrage nach Methoden zur
Quantifizierung dieser in humanen Flussigkeiten. Dazu z&hlen Plasma, Serum, Urin und
Zerebrospinalflissigkeit. Fir Serotonin ist dariiber hinaus die Quantifizierung in
Thrombozyten von Bedeutung. Vor allem bei Patienten, die nur unspezifische Symptome
aufweisen oder bei Erkrankungen, deren Diagnose bisher nur aufgrund der Anamnese
erfolgt, kann die Bestimmung von biogenen Aminen Aufschluss Uber die zugrunde
liegenden Erkrankungen bringen.

Beispielsweise gehen Phaochromozytome mit sehr unspezifischen Symptomen wie
Hypertonie, Kopfschmerzen, Herzrasen und Schwitzen einher, die auch bei vielen
anderen Erkrankungen auftreten. Da das Phaochromozytom ein seltener Tumor ist, wird
bei Vorliegen dieser Symptome nicht direkt auf ein Phaochromozytom geschlossen. Dies
fuhrt dazu, dass die Tumoren oft erst sehr spat erkannt werden und es schon zur
Malignisierung und Bildung von Metastasen gekommen ist, obwohl der Primartumor durch
operative Entfernung gut behandelbar gewesen ware. Phaochromozytome werden oft
auch nur zuféallig im Rahmen anderer Untersuchungen oder Operationen entdeckt, vor
allem dann, wenn es durch die hohe Konzentration an Catecholaminen im Blut zu
schweren Komplikationen wéahrend der Operation kommt. Nicht selten werden
Phaochromozytome auch erst post-mortem erkannt [98]. Bei Dopamin-produzierenden
Phaochromozytomen, die mit Hypotonie einhergehen, werden die Tumoren meist erst
dann erkannt, wenn sie so stark gewachsen sind, dass sie durch ihre GrofRe zu
Komplikationen fuhren [99]. Aufgrund der moglicherweise fatalen Konsequenzen eines
unerkannten Phadochromozytoms ware es von Vorteil, alle Patienten mit unspezifischen
Symptomen, die auch bei Phaochromozytomen auftreten koénnen, durch die
Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Vanillinmandelsaure im Plasma
oder im Urin auf das Vorhandensein eines Tumors zu untersuchen [34]. Dabei stellt die
Quantifizierung von freien Metanephrinen im Plasma oder Urin die sensitivste Methode
dar. Die Bestimmung von Metanephrinen bietet im Vergleich zur Bestimmung von
Catecholaminen den Vorteil, dass die Metanephrinspiegel weniger stark tageszeit- und

aktivitatsabhangigen Schwankungen unterworfen sind und die Metanephrine eine langere
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Halbwertszeit haben. Catecholamine hingegen werden nach der Freisetzung relativ
schnell zu Metanephrinen metabolisiert. Tabelle 2 zeigt die Sensitivitdt und Spezifitat der

Bestimmung verschiedener Parameter fir die Diagnose von Phaochromozytomen.

Tabelle 2: Sensitivitdt und Spezifitat der Bestimmung verschiedener biogener Amine fiir die
Diagnose von Phdochromozytomen. Quelle: Lenders et al. [34, 100].

guantifizierte biogene Amine Sensitivitat Spezifitat
freie Metanephrine im Plasma 99 % 89 %
Catecholamine im Plasma 84 % 81 %
Catecholamine im Urin 86 % 88 %
fraktionierte Metanephrine im Urin 97 % 69 %
Gesamt-Metanephrine im Urin 77 % 93 %
Vanillinmandelsaure im Urin 64 % 95 %

Dartber hinaus konnte die Bestimmung von biogenen Aminen im Urin zur
Therapiekontrolle bei verschiedenen Krankheiten eingesetzt werden, bei denen durch
medikamentdése Behandlung die Konzentration von biogenen Aminen verandert wird.
Beispielsweise konnte eine Bestimmung von Dopamin im Urin hilfreich flr die
Therapiekontrolle bei Patienten mit Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstdrung,
Narkolepsie oder Angststérungen sein, die mit Dopamin-Wiederaufnahmehemmern
behandelt werden [45].

Fur die Quantifizierung dieser biogenen Amine im Plasma und im Urin ist demnach ein
einfaches, schnelles und kostenglnstiges Testverfahren notwendig. Es gibt bereits
verschiedene Verfahren zur Bestimmung von biogenen Aminen im Plasma und im Urin.
Friher wurden Vanillinmandelsdure und Metanephrine im Urin haufig mit Hilfe der
Spektrophotometrie bestimmt, Metanephrine und Catecholamine auch mit Hilfe der
Fluorimetrie. Seit Ende der 1970er Jahre gibt es eine Vielzahl von Verfahren, die sich der
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liquid chromatography,
HPLC) mit fluorimetrischer oder elektrochemischer Detektion bedienen [101]. Zudem kann
eine Bestimmung mittels Gaschromatographie in Kombination mit Massenspektrometrie
erfolgen [102]. Wahrend spektrophotometrische und fluorimetrische Methoden anfallig
gegenuber Storungen sind, z.B. durch Medikamente, Nahrungsbestandteile oder
Kontrastmittel, sind chromatographische Methoden sehr sensitiv und spezifisch [101]. Zu
den bedeutendsten Methoden heutzutage gehéren chromatographische Verfahren, haufig

in Kombination mit Massenspektrometrie und die Quantifizierung mittels immunologischer
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Nachweisverfahren wie dem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA), dessen
Vorteil in der einfachen und kostengunstigen Durchfuhrung liegt.

1.3.1 Probenvorbereitung

Bevor eine Quantifizierung von biogenen Aminen aus komplexen humanen Proben
durchgefuhrt werden kann, muss je nach Messmethode eine Aufbereitung der Probe
erfolgen, um die Catecholamine oder ihre Metaboliten aus der Probenmatrix zu
extrahieren oder aufzukonzentrieren. Auch hierfur wurden verschiedene Verfahren
entwickelt.

Fur die Bestimmung von Catecholaminen werden diese direkt aus dem Urin isoliert,
wahrend bei Metanephrinen zunachst eine saure Hydrolyse erfolgt, um die in konjugierter
Form vorliegenden Molekiile freizusetzen. Wird hingegen keine saure Hydrolyse
durchgefuhrt, werden nur die freien Metanephrine im Plasma oder Urin erfasst.

Im angesauerten Urin liegen die biogenen Amine als Kationen vor und kénnen daher mit
Hilfe von Aluminiumsaulen [103] oder durch lonen-Austausch-Chromatographie isoliert
werden, was jedoch sehr zeitaufwendig ist [104]. Darliber hinaus gibt es die Méglichkeit,
die Catecholamine mittels Festphasen-Extraktion tber Cig-Saulen zu extrahieren [105]
oder durch eine Proteinfallung von Proteinen zu befreien [106]. Ein weiteres Verfahren ist
die Losungsmittelextraktion, bei der die Komplexbildung von cis-diol Strukturen mit
Diphenylborat im Alkalischen ausgenutzt und der Komplex anschlieend in einem
organischen Ldsemittel extrahiert wird [107]. Des Weiteren kénnen Catecholamine mit
Hilfe von Boronat-Gelen extrahiert werden, welche ebenfalls die Eigenschaft besitzen,
spezifisch Bindungen mit cis-diol Strukturen auszubilden [108].

Um die Sensitivitat zu erhéhen, wird nach der Extraktion haufig ein Derivatisierungsschritt
durchgefuhrt. Fir die Detektion mittels fluoreszenzbasierter Verfahren muss eine
Derivatisierung, beispielsweise mit Trihydroxyindol oder 1,2-Diphenylethylendiamin
erfolgen, da die Eigenfluoreszenz der Catecholamine oft nicht ausreichend ist, um die
erforderliche Sensitivitdt zu erreichen [109]. Eine weitere Moglichkeit zur Derivatisierung
bietet auch das Enzym Catechol-O-Methyltransferase, das unter Verwendung von
“C-S-Adenosylmethionin oder °H-S-Adenosylmethionin die Catecholamine in markierte
Metanephrine umwandelt und so hauptséchlich friher den Einsatz von radiometrischen
Assays ermdglichte [110, 111]. Auch fur den Nachweis mittels ELISA erfolgt eine
Derivatisierung, um die Sensitivitdt und Spezifitat zu erhéhen. Hierbei werden die
Catecholamine ebenfalls mit Hilfe der COMT methyliert, allerdings ist hier keine

Markierung notwendig. Zudem wird eine Acylierung am Stickstoff vorgenommen. Fir die
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Metanephrine hingegen ist nur der Acylierungsschritt erforderlich [112]. Diese beiden
Modifikationen ermoglichen eine spezifische Erkennung der Catecholamine durch den

jeweiligen Antikorper.

1.3.2 Immunologische Nachweisverfahren

Obwohl die biogenen Amine sehr klein sind wurde bereits gezeigt, dass es moglich ist,
spezifische polyklonale sowie auch monoklonale Antikdrper gegen Catecholamine und
andere biogene Amine zu generieren, um diese anschlieRend flr immunologische Assays
einzusetzen [113, 114]. Die Catecholamine und Metanephrine besitzen alle eine sehr
ahnliche Struktur, basierend auf dem 1,2-Dihydroxybenzol-Ringsystem. Um spezifisch nur
ein Catecholamin oder Metanephrin zu erkennen, darf der AntikGrper somit nicht gegen
die 1,2-Dihydroxybenzol-Struktur allein gerichtet sein. Die Seitenkette ist daher
wesentlicher Bestandteil des Epitops und die Antikdrper kdnnen dabei spezifisch kleinste
Unterschiede wie das Vorhandensein einer Methylgruppe oder Hydroxylgruppe erkennen.
Um eine Immunreaktion auszulésen sind sie jedoch zu klein und mussen deshalb an
gréRRere Tragermolekile wie BSA, KLH oder Thyreoglobulin konjugiert werden, damit eine
Immunisierung durchgefiihrt werden kann.

Dabei ist das Format des indirekten, kompetitiven ELISAs eines der haufigsten Formate,
das fur die Quantifizierung von biogenen Aminen mittels immunologischer Assays zum
Einsatz kommt. Hierbei konkurrieren die freien biogenen Amine aus der Probe mit den auf
der ELISA-Platte immobilisierten Antigenen um die Bindung des Antikorpers. Uber
Peroxidase-gekoppelte Sekundar-Antikdrper erfolgt anschlieRend die Detektion [114].

Der Vorteil der immunologischen Verfahren liegt in der einfachen und kostenglnstigen

Durchfiihrung, die einen Einsatz in der Routinediagnostik maglich macht.

Dariiber hinaus gibt es Radioimmunoassays (RIA), die **°I-markierte Antigene verwenden,
die mit dem nicht markierten Antigen aus der Probe um die Bindung am Antikorper
konkurrieren [115]. Nach Prazipitation mit einem Sekundar-Antikorper erfolgt die
Auslesung des Prazipitats mit Hilfe eines Gamma-Z&hlers. Der Nachteil der
Radioimmunoassays liegt jedoch in der Verwendung radioaktiver Substanzen, was dieses
Verfahren im Vergleich zu ELISAs und chromatographischen Methoden wenig attraktiv

erscheinen lasst.
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1.3.3 Chromatographische Nachweisverfahren

Die am weitesten verbreitete Methode zur Bestimmung von Catecholaminen und ihrer
Metaboliten im Urin ist die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) [116].
Friher wurden zur Detektion hauptséchlich fluoreszenzbasierte Methoden verwendet,
wahrend heute der Fokus auf elektrochemischen Verfahren liegt. Einerseits ist die
elektrochemische Detektion sehr sensitiv, andererseits erfordert sie sorgfaltige Wartung
und haufige Reinigung und es kann zudem zu Stérungen und falsch-positiven
Ergebnissen durch Medikamente wie Paracetamol, Sympathomimetika oder
Antidepressiva im Urin kommen [116]. Zudem erfordern chromatographische Methoden
Erfahrung im Umgang mit dieser Technologie und sind h&ufig zeitintensiv und mit hohen
Anschaffungskosten verbunden.

Dariber hinaus gewinnt auch immer mehr die Massenspektrometrie als
Detektionsverfahren fir biogene Amine an Bedeutung, da sie die Detektion der sehr
geringen Konzentrationen an Metanephrinen im Plasma ermdoglicht, weniger anfallig
gegeniuber Storungen durch z.B. Medikamente ist und dariber hinaus eine hohe
Sensitivitdt und Selektivitat aufweist [116]. Dabei werden interne Standards verwendet,
die mit schweren Isotopen wie Deuterium markiert sind. Gosetti et al. beschreiben die
simultane Bestimmung von 16 biogenen Aminen im Urin mittels HPLC und Tandem-
Massenspektrometrie ohne vorherigen Derivatisierungsschritt [117]. Jedoch sind auch
hier die sehr hohen Anschaffungskosten sowie die notwendige Expertise der Nachteil an

der Detektion mittels Massenspektrometrie.

1.3.4 Weitere Nachweisverfahren

Eine weitere Mdoglichkeit zum Nachweis von Catecholaminen im Urin bietet die
Kapillarelektrophorese. Meistens werden anschlie@end aufgrund des breiten
Anwendungsspektrums und der relativ geringen Kosten Ultraviolett-Detektoren fiur die
Detektion eingesetzt. Man kann jedoch auch hier elektrochemische Detektoren,
fluoreszenzbasierte oder massenspektrometrische Verfahren einsetzen. Des Weiteren
beschreiben Xu et al. die Detektion von Catecholaminen mittels Chemilumineszenz im

Anschluss an die Kapillarelektrophorese [118].
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1.4 Microarrays

Die Microarray-Technologie hat sich in den letzten Jahren zu einem wichtigen Werkzeug
fur eine Vielzahl von Applikationen sowohl in der Forschung und Entwicklung als auch in
der in vitro Diagnostik entwickelt. Sie ermoglicht die Analyse von DNA, RNA, Proteinen,
Peptiden, Antikorpern, Geweben, Zelllysaten und Kohlenhydraten und findet daher ihre
Anwendung sowohl in der Proteomik als auch in der Genomik und Transkriptomik [119].
Der grofRe Vorteil der Microarray-Technologie liegt in der Miniaturisierbarkeit und
Parallelisierung, da hier aus sehr geringen Mengen an biologischem Probenmaterial viele
verschiedene Parameter gleichzeitig detektiert und quantifiziert werden konnen. Weitere
Starken der Microarrays sind ihre hohe Sensitivitat und die gute Automatisierbarkeit, die

eine Anwendung im Hochdurchsatzverfahren méglich macht.

1.4.1 Das Bead-basierte Array-System

Im Gegensatz zu planaren Microarrays werden beim Bead-basierten Array-System die
Fangermolekile auf Mikrospharen (Beads) immobilisiert, die in diesem Fall die feste
Phase darstellen. Das Bead-basierte Array-System der Firma Luminex (Luminex Corp.,
Austin, TX, USA) stellt ein Set aus bis zu 500 verschiedenen Mikrospharen zur
Verfugung, die anhand ihrer Farbcodierung identifiziert werden kénnen. Die Polystyrol-
Mikrospharen haben einen Durchmesser von 6,5um und enthalten bis zu zehn
verschiedene Mengen an drei Farbstoffen, einem roten, infraroten und orangenen
Farbstoff. Fir die Analyse wird das Prinzip eines Durchflusszytometers angewendet,
somit werden die Mikrospharen jeweils einzeln in der Flusszelle analysiert. Dabei dienen
zwei Laser und funf Photomultiplier der Generierung des Endsignals. Ein roter Laser
(635 nm) dient zur Anregung der drei in den Mikrosphdren enthaltenen
Fluoreszenzfarbstoffe, wahrend fur die Anregung des Reporterfarbstoffs ein griiner Laser
(532 nm) eingesetzt wird. Als Reporterfarbstoffe werden fluoreszierende Farbstoffe, wie
z. B. Phycoerythrin, verwendet. Finf verschiedene Detektoren dienen dann der Erfassung
des Endsignals: drei Photomultiplier dienen der Erfassung der Lichtemission der drei
unterschiedlichen Farbstoffe der Mikrospharen, ein weiterer erfasst die Grol3e der
Mikrospharen und sortiert Storsignale durch Luftblasen oder Mikrospharenaggregate aus
und ein weiterer Photomultiplier dient der Auslesung und Quantifizierung des
Reportersignals. Abbildung 8 zeigt die Prinzipien der xMAP-Technologie der Firma

Luminex.
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Abbildung 8: Die xMAP-Technologie der Firma Luminex. Links: Mit Hilfe des FLEXMAP 3D-
Analysegerats kdnnen bis zu 500 verschiedene Mikrospharensorten unterschieden werden. Mitte:
Die Identifizierung der jeweiligen Mikrosphérensorte erfolgt durch ein unterschiedliches
Mischungsverhéltnis von drei Fluoreszenzfarbstoffen, einem infraroten, roten und orangenen
Farbstoff. Rechts: In der Flusszelle werden die Mikrospharen mit Hilfe von zwei Lasern einzeln
analysiert, einem roten Laser zur Identifizierung der Mikrospharensorte sowie einem griinen Laser
zur Quantifizierung des Reportersignals. Modifiziert nach [120, 121].

1.4.2 Multiplexe Immunoassays

Konventionelle Immunoassays wie ELISAs werden vielfach in der Forschung sowie in der
Diagnostik eingesetzt, da sie sehr sensitiv, robust und einfach zu handhaben sind.
Multiplexe Immunoassays bieten dartber hinaus die Mdoglichkeit, mehrere Parameter
gleichzeitig mit vergleichbarer Sensitivitat, Prézision und Zuverlassigkeit zu bestimmen
[122]. Dabei benttigen sie wesentlich weniger Probenmaterial und ermdglichen eine
schnellere Durchflihrung, die Automatisierung und Hochdurchsatz erlaubt.

Fur die Durchfihrung eines multiplexen Immunoassays werden die Fangermolekile,
beispielsweise Antikorper, auf den Mikrosphéren immobilisiert. AnschlieBend erfolgt die
Inkubation mit der Probe, die das zu analysierende Molekul enthalt. Die Detektion kann
entweder direkt erfolgen, wenn der Analyt selbst markiert wurde, oder mit einem
Detektionsantikérper, der ebenfalls gegen den Analyten gerichtet ist. So kénnen in
komplexen Probenmatrices wie Plasma, Urin, Gewebe- und Zelllysaten verschiedenste
Analyten wie Proteine, Antikorper oder kleine Molekiile nachgewiesen werden.

Multiplexe Immunoassays fur kleine Molekile stellen insofern eine Herausforderung dar,
als dass spezifische Antikorper gegen sehr kleine Strukturen notwendig sind. Dass dies
maglich ist wurde bereits mehrfach gezeigt. So wurde beispielsweise schon das
Schilddrisenhormon Thyroxin (T,) in einen multiplexen Immunoassay integriert [123] und

ein Bead-basierter Immunoassay fur Trinitrotoluol (TNT) entwickelt [124].
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1.4.3 Validierung von Immunoassays

Eine Validierung von Immunoassays ist notwendig, um die Qualitat, Zuverlassigkeit und
Eignung der Assays fur die vorgesehene Anwendung zu zeigen. Hierflir gibt es
verschiedene gesetzliche Regularien, die als Basisdokumente fur Validierungen
herangezogen werden kénnen. Sowohl das Dokument ,Guideline on bioanalytical method
validation* der European Medicines Agency (EMEA) als auch das Dokument ,Guidance
for Industry — Bioanalytical Method Validation” der US Food and Drug Administration
(FDA) geben Richtlinien fur die Validierung von bioanalytischen Methoden vor [125, 126].
Sie definieren notwendige Begriffe und geben methodische Ratschlage. Jedoch sind
diese Regularien nicht speziell auf die Validierung von Immunoassays ausgerichtet,
sondern sind eher fur eine Anwendung bei der Validierung von chromatographischen
Verfahren vorgesehen. Dennoch konnen die beschriebenen Begrifflichkeiten und
Methoden auch fir die Validierung von Immunoassays verwendet und entsprechend der
konkreten Fragestellung und des Anwendungszwecks angepasst werden.

Bei der Validierung von Immunoassays empfiehlt es sich, die folgenden Parameter zu
ermitteln: ein geeignetes Kalibrierkurvenmodell, die untere Nachweisgrenze (Limit of
detection, LOD), die untere Bestimmungsgrenze (Lower limit of quantification, LLOQ), die
obere Bestimmungsgrenze (Upper limit of quantification, ULOQ), den dynamischen
Bereich, welcher sich aus den beiden Bestimmungsgrenzen ergibt, die Intra- und
Interassay-Prazision, die Wiederfindungsrate, die Selektivitat oder Spezifitat, die

Verdinnungslinearitat sowie die Robustheit des Assays und die Stabilitat der Analyten.

Kalibrierkurvenmodell

Ein Kalibrierkurvenmodell beschreibt den Zusammenhang zwischen Konzentration und
Messsignal in einem Assay. Die Wahl eines geeigneten Kalibrierkurvenmodells
gewabhrleistet daher eine robuste Berechnung der Analytkonzentration in der Probe aus
dem erhaltenen Messsignal anhand im Assay verwendeter Standards. Typisch fur
Immunoassays ist dabei ein nicht-linearer Zusammenhang zwischen dem Messsignal und
der Analytkonzentration. Die Eignung des Kalibrierkurvenmodells kann anhand des
BestimmtheitsmaRes und der Wiederfindungsrate sowie mit Hilfe von

Residuendiagrammen beurteilt werden.

31



32

Einleitung

Untere Nachweisgrenze (Limit of detection)

Die untere Nachweisgrenze (LOD — Limit of detection) ist die kleinste qualitativ noch
erfassbare Konzentration eines Analyten, die sich signifikant vom Hintergrundrauschen
unterscheidet. Sie ist also die geringste nachweisbare Konzentration (MDC — minimum
detectable concentration) und entspricht damit der Sensitivitat des Assays. Sie ist definiert

als das Hintergrundsignal plus 3-mal die Standardabweichung des Hintergrundsignals.

Untere Bestimmungsgrenze (Lower limit of quantification)

Die untere Bestimmungsgrenze (LLOQ - lower limit of quantification) ist die kleinste
gquantitativ erfassbare Konzentration des Analyten und definiert als derjenige Punkt, an
welchem der Variationskoeffizient (CV) fir die Probe noch <30% ist und die
Wiederfindungsrate innerhalb des Bereichs von 75-125 % liegt. Dabei wird der LLOQ mit
dem Verdinnungsfaktor der Probe multipliziert, wobei bei mehreren Verdinnungen der
Faktor fir die Probe mit der geringsten nétigen Verdinnung gewahlt wird. Die Angabe des
CV in % erhalt man, indem die Standardabweichung S durch den Mittelwert X des

jeweiligen Messwerts geteilt wird:

-100

%CV =2
X

Obere Bestimmungsgrenze (Upper limit of quantification)

Die obere Bestimmungsgrenze (ULOQ — upper limit of quantification) ist die maximale
Konzentration eines Analyten, die noch mit ausreichender Prazision und Richtigkeit
bestimmt werden kann. Meistens ist der ULOQ identisch mit der Konzentration des
hochsten Standards. Er wird analog zum LLOQ ermittelt, indem Konzentrationen
gemessen werden, die oberhalb des obersten Standards liegen. Als ULOQ wird diejenige
Konzentration definiert, bei welcher der CV noch unterhalb von 20% und die

Wiederfindungsrate zwischen 80-120 % liegt.
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Dynamischer Bereich

Der dynamische Bereich eines Assays ist der Bereich zwischen der niedrigsten und
hdchsten Konzentration eines Analyten, fur welchen die geforderte Prazision und
Richtigkeit bewiesen wurde. Diese Grenzen sind durch den LLOQ sowie den ULOQ

gegeben.

Prazision

Die Prazision einer analytischen Methode beschreibt die Nahe der Ubereinstimmung
zwischen unabhangig ermittelten Ergebnissen von wiederholten Messungen, wenn mit
dieser Methode mehrere Aliquots einer definierten Probe gemessen wurden. Die
Intraassay-Prazision, die Wiederholprazision, ist dabei die Prazision innerhalb eines
Assays, die Interassay-Prazision dagegen ist die Préazision zwischen mehreren
Durchfihrungen desselben Assays. Die Prazision wird Ublicherweise in Form des
Variationskoeffizienten (% CV) der Messergebnisse angegeben. Die Intraassay-Prazision
sollte einen CV < 15 % aufweisen. Die Interassay-Prézision sollte fir jede Konzentration
einen CV <20 % aufweisen, fur niedrige Konzentrationen wird auch ein CV <30 %
akzeptiert.

Wiederfindungsrate

Die Wiederfindungsrate eines Analyten in einem Assay ist das Verhaltnis zwischen der
tatsachlich gemessenen Menge des Analyten und der zuvor zu dieser Probe zugesetzten
Menge dieses Analyten. Die Wiederfindungsrate spiegelt somit die Effizienz von
Extraktions- und Probenverarbeitungsprozessen sowie eventuell vorhandene
Matrixeffekte wider. Daher sollte die Bestimmung der Wiederfindungsrate in einer
geeigneten Matrix erfolgen. Sie sollte im gesamten Messbereich zwischen 80-120 %
liegen bzw. falls sie aul3erhalb dieses Bereichs liegt, sollte sie Uber den dynamischen

Bereich des Assays konstant sein.
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Selektivitat und Spezifitat

Die Selektivitat beschreibt die Fahigkeit einer analytischen Methode, nur den gesuchten
Analyten in Anwesenheit anderer Substanzen in einer Probe eindeutig zu erkennen und
zu quantifizieren. Dies umfasst die Anwesenheit von Metaboliten, Verunreinigungen,
Abbauprodukten und weiteren Matrixbestandteilen. Der Begriff Spezifitat wird zumeist
gleichbedeutend mit Selektivitat verwendet, jedoch bezieht sich der Begriff Spezifitat auf
Methoden, die nur einen einzelnen Analyten erfassen, wahrend sich der Begriff
Selektivitdt auf Methoden bezieht, die mehrere Analyten gleichzeitig erfassen. Selektive
Methoden sollten alle Analyten voneinander und von der Matrix unterscheiden kénnen.
Die Selektivitdt kann bestimmt werden, indem der Analyt in An- und Abwesenheit von

verschiedenen potentiell interferierenden Substanzen bestimmt wird.

Verdunnungslinearitat

Die Verdunnungslinearitat gibt an, ob bzw. inwiefern man in einer Probe, in welcher die
Konzentration des zu bestimmenden Analyten oberhalb des ULOQ liegt, die
Analytkonzentration durch Verdiinnen in den dynamischen Bereich des Assays bringen
kann und ob diese Uber einen weiten Bereich von Verdinnungen linear verlauft. Dabei
sollte die Linearitat der zuriickgerechneten Werte fur die Konzentration des Analyten im

bestmoglichen Fall Gber den gesamten dynamischen Bereich des Assays gegeben sein.

Robustheit und Stabilitat des Analyten

Die Robustheit einer Methode beschreibt die Toleranz des Assays gegeniber bestimmten
Schwankungen, zum Beispiel Schwankungen von Temperatur oder pH-Wert oder
unterschiedlichen Lagerungsbedingungen. Eine Methode kann als robust bezeichnet
werden, wenn durch die Anderung von Testbedingungen das Endergebnis nicht oder nur
in geringem MaRe verandert wird. Auch die Stabilitat des Analyten gegenlber
Schwankungen von Temperatur und pH-Wert oder unterschiedlichen

Lagerungsbedingungen sollte getestet werden.



Zielsetzung

2. Zielsetzung

Aufgrund ihrer zahlreichen und wichtigen Funktionen im Korper spielen die
Catecholamine, ihre inaktiven Metaboliten, die Metanephrine, sowie Serotonin bei vielen
Erkrankungen eine Rolle. Verschiedene Tumorerkrankungen, wie das Phaochromozytom
oder Neuroblastom, Erkrankungen des Nervensystems, wie Morbus Alzheimer oder
Morbus Parkinson, sowie einige Stoffwechselerkrankungen gehen mit einer Veranderung
der Konzentration an Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin einher. Diese
Veranderungen kénnen im Plasma, im Urin oder in Zerebrospinalflissigkeit erfasst und fur

die Diagnose und Therapiekontrolle eingesetzt werden.

In einer standig alter werdenden Gesellschaft treten Erkrankungen wie Morbus Alzheimer,
Morbus Parkinson und Tumorerkrankungen immer h&ufiger auf und erfordern schnelle,
zuverlassige, prazise und kostenginstige Methoden fir die Diagnose und
Therapiekontrolle. Daher gibt es eine groRe Nachfrage nach Methoden, mit denen
Catecholamine, Metanephrine und Serotonin in humanen Korperfliissigkeiten quantitativ
erfasst werden konnen. Hierfir stehen derzeit in der Routinediagnostik verschiedene
Methoden zur Verfigung. Hauptsachlich kommen dabei immunologische Verfahren wie
ELISA und Radioimmunoassays zum Einsatz oder chromatographische Verfahren wie
HPLC mit elektrochemischer Detektion oder auch in Kombination mit
Massenspektrometrie. Die heutigen immunologischen Verfahren erlauben jedoch nur die
Bestimmung eines Analyten pro Test und sind daher sehr zeit- und arbeitsintensiv.
Chromatographische Verfahren hingegen sind sehr wartungs- und kostenintensiv,
erfordern viel Erfahrung im Umgang mit der Technologie und der Probendurchsatz ist

hierbei limitiert.

Ziel dieser Arbeit war es daher, multiplexe Bead-basierte Immunoassays fir
Catecholamine, Metanephrine und Serotonin zu entwickeln, die eine einfache, schnelle
und prazise Quantifizierung dieser Analyten im Urin ermdglichen. Multiplexe Assays
bieten den Vorteil, dass aus geringen Probenvolumina mehrere Parameter gleichzeitig
bestimmt und hunderte von Proben innerhalb kiirzester Zeit bearbeitet werden kdnnen.
Bead-basierte multiplexe Immunoassays stellen daher eine einfache, zeit- und
kostensparende aber auch sensitive und zuverlassige Methode dar. In Zusammenarbeit
mit der Firma Labor Diagnostika Nord (LDN, Nordhorn, Deutschland) sollten zwei

multiplexe Immunoassays in einem nicht-kompetitiven, Sandwich-Immunoassay-
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ahnlichen Format entwickelt werden, ein 3-plex fur die Catecholamine Dopamin,
Noradrenalin und Adrenalin, sowie ein 4-plex fir Metanephrin, Normetanephrin,

3-Methoxytyramin und Serotonin.

Fur die Assayentwicklung sollten zunadchst polyklonale Antikérper aus Kaninchen-
Antiseren aufgereinigt und charakterisiert werden und diese anschlie3end fur den Aufbau
multiplexer Bead-basierter Immunoassays verwendet werden. Fir die Probenvorbereitung
sollte das Probenvorbereitungsprinzip aus den kompetitiven ELISAs der Firma LDN
modifiziert und an das multiplexe Assayformat angepasst werden. Nach der Etablierung
und Optimierung der beiden multiplexen Immunoassays sollten diese validiert und dabei
auf ihre Qualitat, Zuverlassigkeit und Eignung fir die Quantifizierung der Analyten im Urin

Uberprift werden.

Dariber hinaus sollte gezeigt werden, dass es maoglich ist, die Urinproben fir die
Quantifizierung der Catecholamine, Metanephrine und von Serotonin mittels Dry Urine
Test-Filterkarten zu sammeln, die eine einfache und wenig fehleranféllige Alternative zu

Urinsammelrohrchen darstellen.

Anschlieend sollten die neu entwickelten multiplexen Immunoassays mit den beiden
gangigen Verfahren zur Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und
Serotonin im Urin, dem ELISA und der HPLC, verglichen werden. Hierfiir stand ein Set an
Patientenproben, fir welches Referenzwerte aus HPLC-Messungen am
Universitatsklinikum in Tubingen vorlagen, zur Verfligung. Dieses Set sollte sowohl mit
den multiplexen Immunoassays als auch mit kommerziell erhéltlichen ELISAs analysiert
werden und die Ubereinstimmung der neu entwickelten multiplexen Methode mit den

bereits in der Routinediagnostik etablierten Verfahren tberprift werden.

AbschlieBend sollte die Anwendbarkeit der multiplexen Immunoassays anhand
verschiedener Patientenproben gezeigt werden. Hierfir standen Urinproben von
Patienten mit einem Phaochromozytom, von Patienten mit verschiedenen
Gedachtnisstéorungen  sowie  Urinproben  von  Patienten mit  verschiedenen
Nierenerkrankungen zur Verfigung. Zusétzlich standen Urinproben von verschiedenen
genmodifizierten M&ausen zur Verfiigung, anhand derer in einer Zusammenarbeit mit der
Universitat in Turku (Finnland) die Rolle von Stress bei der Entwicklung von Fettleibigkeit

und Stoffwechselerkrankungen untersucht werden sollte.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Urinproben

Humaner Urin

Fur die Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin in humanem
Urin wurden Urinproben von Patienten mit verschiedenen Catecholamin-assoziierten
Erkrankungen und von gesunden Spendern eingesetzt sowie ein kommerziell erhéltlicher
synthetischer Urin.

Spontanurin von Patienten mit einem gesicherten Phaochromozytom stand durch eine
Zusammenarbeit mit Frau Dr. med. Nadine Koch von der Charité — Universitatsmedizin in
Berlin, Medizinische Klinik mit Schwerpunkt Nephrologie und Internistische
Intensivmedizin, zur Verfigung.

Spontanurin von Patienten mit verschiedenen Gedachtnisstérungen, vorwiegend mit
leichten kognitiven Stérungen sowie Alzheimer- und Parkinson-Demenz, stand durch eine
Zusammenarbeit mit Prof. Christoph Laske aus dem Universitatsklinikum in Tlbingen,
Allgemeine Psychiatrie zur Verfliigung.

Spontanurin von Patienten mit verschiedenen Nierenerkrankungen wurde ebenfalls von
Frau Dr. med. Nadine Koch von der Charité — Universitatsmedizin in Berlin bereitgestellt.
Spontanurin von Patienten mit verschiedenen Krankheitshildern wurde freundlicherweise
von Dr. med. Andreas Peter aus dem Universitatsklinikum in Tldbingen, Zentrallabor fir
den Vergleich zwischen multiplexen Immunoassays, ELISAs und HPLC zur Verfligung
gestellt.

Synthetischer Urin (Art. Nr. 1000-D) wurde von der Firma Synthetic Urine e. K.-
Vaihingen/Enz bezogen.

Kontrollurin von gesunden Personen wurde am NMI von freiwilligen Probanden

gespendet.
Muriner Urin
Durch eine Zusammenarbeit mit Suvi Ruohonen, Universitat Turku, Finnland stand fiur die

Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin in murinem Urin

24 h-Urin  von Wildtyp- und Adrenozeptor-Knockout-Mausen zur Verfigung. Dabei
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handelte es sich um 8 mannliche und 8 weibliche Tiere mit einem Alpha-2AC-
Adrenozeptor-Knockout, 11 mannliche und 7 weibliche Tiere mit einem Alpha-2A-

Adrenozeptor-Knockout sowie 9 mannliche und 9 weibliche Wildtyp-Tiere.

3.1.2 Antikorper

Polyklonale Kaninchen-Antiseren wurden von der Firma LDN — Labor Diagnostika Nord,
Nordhorn zur Verfligung gestellt. Da im Catecholamin-Assay die Catecholamine zunachst
mit Hilfe der COMT in vitro methyliert werden, wird hier wie bei den Metanephrinen die
methylierte Form nachgewiesen. Deshalb kann fir die Catecholamine im multiplexen
Catecholamin-Assay und ihre jeweiligen methylierten Abbauprodukte im multiplexen
Metanephrin-Assay derselbe Antikdrper eingesetzt werden. Somit sind fir den Nachweis
von sieben Analyten nur vier Antikérper notwendig. Tabelle 3 zeigt die verwendeten

Antiseren.

Tabelle 3: Verwendete Antiseren.

Antiserum Tier Nr. Einsatz

anti-Metanephrin 7,9, 10 Adrenalin- und Metanephrin-Assay
anti-Normetanephrin 6,8,9 Noradrenalin- und Normetanephrin-Assay
anti-3-Methoxytyramin 1,3 Dopamin- und 3-Methoxytyramin-Assay
anti-Serotonin 5, 9,10 Serotonin-Assay

3.1.3 Proteinkonjugate zur Antikdérperaufreinigung

Die Proteinkonjugate zur Aufreinigung der polyklonalen Kaninchen-Antiseren wurden von
der Firma LDN — Labor Diagnostika Nord, Nordhorn zur Verfligung gestellt. In Tabelle 4

sind die verwendeten Proteinkonjugate gelistet.

Tabelle 4: Proteinkonjugate zur Antikérperaufreinigung.

Konzentration der

Bezeichnung Analyt Tragerprotein _
Konjugatlésung
MN-TG L-Metanephrin Thyroglobulin 2 mg/mL
NMN-TG L-Normetanephrin Thyroglobulin 2 mg/mL
SERO-TG Serotonin Thyroglobulin 2 mg/mL
Ova-DOPA 3-Methoxytyramin Ovalbumin 12,5 mg/mL
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3.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

Biotin-PEG(4)-Lys(PEG(4)-Biotin)-
PEG(4)-NHS

Citronenséure (wasserfrei)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
DMSO (wasserfrei)
Dopaminhydrochlorid

EDC

(-)-Epinephrin
Esel-anti-Kaninchen-1gG-Antikdrper
Esel-anti-Kaninchen-1gG-Antikdrper-PE
Essigsaure

Ethanol

Ethanolamin

Glycin

Histidin

Homovanillinséure
5-Hydroxyindolessigsaure
5-Hydroxytryptophan

Kaffeesaure

L-DOPA

LiquiChip System Fluid (10x Konzentrat)
Melatonin

MES (2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure)
D,L-Metanephrin

Methanol
3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol
3-Methoxy-4-hydroxymandelsdure
3-Methoxytyraminhydrochlorid
Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid

Iris Biotech, Marktredwitz, Deutschland

Sigma-Aldrich (Fluka), St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Pierce, Rockford, IL, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland
Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Riedel-de Haén, Seelze, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Fortsetzung Tabelle 5: Verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydrogencarbonat
Natronlauge, 1 N

NHS-PEG;,-Biotin

NHS-PEG,-Biotin
L-(-)-Norepinephrin(+)-bitartrat
D,L-Norepinephrinhydrochlorid
L-Norepinephrinhydrochlorid
D,L-Normetanephrinhydrochlorid
Phenylalanin

Salzsaure

Serotonin-Hydrochlorid

Serva Blue R

Streptavidin R-Phycoerythrin Jackson
Streptavidin R-Phycoerythrin PJ31S
Streptavidin R-Phycoerythrin PJIRS50
Streptavidin-R-Phycoerythrin S-21388
Streptavidin R-Phycoerythrin SAPE-001
Streptavidin R-Phycoerythrin Sigma
Streptavidin-R-Phycoerythrin
Sonderanfertigung 1 & 2
Streptavidin-R-Phycoerythrin
Sonderanfertigung 3

Sulfo-NHS

TRIS Pufferan

Tween 20

Tryptamin

Tyramin

Tyrosin

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Pierce, Rockford, IL, USA

Pierce, Rockford, IL, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Serva, Heidelberg, Deutschland

Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland
Prozyme, Hayward, CA, USA

Prozyme, Hayward, CA, USA

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Moss Inc., Pasadena, MD, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Moss Inc., Pasadena, MD, USA

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Pierce, Rockford, IL, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
bereitgestellt von LDN, Nordhorn, Deutschland
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3.1.5 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Dry Urine Test-Filterkarten
Indikatorpapier pH 5,0-9,0

Luminex MagPlex Mikrosphéren
Luminex MicroPlex Mikrospharen
Mikrotiterplatte, 48- oder 96-Well, glasklar
Mikrotiterplatte, 96-Well, mit Filtereinheit
Mikrotiterplatte, 96-Well, weil3, mit halber
Oberflache, non-binding Oberflache
NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow
Protein A/G Plus Agarose

Protein LoBind tubes, 1,5 mL
Reaktionsgefalle, 1,5 mL
Reaktionsgefalie, 2 mL
Streptavidin-Sepharose

Urinsammelréhrchen

LDN, Nordhorn, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Luminex Corp., Austin, TX, USA

Luminex Corp., Austin, TX, USA

Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland
EMD Millipore Corp., Billerica, MA, USA
Corning, Corning, NY, USA

GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK
Pierce, Rockford, IL, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Vetter, Ammerbuch, Deutschland
neolLab, Heidelberg, Deutschland
GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK
LDN, Nordhorn, Deutschland

3.1.6 Kits

Tabelle 7: Verwendete Kits.

Kit/Kit Komponente

Hersteller

3-CAT ELISA Fast Track

Coomassie Protein Assay Reagent
2-MET Urine ELISA Fast Track
MicroVue Creatinine

NuPAGE Antioxidant

NUPAGE 4-12 % Bis-Tris Gel

NuPAGE LDS Sample Buffer (4x)
NuPAGE MES SDS Running Buffer (20x)
NuPAGE Sample Reducing Agent (10x)
SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard
Serotonin ELISA Fast Track

LDN, Nordhorn, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
LDN, Nordhorn, Deutschland

Quidel Corp., San Diego, CA, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
LDN, Nordhorn, Deutschland
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3.1.7 Puffer und Lésungen

Tabelle 8: Verwendete Puffer und Lésungen.

Puffer/Losung Zusammensetzung/Hersteller
Aktivierungsmix 100 mM NayHPO,, pH 6,2
5 mg/mL EDC

5 mg/mL Sulfo-NHS

Aktivierungspuffer, pH 6,2 100 mM NayHPO,

Ansauerungspuffer 1 mM HCI

Bindepuffer, pH 8,4 50 mM Tris-HCI
150 mM NacCl

Bindepuffer (Protein A/G), pH 7,0 12,26 mM NaH,PO,
7,74 mM Na,HPO,
150 mM NacCl

Blockierungspuffer, pH 8,3 0,5 M Ethanolamin
0,5 M NacCl

Blocking Reagent for ELISA Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
50 mM Tris-HCI
150 mM NacCl

1 % (w/v) gereinigte Gelatine
Coomassie-Farbeldsung 0,2 % (w/v) Serva Blue R
50 % Methanol

10 % Essigsaure

Elutionspuffer, pH 2,5 oder pH 3,0 100 mM Citrat
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Fortsetzung Tabelle 8: Verwendete Puffer und Lésungen.

Puffer/Lésung

Zusammensetzung/Hersteller

Entfarber |

Kopplungspuffer, pH 5,0 (Mikrosphéren)

Kopplungspuffer, pH 8,3 (Proteinkonjugate)

LDN Standardmatrix

LowCross-Puffer

PBS, pH 7,4

PBS/0,5 % BSA/Tween, pH 7,4

Waschpuffer (LDN) mit Glycin, pH 7,2

Waschpuffer (Mikrosphéaren), pH 7,4

Waschpuffer (Proteinkonjugate), pH 4,0

Waschpuffer 1 (Protein A/G), pH 7,0

Waschpuffer 2 (Protein A/G), pH 7,0

10 % Ethanol

5 % Essigsaure

50 mM MES

0,2 M NaHCO;
0,5 M NaCl

LDN, Nordhorn, Germany

Zusammensetzung nicht verfigbar

Candor Bioscience, Wangen, Deutschland

Zusammensetzung nicht verfigbar
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
PBS

0,5 % BSA

0,05 % Tween 20

LDN Wash Buffer (BA E-0030)
100 mM Glycin

PBS
0,05 % (v/v) Tween 20

100 mM Natriumacetat
0,5 M NacCl

12,26 mM NaH,PO,
7,74 mM Na,HPO,

Waschpuffer 1 mit 300 mM NacCl
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3.1.8 Gerate

Tabelle 9: Verwendete Gerite.

Gerat

Hersteller

Analysenwaage Explorer E12140
CanoScan 8800F

ELx808 Absorbance Microplate Reader
EnVision 2102 Multilabel Reader
FLEXMAP 3D

FLUOstar Optima

Luminex 100

Mastercycler gradient

pH-Meter 766

PHERAStar

PowerEase 500 Spannungsquelle
Thermomixer comfort

Tube Rotator

Ultraschallbad Sonorex
Vakuum-Absaugstation
Vortex-Genie 2

XCell SureLock Mini-Cell
Zentrifuge 5415D

Zentrifuge 5417R

OHAUS, Pine Brook, NJ, USA

Canon, Tokio, Japan

BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, USA
Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

Luminex Corp., Austin, TX, USA

BMG LABTECH, Ortenberg, Deutschland
Luminex Corp., Austin, TX, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Knick, Berlin, Deutschland

BMG LABTECH, Ortenberg, Deutschland
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

VWR International, Darmstadt, Deutschland
Bandelin electronic, Berlin, Deutschland
EMD Millipore Corp., Billerica, MA, USA
Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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3.1.9 Software

Tabelle 10: Verwendete Software.

Software

Hersteller

ChemSketch vV 12.01

Gen5 V 1.07.05 (ELx808 Microplate
Reader)

EndNote X6

Wallac EnVision Manager 1.12
MasterPlex QT V 5.0.0.68

Multi Experiment Viewer V 4.9.0 (TM4
Microarray Software Suite)
Microsoft Office 2010

RExcel V 3.2.13

RStudio V 0.97.551

SilverFast SE 6.5.5r2

XLfit

XPONENT 4.0.846.0 SP1

Advanced Chemistry Development, Inc.,
Toronto, Kanada
BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, USA

Thomson Reuters, New York City, NY, USA
Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
MiraiBio, San Francisco, CA, USA
Dana-Farber Cancer Institute, Boston, MA,
USA [127]

Microsoft, Redmond, WA, USA

Statconn, Krems, Osterreich

RStudio, Inc., Boston, MA, USA

LaserSoft Imaging AG, Kiel, Deutschland
IDBS, Guildford, UK

Luminex Corp. Austin, TX, USA

3.2 Methoden

3.2.1 Biochemische Methoden

3.2.1.1 Herstellung polyklonaler Antiseren

Die polyklonalen Antiseren aus Kaninchen wurden von der Firma LDN, Nordhorn zur
Verfigung gestellt. Die Immunisierung der Kaninchen erfolgte bei Pineda Antikorper
Service, Berlin. Die Immunisierungskonjugate wurden ebenfalls von der Firma LDN
Dabei

D,L-Normetanephrin, 3-Methoxytyramin oder Serotonin mit BSA als Tragerprotein. Fur

bereitgestellt. handelte es sich um Konjugate aus D,L-Metanephrin,

jeden Analyten wurden jeweils zehn Kaninchen immunisiert. Die Immunisierungsdauer

betrug zwischen 90 und 150 Tage.
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3.2.1.2 Aufreinigung von Antikdrpern aus polyklonalen Kaninchen-Antiseren

Die Aufreinigung von Antikérpern aus polyklonalen Kaninchen-Antiseren erfolgte im
batch-Verfahren mit Hilfe der Affinitdtschromatographie. Da jedoch zumeist ein
Aufreinigungsschritt nicht ausreichend war, um einen spezifischen Antikorper in einer fur
die Immobilisierung auf Mikrosphéren ausreichenden Reinheit zu erhalten, wurde fur
jedes Antiserum eine geeignete Aufreinigungsstrategie entwickelt. Da das
Maximalvolumen flr die Durchfiihrung der Aufreinigung im batch-Verfahren 2 mL betrug,
wurden folgende Volumina gewahlt: 400 pL NHS-aktivierte Sepharose 4 Fast Flow,

200 pL Proteinkonjugat-Lésung und 1,35 mL Antiserum.

Kopplung der Proteinkonjugate an NHS-aktivierte Sepharose

Fur die Herstellung der mit den Proteinkonjugaten fir die Aufreinigung gekoppelten
Sepharose wurden die Proteinkonjugate zunachst mit Kopplungspuffer verdinnt. Hierfur
wurden 50 pL des jeweiligen Proteinkonjugats (MN-TG, NMN-TG, SERO-TG, Ova-DOPA,
siehe Tabelle 4) mit 150 pL Kopplungspuffer auf eine Konzentration von 0,5 mg/mL
verdinnt bzw. fir Ova-DOPA 8 pL Konjugat mit 192 pL Kopplungspuffer. 400 pL NHS-
aktivierte Sepharose wurden zunadchst dreimal mit 400 uL eiskalter 1 mM HCI
(Anséuerungspuffer) gewaschen, um sie von der Aufbewahrungslosung (Isopropanol) zu
befreien. AnschlieRend wurde sehr kurz mit 400 pL Kopplungspuffer gewaschen, um den
pH-Wert wieder etwas zu erhdéhen. Nach Zugabe von 200 pL Proteinkonjugatldsung
wurde fir 3 h bei Raumtemperatur auf dem Rotator inkubiert. AnschlieRend wurde nicht
gekoppeltes Proteinkonjugat durch eine Folge von Waschschritten entfernt und die noch
restlichen aktiven NHS-Gruppen der Sepharose blockiert (Blockierungspuffer). Zwischen
den Waschschritten wurde 1 min bei 9300 x g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig
abgenommen und verworfen. Die Lagerung der gekoppelten Sepharose erfolgte in
PBS/0,1 % NaNs, pH 7,4 bei 4 °C.

Tabelle 11 zeigt die Abfolge der Wasch- und Blockierungsschritte nach der Kopplung der

Proteinkonjugate auf das Sepharosematerial.
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Tabelle 11: Abfolge der Wasch- und Blockierungsschritte nach der Kopplung der
Proteinkonjugate auf das Sepharosematerial.

Waschpuffer Haufigkeit/Volumen
Blockierungspuffer 3x mit 0,4 mL
Waschpuffer (Proteinkonjugate) 3x mit 0,4 mL
Blockierungspuffer 3x mit 0,4 mL

Inkubation: 30 min, RT, Rotator

Waschpuffer (Proteinkonjugate) 3x mit 0,4 mL
Blockierungspuffer 3x mit 0,4 mL
Waschpuffer (Proteinkonjugate) 3x mit 0,4 mL
PBS/0,1% NaNg, pH 7,4 5x mit 0,4 mL

Da der pH-Wert wéahrend der Lagerung 7,4 betragen sollte, wurde am Schluss der pH-
Wert im Uberstand der Sepharose-Losung mittels Indikatorpapier uberpruft und
gegebenenfalls nochmals mit PBS/0,1 % NaN; gewaschen.

Fur die Durchfihrung der pra-Adsorption bei der Aufreinigung des Metanephrin-
Antiserums wurden die Proteinkonjugate NMN-TG, SERO-TG und Ova-DOPA gleichzeitig
auf die Sepharose gekoppelt. Hierfir wurden 50 pL NMN-TG, 50 uL SERO-TG und 8 pL
Ova-DOPA mit 92 pL Kopplungspuffer verdinnt und auf 400 pL NHS-aktivierte

Sepharose wie oben beschrieben gekoppelt.

Aufreinigung des Metanephrin-Antiserums

Zunachst wurden aus dem Metanephrin-Antiserum mit Hilfe der Affinitatschromatographie
an NMN-TG, SERO-TG und Ova-DOPA die an diese Konjugate bindenden Antikdrper
abgereichert, um spater unspezifische Bindungen und Kreuzreaktivitdten im Assay zu
vermeiden. Durch diese pra-Adsorption an den ,falschen“ Antigenen sollten im Eluat keine
Antikdrper mehr enthalten sein, die unspezifisch an Normetanephrin, Serotonin oder
3-Methoxytyramin binden. Die zuvor mit NMN-TG, SERO-TG und Ova-DOPA gekoppelte
Sepharose wurde dreimal mit 0,4 mL Bindepuffer gewaschen. 1,35 mL Metanephrin-
Antiserum wurden mit 0,15 mL 10-fach Bindepuffer versetzt und auf das
Sepharosematerial gegeben. AnschlieRend wurde fir 90 min bei RT auf dem Rotator
inkubiert. Nach dem Zentrifugieren (1 min, 9300 x g) wurde der Uberstand, der nun die
nicht gebundenen Antikérper enthielt, vorsichtig abgenommen und auf eine zuvor dreimal

mit 0,4 mL Bindepuffer gewaschene MN-TG gekoppelte Sepharose gegeben. Daraufhin

a7
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wurde erneut 90 min bei RT im Rotator inkubiert. Nach dem Zentrifugieren wurde der
Uberstand abgenommen und verworfen. Die Sepharose wurde 5-mal mit 0,4 mL PBS,
pH 8,4 gewaschen, zwischen den Waschschritten wurde 1-2 min auf dem Rotator
inkubiert. Nach den Waschschritten wurden 4 Elutionsschritte durchgefuhrt. Es wurden
jeweils 150 yL Elutionspuffer auf die Sepharose gegeben und fur 15 min, 10 min, 5 min
und nochmals 5 min auf dem Rotator inkubiert. Zwischen den Elutionsschritten wurde
zentrifugiert (1 min, 9300 x g), der Uberstand vorsichtig abgenommen und sofort mit 1 N
NaOH neutralisiert, der pH-Wert wurde mit Hilfe von Indikatorpapier Uberprft. Die vier
Eluate wurden mit 0,1 % NaN; versetzt und bei 4 °C gelagert. Die Sepharose wurde flr
die Lagerung 7-mal mit PBS/0,1 % NaNs, pH 7,4 gewaschen und bei 4 °C gelagert. Die
vier Eluate wurden anschlieBend mit Hilfe der LDS-Polyacrylamidgelelektrophorese auf
ihre Reinheit Uberpraft und zur Bestimmung des Proteingehaltes wurde eine
Proteinbestimmung nach Bradford durchgefihrt. Eluate mit ausreichender Reinheit und
ausreichend hohem Proteingehalt wurden vereinigt und fur die Immobilisierung auf

Mikrospharen verwendet.

Aufreinigung des Normetanephrin-Antiserums

Das Normetanephrin-Antiserum wurde ebenfalls in 2 Schritten aufgereinigt. Zunachst
wurde hier eine Aufreinigung mit Hilfe von Protein A/G und anschlieBend eine
Aufreinigung mit dem spezifischen Antigen NMN-TG durchgefiihrt. Protein A stammt aus
Staphylococcus aureus und bindet Immunglobuline, vor allem 1gG, an deren Fc-Teil.
Protein G stammt aus Bakterien der Gattung Streptococcus und bindet ebenfalls
hauptséchlich an den Fc-Teil von IgG. Protein A/G ist ein rekombinantes Fusionsprotein,
das die 1gG-bindenden Doméanen beider Proteine enthdlt und daher das breiteste
Spektrum an IgG-Subklassen bindet.

Fur die Aufreinigung wurden 1 mL Protein A/G Plus Agarose in einem 2 mL
Reaktionsgefald dreimal mit 1,4 mL Bindepuffer (Protein A/G) gewaschen, um die
Aufbewahrungslosung zu entfernen. Anschlieend wurden 1,17 mL Normetanephrin-
Antiserum mit 130 pL 10-fach Bindepuffer (Protein A/G) versetzt und zu der gewaschenen
Protein A/G Plus Agarose gegeben. Die Inkubation erfolgte anschliel3end fir 90 min bei
RT auf dem Rotator. Nach der Inkubation wurde zentrifugiert (1 min, 9300 x g) und der
Uberstand vorsichtig abgenommen und verworfen. Der erste Waschschritt erfolgte mit
1,4 mL Waschpuffer 1 (Protein A/G) fur 1-2 min auf dem Rotator, anschliel3end wurde
zweimal mit 1,4 mL Waschpuffer 2 (Protein A/G) fur 1-2 min gewaschen. Zuletzt erfolgten

wiederum zwei Waschschritte mit Waschpuffer 1 (Protein A/G) fir 1-2 min. Nach
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Entfernen des Uberstands des letzten Waschschrittes wurde mit 0,5 mL Elutionspuffer
pH 3,0 eluiert. Es wurden insgesamt 4 Elutionsschritte mit jeweils 0,5 mL Elutionspuffer
durchgefihrt, die Inkubationszeit betrug bei jedem Schritt 5 min. Die Eluate wurden sofort
mit 1 N NaOH neutralisiert und mit 0,1 % NaNs; versetzt. Die Protein A/G Plus Agarose
wurde am Ende 5-mal mit PBS/0,1 % NaNs, pH 7,4 gewaschen und bei 4 °C gelagert.

Die vier Eluate wurden anschlieBend mit Hilfe der LDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
auf Reinheit Uberprift und zur Bestimmung des Proteingehaltes wurde eine
Proteinbestimmung nach Bradford durchgefiihrt. Eluate mit ausreichender Reinheit und
ausreichend hohem Proteingehalt wurden vereinigt und fir die Affinitatsaufreinigung tber
das Antigen NMN-TG eingesetzt. Die Durchfiihrung der Aufreinigung tGber NMN-TG
entspricht der Durchfiihrung der Aufreinigung tber MN-TG wie im Abschnitt Aufreinigung
des Metanephrin-Antiserums beschrieben.

Aufreinigung des 3-Methoxytyramin-Antiserums

Zur Aufreinigung des 3-Methoxytyramin-Antiserums wurde eine Affinitatsaufreinigung Gber
Ova-DOPA durchgefuhrt. Die Durchfuhrung entspricht ebenfalls der Aufreinigung Uber
MN-TG wie im Abschnitt Aufreinigung des Metanephrin-Antiserums beschrieben.

Aufreinigung des Serotonin-Antiserums

Fur die Aufreinigung des Serotonin-Antiserums wurden zwei Aufreinigungsschritte
bendtigt, eine Affinitdtsaufreinigung tUber SERO-TG sowie anschlieRend eine Biotin-
Depletion. Die Durchfihrung der Affinitatsaufreinigung Uber SERO-TG entspricht
ebenfalls der Aufreinigung tber MN-TG wie im Abschnitt Aufreinigung des Metanephrin-
Antiserums beschrieben. Die gewonnenen vier Eluate wurden anschlieend mit Hilfe der
LDS-Polyacrylamidgelelektrophorese auf Reinheit Uberprift und zur Bestimmung des
Proteingehaltes wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefihrt. Eluate mit
ausreichender Reinheit und ausreichend hohem Proteingehalt wurden vereinigt und
anschlieRend fur die Biotin-Depletion eingesetzt. Hierfur wurden 600 pL Streptavidin-
Sepharose in einem 2 mL Reaktionsgefald dreimal mit je 1 mL PBS gewaschen. 300 pL
der vereinigten Eluate wurden zu der gewaschenen Streptavidin-Sepharose gegeben und
fur 30 min bei RT auf dem Rotator inkubiert. Nach dem Zentrifugieren (1 min, 9300 x g)
wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und in ein neues ReaktionsgefalR mit
600 pL gewaschener Streptavidin-Sepharose gegeben. Es wurde wiederum 30 min bei

RT auf dem Rotator inkubiert, anschlieBend zentrifugiert und der Uberstand in ein
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sauberes Reaktionsgefa? Uberfihrt. Nach Zugabe von 0,1 % NaN; wurde der
aufgereinigte Antikorper bei 4 °C gelagert und anschliel3end fur die Immobilisierung auf

Mikrospharen eingesetzt.

3.2.1.3 LDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Coomassie-Féarbung

Um den Erfolg der Antikdrperaufreinigung sowie die Reinheit der Eluate zu uberprifen,
wurde eine LDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (LDS-PAGE) durchgefihrt. Hierfir
wurde das NUPAGE System der Firma Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) verwendet.
Da vor Durchfuhrung der LDS-PAGE keine Proteinbestimmung durchgefiihrt wurde und
anhand des Gels nur ein qualitatives Ergebnis erhalten werden sollte, wurde keine
einheitliche Proteinmenge sondern mit jeweils 10 pyL ein konstantes Volumen der Eluate
auf das Gel aufgetragen. Zusatzlich wurden 5 yL des Sepharose-Materials vor und nach
Elution des gebundenen Antikérpers auf das Gel aufgetragen, um die Vollstandigkeit der
Elution zu Uberprifen. Die Proben wurden mit 5 uL NUPAGE LDS Sample Buffer (4x) und
2 uL NuPAGE Sample Reducing Agent (10x) versetzt und mit 3 pL bzw. 8 yL ddH,O auf
ein Gesamtvolumen von 20 pL aufgefullt. Die Proben wurden fir 10 min bei 70 °C
denaturiert (Mastercycler gradient). 15 puL Probe bzw. 5 pL SeeBlue Plus2
Proteinstandard wurden anschlieend auf ein NUPAGE 4-12 % Bis-Tris Gel aufgetragen.
Als Laufpuffer wurde NUPAGE MES SDS Running Buffer verwendet, wobei zur inneren
Gelkammer 500 uL NuPAGE Antioxidant hinzugefligt wurden. Die Gelelektrophorese
wurde fur 42 min bei konstanter Spannung von 200 V durchgeftihrt.

Nach der Gelelektrophorese wurden die Gele fur 45 min in Coomassie-Farbeldsung
angefarbt. Zum Entfarben wurden die Gele zunéchst fir 30 min in Entfarber | inkubiert
und anschliel3end bis zum Sichtbarwerden der Banden bzw. vollstandiger Entfarbung des
Hintergrunds in Entfarber Il. Die Geldokumentation erfolgte mit Hilfe des Scanners
CanoScan 8800 F und der Software SilverFast SE 6.5.5r2.

3.2.1.4 Proteinbestimmung nach Bradford

Um die Proteinkonzentration in den Eluaten nach der Protein A/G- bzw.
Affinitatsaufreinigung und nach der Biotin-Depletion zu bestimmen, wurde eine
Proteinbestimmung nach Bradford durchgefiihrt [128]. Diese beruht auf der Verschiebung
des Absorptionsmaximums des Farbstoffes Coomassie-Brilliantblau G-250 in saurem
Milieu von 465 nm zu 595 nm in Gegenwart von Proteinen. Der Farbstoff bindet dabei an

kationische sowie unpolare Seitenketten von Proteinen.
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Zur Generierung der Standardkurve wurde BSA verwendet. Daflr wurden zwolf BSA-
Losungen im Konzentrationsbereich von 0-2000 pg/mL in PBS hergestellt. 5 pL Eluat
bzw. BSA-Standard wurden mit 250 uL Coomassie Protein Assay Reagent (Thermo
Fisher Scientific) versetzt und fur 30 s zur Durchmischung geschiittelt. Anschlie3end
wurde fur 10 min bei RT inkubiert und danach die Absorption bei 590 nm gemessen
(FLUOstar Optima/ PHERAstar, BMG Labtech).

3.2.1.5 Bestimmung von Kreatinin im Urin

Fur die Bestimmung von Kreatinin in humanem und murinem Urin wurde der MicroVue
Creatinine Assay der Firma Quidel Corp. verwendet. Dieser quantitative, kolorimetrische
Assay basiert auf der Jaffé-Methode [129]. Die Methode nutzt die Bildung eines roten
Komplexes zwischen dem Kreatinin im Urin und Pikrinsaure in alkalischer Ldsung,
welcher anschlieRend bei 490 nm spektrophotometrisch gemessen werden kann.

Der Assay wurde entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt, jedoch war bei
einigen humanen Urinproben sowie bei allen murinen Urinproben die vorgeschlagene
Verdinnung von 1:40 zu hoch. Daher mussten diese humanen Urinproben 1:20 bzw. 1:10
und die murinen Urinproben 1:15 verdinnt werden. Die Messung der Absorption bei
490 nm erfolgte mit Hilfe des EnVision 2102 Multilabel Reader (Perkin Elmer).

3.2.2 Sammeln von Urinproben

Sammeln von Urinproben mit Hilfe von Urinsammelréhrchen

Die Urinproben der Kontrollpatienten und der Patienten aus der Psychiatrie des
Universitatsklinikums in  Tlbingen sowie die Urinproben, die wahrend der
Assayentwicklung eingesetzt wurden, wurden mit Hilfe von Urinsammelrdhrchen der
Firma LDN gesammelt. Diese Urinsammelréhrchen fassen ein Volumen von 3 mL und
enthalten ein Watteschwammchen, welches mit HCI, Stabilisatoren sowie einem Indikator
getrankt und anschlieBend getrocknet wurde. Fir die Gewinnung von Spontanurin wurde
zunachst in einem Urinsammelbecher Mittelstrahlurin gesammelt. AnschlieRend wurden
sofort 3 mL des Urins in ein LDN Urinsammelréhrchen tberfuhrt und gemischt. Der im
Watteschwdmmchen enthaltene Indikator zeigte an, ob die Ansduerung des Urins
ausreichend war. AnschlieRend wurden die Urinrdhrchen bei -20 °C eingefroren.

Die Spontanurinproben der Ubrigen Patienten wurden jeweils entsprechend den internen

Sammelverfahren der Kooperationspartner gesammelt.
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Sammeln von Urin mit Dry Urine Test-Filterkarten

Fur das Sammeln von Urin mittels Dry Urine Test-Filterkarten (DUT-Filterkarten) wurden
DUT-Filterkarten von der Firma LDN bereitgestellt. Zunachst wurde auch hier
Mittelstrahlurin gewonnen. Dieser wurde in das DUT-Urinsammelgefald tberfihrt, welches
Stabilisatoren sowie einen Indikator enthielt. Anschlie@end wurde die Filterkarte in den
Urin im Sammelgefald eingetaucht, gefaltet und fir 24 h bei RT getrocknet. Abbildung 9

zeigt die Herstelleranleitung zum Sammeln von Urin mit Hilfe der DUT-Filterkarten.

Abbildung 9: Sammeln von Urinproben mit Hilfe von DUT-Filterkarten der Firma LDN. Nach
Gewinnung von Mittelstrahlurin wird der Urin in das DUT-Urinsammelgefaf, das Stabilisatoren und
einen Indikator enthalt, Gberfuhrt. AnschlieRend wird die DUT-Filterkarte in das Urinsammelgefan
eingetaucht, gefaltet und fiir 24 h bei RT getrocknet. Maodifiziert nach [130].

Fur die Elution der Analyten aus der Filterkarte wurde diese nach 24 h abgeschnitten, in
ein Plastikréhrchen gelegt und mit 3 mL ddH,O getrankt. AnschlieBend wurde fir 1 h bei
RT auf dem Rotator inkubiert. Danach wurde die Filterkarte ausgepresst und die
gewonnene Flissigkeit in ein sauberes Gefal3 tUberfihrt. Die Filterkarte nimmt etwa 1 mL
Urin auf, daher erfolgt durch die Elution mit 3 mL ddH,O eine Verdiinnung der Probe um
den Faktor 3, welcher anschlieBend bei der Berechnung der Analytkonzentration

bertcksichtigt werden muss.

3.2.3 Probenvorbereitung fur die Quantifizierung von Catecholaminen

Fur die Extraktion, Acylierung und enzymatische Umwandlung der Catecholamine aus
Urin wurden die Materialien und Reagenzien aus dem 3-CAT ELISA Fast Track der Firma
LDN verwendet. Das Prinzip der Extraktion, Acylierung und Elution, welches fir die
Probenvorbereitung verwendet wurde, ist ein von der Firma LDN patentiertes Verfahren
(EPO Patent EP1835290; Assay for catecholamines, (2007-09-19), Manz, Bernhard.
Pr.: EP20060005531 20060317). Die Durchfiihrung erfolgte nicht exakt nach
Herstellerangaben, sondern wurde auf die Durchfiihrung des multiplexen Immunoassays

angepasst.
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3.2.3.1 Extraktion und Acylierung der Catecholamine

Die Extraktion erfolgte mit Hilfe eines Boronat-Affinitatsgels, welches spezifisch cis-diol
Strukturen, zu denen auch die Catecholamine gehdren, bei pH > 7 bindet. Somit erfolgt
eine Trennung von den im Urin enthaltenen Metanephrinen, da hier die cis-diol Struktur
durch Methylierung einer OH-Gruppe nicht mehr vorhanden ist. Dies ist erforderlich, da
die eingesetzten Antikorper nur die methylierte Form der Catecholamine erkennen. Fur
die Extraktion wurden 10 pL Standard, Kontrolle oder Urin auf die Extraktionsplatte,
welche mit dem Boronat-Affinitatsgel beschichtet war, pipettiert. AnschlieRend wurden
250 pL ddH,O, 50 pyL Assaypuffer und 50 uL Extraktionspuffer zu den Urinproben
hinzugefiigt und fir 30 min bei RT geschdittelt (Thermomixer comfort, 750 rpm). Nach der
Extraktion wurde die Flussigkeit durch Invertieren der Platte entfernt, die Platte auf
saugfahigen Papiertiichern ausgeklopft und 1 mL Waschpuffer (LDN) hinzugefugt. Es
wurde 5 min bei RT und 600 rpm inkubiert und der Waschschritt anschliel3end nochmals
wiederholt. Nach Entfernen der Waschlésung und dem Ausklopfen der Platte folgte die
Acylierung. Fir die Acylierung wurden in der Entwicklungsphase das Acylierungsreagenz
des 3-CAT ELISA sowie verschiedene andere Acylierungsreagenzien verwendet, wobei
nach der Entwicklungsphase nur noch NHS-PEG,-Biotin fir die Acylierung eingesetzt
wurde. Tabelle 12 zeigt die verwendeten Acylierungsreagenzien.
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Tabelle 12: Verwendete Acylierungsreagenzien fiir die Acylierung von Catecholaminen.
Quelle Strukturformeln: www.piercenet.com, www.iris-biotech.de.

Acylierungs- Eigenschaften/
_ Struktur
reagenzien Verwendung
5 e MW 341,38
HN)KNH e Spacer: 13,5 A
NHS-Biotin 0 OM e Verwendung in
&Z 3 ’ Entwicklungs-
0
phase
e MW 588,67

0
) TR Spacer: 29 A

HN
NHS-PEG,-Biotin g . ) ) H > e Verwendung in
N Y\/ | il et % i i g ]
0 0 Entwicklungs-
0

phase

e MW 941,09
e Spacer: 56 A

1
. . 0 HN NH
NHS-PEG,,-Biotin q 0 HY\/\IS e Verwendung im
N. N
) “J\[/\“];\’ I > etablierten

Assay

. e MW 1437,71
o o
[ \ N, ) 5 .
s ﬂ)‘/\/OW : uf\/owc’):g e Spacer: k. A.
Y d e Verwendung in
,Doppel-Biotin“ K f Entwicklungs-

3 A\
S ‘}\/0 NH
O

0 phase

Biotin-PEG(4)-Lys(PEG(4)-Biotin)-PEG(4)-NHS

Fur die Acylierung wurden 150 pL Acylierungspuffer und 25 pL Acylierungsreagenz in
wasserfreiem DMSO zu jeder Probe auf die Extraktionsplatte gegeben und fur 30 min bei
RT und 750 rpm inkubiert. Nach der Acylierung wurde die Flissigkeit durch Invertieren
der Platte entfernt, die Platte auf saugfahigen Papiertiichern ausgeklopft und 1 mL
Waschpuffer (LDN) mit Glycin hinzugefiigt. Es wurde 15 min bei RT und 600 rpm
inkubiert. Anschlieend wurde nochmals gewaschen, dieses Mal jedoch mit 1 mL
Waschpuffer (LDN) ohne Glycin fir 10 min bei RT und 600 rpm. Nach Entfernen der
Waschldsung und Ausklopfen der Platte wurde die Probe durch Zugabe von 100 pL HCI
sauer eluiert. Die Elution erfolgte fir 10 min bei RT und 750 rpm. Nach der Elution wurde

der Extrakt fur die enzymatische Umwandlung eingesetzt.
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3.2.3.2 Enzymatische Umwandlung des Catecholamin-Extrakts

Nach der Elution erfolgte die enzymatische Umwandlung der acylierten Catecholamine
mit Hilfe der Catechol-O-Methyltransferase. Diese methyliert wie auch beim Abbauweg im
Korper die Catecholamine spezifisch an der 3’OH-Gruppe. Die COMT wird hierzu aus
Schweineleber gewonnen, als Coenzym wurde S-Adenosylmethionin hinzugegeben.

Fur die enzymatische Umwandlung wurden 25 pL des Extrakts auf eine 96-Well
Mikrotiterplatte mit halber Oberflache und non-binding Oberflache transferiert. Das
lyophilisierte Enzym wurde in 1 mL ddH,O geldst und mit 300 pL Coenzym und 700 pL
Adjustment Buffer versetzt. AnschlieBend wurden 6,2 pL der fertigen Enzymlésung zum
Extrakt gegeben. Der Adjustment Buffer bewirkt, dass der niedrige pH-Wert des
salzsauren Eluats auf einen neutralen pH-Wert erhéht wird, bei welchem die COMT
arbeiten kann. Da in der Salzsaure der Indikator Phenolrot enthalten ist, kann die
Neutralisation gut anhand der roten Féarbung des Extraktes verfolgt werden. Die
enzymatische Umwandlung erfolgte fir 1 h bei RT und 750 rpm. Anschliel3end wurden die
acylierten und methylierten Catecholamine im Bead-basierten Immunoassay eingesetzt.
Abbildung 10 zeigt schematisch die Probenvorbereitung fur die Catecholamine.
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Abbildung 10: Probenvorbereitung fir die Quantifizierung von Catecholaminen. Zuné&chst
erfolgt die Extraktion der Catecholamine aus der Probenmatrix mit Hilfe eines cis-diol spezifischen
Boronat-Gels. AnschlieBend erfolgt die Acylierung mit NHS-PEG,-Biotin an der primaren bzw.
sekundaren Amingruppe. Nach saurer Elution mittels HCI werden 25 uL Extrakt auf eine 96-Well
Mikrotiterplatte transferiert und mit einer Enzymlésung versetzt, die das Enzym Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) und das Coenzym S-Adenosylmethionin (SAM) sowie Adjustment
Buffer zur Neutralisierung enthalt.
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3.2.4 Probenvorbereitung fir die Quantifizierung von Metanephrinen und

Serotonin

Fur die Quantifizierung von Metanephrinen und Serotonin im Urin ist im Gegensatz zu den
Catecholaminen keine Extraktion und enzymatische Umwandlung notwendig, sondern nur
eine Acylierung. Da in den in dieser Arbeit beschriebenen Assays nur freie Metanephrine
im Urin bestimmt werden, wird wahrend der Probenvorbereitung keine saure Hydrolyse
durchgefuhrt. Fur die Acylierung wurden die Reagenzien aus dem 2-MET Urine ELISA
Fast Track Kit sowie Serotonin-ELISA Fast Track Kit der Firma LDN verwendet.
Zusatzlich wurde ein spezieller Acylierungspuffer von der Firma LDN bereitgestellt,
welcher kein BSA enthielt. Auch hier erfolgte die Durchfihrung nicht exakt nach
Herstellerangaben, sondern wurde auf die Durchfiihrung des multiplexen Immunoassays

angepasst.

3.2.4.1 Acylierung von Metanephrinen und Serotonin

Da die im Immunoassay verwendeten Antikorper nur die an der 3’OH-Gruppe
methylierten Catecholamine erkennen, also die jeweiligen Metanephrine, muss hier keine
Extraktion durchgefiihrt werden, da die im Urin enthaltenen Catecholamine nicht erkannt
werden. Hier konnte also gleich mit der Acylierung begonnen werden. Fur die Acylierung
von Metanephrinen und Serotonin wurden ebenfalls die in Tabelle 12 gezeigten
Acylierungsreagenzien verwendet. Fur die Acylierung wurden 30 pL Standard bzw.
Kontrolle und 10 pL Urin in eine 48-Well Mikrotiterplatte pipettiert. Die Standards bzw.
Kontrollen setzten sich zusammen aus 10 pL 2-MET Urine ELISA Standards bzw.
Kontrollen mit Metanephrin und Normetanephrin, 10 uL Serotonin-ELISA Standard bzw.
Kontrolle und 10 pyL selbst angesetztem 3-Methoxytyramin-Standard, da hier kein
kommerziell erhaltlicher ELISA verfiigbar war. Dazu wurde 3-Methoxytyramin in einer von
der Firma LDN bereitgestellten Standardmatrix gelést und entsprechend verdinnt.
Standards und Kontrollen wurden mit 170 pL, Urinproben mit 190 pL Acylierungspuffer
versetzt und anschlieRend wurde durch Zugabe von 10 pL Acylierungsreagenz die

Acylierung gestartet. Die Inkubation erfolgte fiir 15 min bei RT und 750 rpm.

3.2.4.2 Abstoppen der Acylierungsreaktion

Da bei den Metanephrinen und Serotonin keine Waschschritte nach der Acylierung

erfolgen, wurde, um noch reaktives Acylierungsreagenz aus dem Ansatz zu entfernen,
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Glycin oder Ethanolamin verwendet. Dieses reagiert mit dem noch vorhandenen NHS ab,
damit dieses spéater im Immunoassay nicht stért. Hierfur wurden 20 uL 100 mM oder
300 mM Glycin oder Ethanolamin zum acylierten Ansatz pipettiert und die
Acylierungsreaktion fir 30 min bei RT und 750 rpm abgestoppt. Nach der Abstoppreaktion

wurden 25 pL des acylierten Ansatzes im Immunoassay eingesetzt.

3.2.5 Multiplexe Immunoassays

Die wie unter Punkt 3.2.3 und 3.2.4 beschriebenen modifizierten Catecholamine,
Metanephrine und Serotonin wurden in zwei verschiedenen multiplexen Immunoassays
eingesetzt. Dabei handelte es sich um einen Bead-basierten Immunoassay fir die
Quantifizierung von Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin sowie einen Bead-basierten
Immunoassay fir die Quantifizierung von  Metanephrin,  Normetanephrin,
3-Methoxytyramin und Serotonin. Bei beiden Assays handelt es sich um Assays in einem
nicht-kompetitiven, Sandwich-Immunoassay-ahnlichen Format, d. h. der spezifische
Fangerantikdrper ist auf den Mikrospharen immobilisiert, die Detektion erfolgt mit Hilfe von
Streptavidin-Phycoerythrin, das spezifisch an das zuvor tber die Acylierung eingeflihrte
Biotin bindet. Phycoerythrin dient dabei als Reportersignal, das im Analysegerat
FLEXMAP 3D der Firma Luminex ausgelesen werden kann.

3.2.5.1 Immobilisierung von Antikdrpern auf Luminex MicroPlex und MagPlex

Mikrospharen

Bei den MagPlex Mikrospharen der Firma Luminex handelt es sich um magnetische
Mikrospharen mit einer Carboxyl-funktionalisierten Oberflache. MicroPlex Mikrospharen
sind dagegen nicht magnetisch. Auf beiden Mikrospharenarten kénnen Antikdrper bzw.
allgemein Proteine mit NH,-Gruppen mit Hilfe eines Aktivesters auf der Basis von Sulfo-
NHS und EDC auf der Oberflache immobilisiert werden.

300 pL der Mikrospharen-Stocklésung (1,25 x 10” Mikrosphéren pro mL) wurden nach
grindlichem Vortexen (10 s) und Behandlung im Ultraschallbad (30 s) in ein Protein
LoBind Reaktionsgefal? tberfihrt und 3-mal mit 400 uL Aktivierungspuffer gewaschen.
Fur die Aktivierung der Mikrospharen wurde ein Aktivierungsmix aus 120 L
Aktivierungspuffer, 15 yL 50 mg/mL Sulfo-NHS (in wasserfreiem DMSO) und 15 pL
50 mg/mL EDC (frisch geldst in Aktivierungspuffer) hergestellt und auf die Mikrosphéren
gegeben. AnschlieRend wurde fir 20 min bei RT im Dunkeln auf dem Rotator inkubiert.

Bei der Aktivierung der Mikrosphéaren reagiert zun&chst das EDC mit einer
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Carboxylgruppe unter Bildung einer O-Acyl-Isoharnstoff-Zwischenstufe, die in
Anwesenheit des Nukleophils Sulfo-NHS zu einem Aktivester weiterreagiert. Dabei wird
als Nebenprodukt ein Harnstoffderivat freigesetzt. Der Aktivester reagiert nun mit einer
primaren Aminogruppe der zu koppelnden Substanz unter Ausbildung einer Amidbindung,
wobei das Sulfo-NHS wieder freigesetzt wird. Nach dem Aktivierungsschritt wurde der
Aktivierungsmix entfernt und die Mikrospharen wurden 4-mal mit 400 uL Kopplungspuffer
gewaschen. AnschlieBend wurden 250 uL des aufgereinigten Antikdrpers in einer
Konzentration von 50 pug/mL zu den aktivierten, gewaschenen Mikrospharen gegeben und
fur 2 h bei RT im Dunkeln auf dem Rotator inkubiert. Danach erfolgten 4 Waschschritte
mit jeweils 400 uL Waschpuffer (Mikrosphéren), nach dem letzten Waschschritt wurden
die Mikrosphéaren in 150 pL Blocking Reagent for ELISA/0.1 % NaN; resuspendiert. Die
Lagerung erfolgte bei 4 °C im Dunkeln.

3.2.5.2 Immobilisierungskontrolle

Um den Erfolg der Immobilisierung zu tberprifen und die Anzahl an Mikrosphéren pro L
zu bestimmen, wurde eine Immobilisierungskontrolle durchgefihrt. Hierfir wurden die
Mikrospharen grindlich gevortext, durch Ultraschallbehandlung vereinzelt und 1:500 in
Waschpuffer (Mikrospharen) verdinnt. Fir die Detektion wurde ein Esel-anti-Kaninchen-
Antikorper, der mit Phycoerythrin markiert war, verwendet (dk-a-rb-PE). Dieser wurde in
den Konzentrationen 10 pg/mL, 1 pg/mL, 0,1 pg/mL und 0,01 pg/mL in Waschpuffer
(Mikrosphéren) eingesetzt. 50 pL der verdunnten Mikrospharen wurden mit 50 pL der
jeweiligen dk-a-rb-PE-LOsung auf einer 96-Well Mikrotiterplatte mit halber Oberflache
(non-binding Oberflache) gemischt und fur 45 min bei RT und 750 rpm geschuittelt.
AnschlieBend erfolgte das Auslesen mit Hilfe der FLEXMAP 3D (Einstellungen:
Probenvolumen 50 yL, maximale Messzeit 80 s, minimale Anzahl an Mikrospharen pro

Sorte 10000). Die Anzahl an Mikrosphéaren pro puL wurde mit folgender Formel berechnet:

Anzahl an detektierten Mikrospharen
30

Mikrosphéren propL = -1000

Die Zahl 30 im Nenner rihrt daher, dass das Totvolumen des Analysegerats 20 pL betragt
und 50 pL Probenvolumen vom Analysegerat aufgesaugt wurden. Da die Mikrosphéaren
final 1:1000 verdinnt im Well vorlagen, muss noch mit dem Faktor 1000 multipliziert

werden.
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3.2.5.3 Machbarkeit eines nicht-kompetitiven, multiplexen Immunoassays fur
Catecholamine

Um die prinzipielle Realisierbarkeit eines nicht-kompetitiven, Sandwich-Immunoassay-
ahnlichen Assays fur Catecholamine zu demonstrieren, wurden zunachst einige
Vorversuche durchgefiihrt. Dabei wurde ein Versuchsaufbau gewahlt, welcher keine
Aufreinigung der Kaninchen-Antiseren erforderte.

Hierfir wurden drei unterschiedliche MicroPlex oder MagPlex Mikrospharen-Sorten
jeweils mit Esel-anti-Kaninchen-IgG-Antikérper (dk-a-rb-lgG-AK) beladen und 2000
Mikrospharen pro Well in einem Volumen von 600 uL PBS/0,5 % BSA/0,05 % Tween 20
resuspendiert. Diese wurden dann jeweils in einem 1,5 mL Reaktionsgefal? mit 600 pL
des in PBS/0,5 % BSA/0,05 % Tween 20 1:2000 verdinnten Kaninchen-Antiserums
versetzt und fur 1h bei RT auf dem Rotator inkubiert. Anschlie@end wurden die
Mikrospharen 3-mal mit 1,2 mL Waschpuffer (Mikrospharen) gewaschen und in 1,2 mL
Waschpuffer aufgenommen. 25 pL der Mikrospharen wurden pro Well auf eine zuvor mit
PBS/0,5 % BSA/0,05 % Tween 20 blockierte Mikrotiterplatte mit Filtereinheit pipettiert und
mit Hilfe der Vakuum-Absaugstation wurde die Waschlésung abgesaugt. 50 pL der
modifizierten Catecholamine wurden zu den Mikrosphéren pipettiert und fir 1 h bei RT
und 650 rpm inkubiert. Anschlie3end wurde 3-mal mit 100 pL
PBS/0,5 % BSA/0,05 % Tween 20 gewaschen und 30 pL Streptavidin-Phycoerythrin
(Moss SAPE-001, 8 pg/mL) in jedes Well pipettiert. Nach einer Inkubation von 30 min bei
RT und 650 rpm wurde erneut 3-mal mit 100 uL PBS/0,5 % BSA/0,05 % Tween 20
gewaschen und die Mikrospharen abschlie3end in 100 pL
PBS/0,5 % BSA/0,05 % Tween 20 aufgenommen. Die Messung erfolgte mit Hilfe des
Luminex 100-Systems. Abbildung 11 zeigt schematisch den Aufbau des Vorversuchs.
Zudem wurde ein Vorversuch zur Ermittlung eines geeigneten Acylierungsreagenzes
durchgefuihrt. Dabei wurden die in Tabelle 12 dargestellten Reagenzien getestet. Die
Proben wurden wie unter 3.2.3.1 beschrieben vorbereitet, dabei wurde jeweils das
Acylierungsreagenz ausgetauscht. Anschliel3end wurden die modifizierten Catecholamine

wie oben beschrieben im Assay getestet.
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Abbildung 11: Aufbau des Versuchs zur Demonstration der prinzipiellen Realisierbarkeit
eines nicht-kompetitiven, multiplexen Immunoassays fir Catecholamine. Fir die Versuche
zur Wahl eines geeigneten Acylierungsreagenzes wurde nicht nur NHS-PEG,,-Biotin verwendet,
sondern zusatzlich die in Tabelle 12 dargestellten Reagenzien. Strep-PE = Streptavidin-
Phycoerythrin.

3.2.5.4 Multiplexer Immunoassay fir Catecholamine

Da die enzymatische Umwandlung der Catecholamine bereits auf der 96-Well
Mikrotiterplatte mit halber Oberflache (non-binding Oberflache) stattgefunden hatte,
konnten die Mikrospharen direkt zu den modifizierten Catecholaminen gegeben werden.
Hierfir wurden pro Well jeweils 1000 Mikrospharen mit immobilisiertem Metanephrin-,
Normetanephrin- und 3-Methoxytyramin-Antikérper in Blocking Reagent for ELISA/0,05 %
Tween 20 in einem Protein LoBind Reaktionsgefd? angesetzt. Pro Well wurden
anschlie3end 20 pL der Mikrospharen-Suspension zu den modifizierten Catecholaminen
pipettiert. Die Inkubation erfolgte fir 90 min bei RT und 750 rpm. Mit Hilfe eines
magnetischen Separators fir Mikrotiterplatten wurde anschlie3end 3-mal mit je 100 pL
LDN Waschpuffer gewaschen. Zur Detektion wurde Streptavidin-Phycoerythrin
verwendet. Dieses wurde in einer Konzentration von 5 pg/mL in Blocking Reagent for
ELISA/0,05 % Tween 20 angesetzt und pro Well 30 pL eingesetzt. Die Inkubation erfolgte
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fur 30 min bei RT und 750 rpm. Nach weiteren 3 Waschschritten mit je 100 pL LDN
Waschpuffer wurden die Mikrosphéaren in 100 pL Blocking Reagent for ELISA/0,05 %
Tween 20 aufgenommen. Die Mikrotiterplatte wurde dann im Analysegerat FLEXMAP 3D
ausgelesen (Einstellungen: Probenvolumen 80 pL, maximale Messzeit 60 s, minimale
Anzahl an Mikrosphéren pro Sorte 100). Abbildung 12 zeigt schematisch den Aufbau des

multiplexen Immunoassays fir Catecholamine.
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Abbildung 12: Multiplexer Immunoassay fir Catecholamine. Der multiplexe Immunoassay fur
Catecholamine stellt einen 3-plex fiir die simultane Bestimmung von Adrenalin, Noradrenalin und
Dopamin in einer Probe dar. Dabei sind die spezifischen Antikorper, die sich gegen die methylierte
Form der Catecholamine richten, also gegen die jeweiligen Metanephrine, auf unterschiedlich
farbcodierten Mikrospharen immobilisiert. Da die Catecholamine im Zuge der Acylierung ein Biotin
erhalten haben, kann fir die Detektion ein mit Phycoerythrin markiertes Streptavidin verwendet
werden. Strep-PE = Streptavidin-Phycoerythrin.

3.2.5.5 Multiplexer Immunoassay fur Metanephrine und Serotonin

Nach Abstoppen der Acylierungsreaktion mit Glycin oder Ethanolamin (siehe 3.2.4.2)
wurden 25 pL des Ansatzes auf eine 96-Well Mikrotiterplatte mit halber Oberflache (non
binding Oberflache) transferiert. Es wurden pro Well jeweils 1000 Mikrospharen mit
immobilisiertem  Metanephrin-, Normetanephrin-, 3-Methoxytyramin- und Serotonin-
Antikorper in Blocking Reagent for ELISA/0,05 % Tween 20 in einem Protein LoBind

Reaktionsgefald angesetzt. Pro Well wurden anschlieBend 25 pL der Mikrospharen-
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Suspension zu dem acylierten Ansatz pipettiert. Die Inkubation erfolgte fir 90 min bei RT
und 750 rpm. Mit Hilfe eines magnetischen Separators fir Mikrotiterplatten wurde
anschlielend 3-mal mit je 100 uL LDN Waschpuffer gewaschen. Zur Detektion wurde
Streptavidin-Phycoerythrin verwendet. Dieses wurde in einer Konzentration von 5 pg/mL
in Blocking Reagent for ELISA/0,05 % Tween 20 angesetzt und pro Well 30 yL eingesetzt.
Die Inkubation erfolgte fur 30 min bei RT und 750 rpm. Nach weiteren 3 Waschschritten
mit je 100 pL LDN Waschpuffer wurden die Mikrospharen in 100 pL Blocking Reagent for
ELISA/0,05 % Tween 20 aufgenommen. Die Mikrotiterplatte wurde dann im Analysegerat
FLEXMAP 3D ausgelesen (Einstellungen: Probenvolumen 80 pL, maximale Messzeit
60 s, minimale Anzahl an Mikrosphdren pro Sorte 100). Abbildung 13 zeigt den
schematischen Aufbau des 4-plex fur Metanephrin, Normetanephrin, 3-Methoxytyramin
und Serotonin.

o
+ﬁ AN
A
oo
:ﬁ?"
oH vAY
I '%I %ﬂ\
o H3C/N\ { o] 2 Biotir
a-Metanephrin-AK ‘ A 4
G )
HO
H
NWO\L/\N/BMUH
| | 12
= N O
H

a-Serotonin-AK

Abbildung  13: Multiplexer  Immunoassay fir  Metanephrin,  Normetanephrin,
3-Methoxytyramin und Serotonin. Der multiplexe Immunoassay fiir Metanephrine und Serotonin
stellt einen 4-plex fur die simultane Bestimmung von Metanephrin, Normetanephrin,
3-Methoxytyramin und Serotonin in einer Probe dar. Dabei sind die spezifischen Antikdrper auf
unterschiedlich farbcodierten Mikrospharen immobilisiert. Da die Metanephrine und Serotonin im
Zuge der Acylierung ein Biotin erhalten haben, kann fur die Detektion ein mit Phycoerythrin
markiertes Streptavidin verwendet werden. In Abbildung 12 ist der Aufbau fur Metanephrin,
Normetanephrin und 3-Methoxytyramin vergroRert dargestellt, da der Assayaufbau fir
Catecholamine und Metanephrine identisch ist. Strep-PE = Streptavidin-Phycoerythrin.
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3.2.5.6 Allgemeine Prinzipien fir die Entwicklung von Immunoassays

Bei Immunoassays spielen verschiedene Faktoren, wie die verwendeten Antikdrper, die
eingesetzten Puffer, die Detektionsmethode sowie Matrixeffekte eine Rolle fur ihre
Spezifitét, Sensitivitat und allgemein ihre Qualitat. Wahrend der Entwicklungsphase wird
versucht, diese Parameter so zu optimieren, dass ein mdglichst sensitiver, spezifischer

und praziser Immunoassay erhalten wird.

Konzentration der Antikorper fur die Immobilisierung auf Mikrosphéren

Fur die Immobilisierung der aufgereinigten Antikdrper auf den Mikrospharen wurden diese
in einer Konzentration von 50 pg/mL eingesetzt. Die Antikbrper wurden dazu in
Kopplungspuffer (Mikrospharen) verdinnt. 250 pL dieser Antikdrperldsung wurden fir die

Immobilisierung verwendet.

Wabhl einer geeigneten Konzentration des Acylierungsreagenzes

Die Konzentration des Acylierungsreagenzes in den ELISAs der Firma LDN betragt
50 mg/mL in wasserfreiem DMSO. Es wurde untersucht, ob eine Reduktion der
Konzentration des  Acylierungsreagenzes moglich ist. Dazu wurde das
Acylierungsreagenz NHS-PEGi,-Biotin auf eine Konzentration von 25 mg/mL bzw.
12,5 mg/mL in wasserfreiem DMSO verdinnt und ebenfalls 25 pL davon fir die

Acylierung eingesetzt.

Ermittlung der optimalen Inkubationszeit fir die Acylierung und enzymatische

Umwandlung im Catecholamin-Assay

Des Weiteren wurden fur die Acylierung und enzymatische Umwandlung verschiedene
Inkubationszeiten getestet, um eine effiziente aber auch zeitsparende Umsetzung der
Catecholamine zu erreichen. Fur die Acylierung wurden dabei Inkubationszeiten von
15 min, 30 min und 1 h getestet, fir die enzymatische Umwandlung Inkubationszeiten von
30 min, 1 hund 2 h.
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Wahl eines geeigneten Puffersystems

Da fur die Probenvorbereitung die bereits optimierten Puffer der Firma LDN verwendet
wurden, wurde nur flr den multiplexen Immunoassay eine Optimierung des Puffersystems
durchgefuhrt. Hierfur wurden die Mikrospharen sowie das Streptavidin-Phycoerythrin in
zwei unterschiedlichen Puffern suspendiert, entweder in Blocking Reagent for
ELISA/0,05 % Tween 20 oder in LowCross-Puffer.

Wahl eines geeigneten Streptavidin-Phycoerythrins

Um ein mdglichst geringes Hintergrundsignal und ein gutes Signal-Rausch-Verhéltnis zu
erhalten, wurde Streptavidin-Phycoerythrin von unterschiedlichen Herstellern getestet.
Dazu wurden die mit spezifischem Antikdrper beladenen Mikrosphdren mit den
verschiedenen Streptavidin-Lésungen fir 30 min inkubiert. Dabei wurden die Streptavidin-
Ldsungen in den Konzentrationen 2 pg/mL und 4 pg/mL getestet, wobei 30 uL pro Well
eingesetzt wurden. In Tabelle 5 sind die in der Entwicklungsphase verwendeten

Streptavidine gelistet.

3.2.5.7 Validierung der entwickelten Immunoassays

Die Validierung der multiplexen Immunoassays erfolgte in Anlehnung an die ,Guidance for
Industry — Bioanalytical Method Validation“ der US Food and Drug Administration [126].
Dabei wurde ein geeignetes Kalibrierkurvenmodell gewahlt, der dynamische Bereich der
Assays bestimmt, die Intra- sowie Interassay-Prazision ermittelt, die Sensitivitat und
Spezifitdt bestimmt sowie auf Kreuzreaktivitat zu verschiedenen anderen Substanzen
untersucht. Des Weiteren wurden die Wiederfindungsrate in humanen Urinproben, die
Verdinnungslinearitdt und die Robustheit der Assays sowie Stabilitdt der Analyten

ermittelt.

Fur die Validierung der Assays wurden eigene Standards hergestellt, da die Standards
aus den ELISAs der Firma LDN nicht ausreichend hoch konzentriert waren, um Versuche
zur Wiederfindungsrate durchzufiihren. Dazu wurden die jeweiligen Substanzen in einer
von der Firma LDN bereitgestellien Standardmatrix gelost. Tabelle 13 zeigt die

Konzentrationen der fur die Assaykalibrierung verwendeten Standards.
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Tabelle 13: Konzentrationen der fiir die Assaykalibrierung verwendeten Standards in ng/mL.

. . . . . 3-Methoxy- .
Adrenalin  Noradrenalin Dopamin Metanephrin Normetanephrin . Serotonin
Standard tyramin
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
[ng/mL]
A 0 0 0 0 0 0 0
AB 1 0,2 1 2 1,46 2,19 1,82 1,82
A/B 0,45 2,25 4,5 4,86 7,29 6,08 6,08
B 1 5 10 16,2 24,3 20,25 20,25
C 4 20 40 54 81 67,5 67,5
D 15 75 150 180 270 225 225
E 50 250 500 600 900 750 750
F 200 1000 2000 2000 3000 2500 2500

Generierung von Validierungs- und Qualitatskontrollen

Fur die Generierung von Validierungs- und Qualitatskontrollen wurde Urin von 12
freiwilligen gesunden Spendern sowie ein synthetisch hergestellter Urin mit Hilfe der
beiden multiplexen Immunoassays auf die endogene Konzentration an Catecholaminen,
Metanephrinen und Serotonin hin untersucht. Nach Identifizierung von geeigneten
Spendern wurde der Urin dieser Spender mit unterschiedlichen Konzentrationen an
synthetisch hergestellten Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin versetzt. Dabei
wurden die Konzentrationen so gewahlt, dass jeweils zwei Proben im unteren, mittleren
und oberen Bereich der Standardkurve lagen. Tabelle 14 zeigt die Konzentrationen der
Analyten, mit welchen die Urinproben gespikt wurden. Dabei wurde zu Urinprobe 1 kein
zusatzlicher Analyt gegeben, die Messwerte spiegeln hier die Spender-abhangige,
endogene Konzentration dieser Analyten wider. Die gespikten Urinproben wurden

anschlie3end aliquotiert und bei -20 °C tiefgefroren.
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Tabelle 14: In den Validierungs- und Qualitiatskontrollen eingesetzte finale Konzentrationen
der Analyten im gespikten Urin.

Urinprobe ; ) i _ _ 3-Methoxy- .

(Konzentrations- Adrenalin  Noradrenalin Dopamin Metanephrin Normetanephrin . Serotonin
tyramin

bereich der [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Standardkurve) [ng/m L]
1 (niedrig) 0 0 0 0 0 0 0
2 (niedrig) 10 50 100 1,5 2,5 2 2
3 (mittel) 20 100 200 15 25 20 20
4 (mittel) 30 150 300 150 250 200 200
5 (hoch) 100 500 1000 1500 2500 2000 2000
6 (hoch) 150 750 1500 - - - -

Ermittlung eines geeigneten Kalibrierkurvenmodells

Fur die Ermittlung eines geeigneten Kalibrierkurvenmodells wurden die Assays an vier
verschiedenen Tagen durchgefiihrt, dabei wurde jeder Standard in Triplikaten gemessen.
Mit Hilfe der Software MasterPlex QT wurden verschiedene Kurvenanpassungsmodelle
getestet und dann anhand des Wertes fir das BestimmtheitsmaR (R?) sowie der

Wiederfindungsrate ein geeignetes Kalibrierkurvenmodell gewahlt.

Ermittlung der unteren Nachweisgrenze (Limit of detection)

Fur die Bestimmung des LOD wurde der Standard A (Konzentration = 0 ng/mL) in einem
Experiment  20-mal  hintereinander gemessen und der  Mittelwert  der
Fluoreszenzintensitaten sowie die Standardabweichung berechnet. Daraus wurde dann
mit Hilfe des Kalibrierkurvenmodells die Konzentration fur das Hintergrundsignal + 3x die

Standardabweichung des Hintergrundsignals berechnet.

Ermittlung der unteren Bestimmungsgrenze (Lower limit of quantification)

Fur die Bestimmung des LLOQ wurde ausgehend von Standard D eine Verdiinnungsreihe
angefertigt, bei welcher der Standard D 8-mal 1:2 in LDN Standardmatrix verdinnt und im
Assay gemessen wurde. Dies wurde in drei Experimenten wiederholt, dabei wurde jede
Verdinnung in Triplikaten gemessen. Als LLOQ wurde diejenige Verdiinnung definiert, bei
welcher die Kriterien CV < 30 % und Wiederfindungsrate zwischen 75 — 125 % noch

zutraf.
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Ermittlung der oberen Bestimmungsgrenze (Upper limit of quantification)

Fur die Bestimmung des ULOQ wurden zwei zusatzliche Standards, F1 und F2,
hergestellt, welche die 2- bzw. 4-fache Konzentration des eigentlich hochsten Standards F
hatten (siehe Tabelle 15). Als ULOQ wurde diejenige Konzentration bestimmt, bei welcher

der CV < 20 % war und die Wiederfindungsrate zwischen 80 — 120 % lag.

Tabelle 15: Konzentrationen der zur Bestimmung des ULOQ eingesetzten zusatzlichen
Standards F1 und F2.

. . . . . 3-Methoxy- .
Adrenalin  Noradrenalin Dopamin Metanephrin  Normetanephrin . Serotonin
Standard tyramin
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
[ng/mL]
F1 400 2000 4000 4000 6000 5000 5000
F2 800 4000 8000 8000 12000 10000 10000

Ermittlung des dynamischen Bereichs

Der dynamische Bereich wurde als der Bereich zwischen dem in der Validierung

ermittelten LLOQ und ULOQ des jeweiligen Immunoassays definiert.

Ermittlung der Prazision

Fur die Bestimmung der Intra- und Interassay-Prazision wurden die in Tabelle 14
aufgelisteten Validierungsproben verwendet. Dabei wurde zur Bestimmung der
Intraassay-Prazision die Urinprobe Nr. 3 mit einer mittleren Konzentration der Analyten in
3 Experimenten zwischen 12- und 20-mal innerhalb eines Assays gemessen. Fur die
Interassay-Prazision wurden die Urinproben 1-6 mit zwei niedrigen, zwei mittleren und ein
bis zwei hohen Konzentrationen der Analyten in 4 Experimenten, jeweils in Triplikaten

gemessen.

Ermittlung der Wiederfindungsrate

Fur die Ermittlung der Wiederfindungsrate wurden die in Tabelle 14 dargestellten
gespikten Urinproben eingesetzt. Die Proben wurden in 4 Experimenten, jeweils in
Triplikaten gemessen und die Konzentration der Analyten in der Probe bestimmt. Es

wurde berechnet, wie viel Prozent des zugesetzten Analyten durch die Messung in der
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Probe wiedergefunden werden konnten. Dabei wurde die in Urinprobe 1 gemessene
endogene Analytkonzentration von den in den Urinproben 2-6 gemessenen

Konzentrationen abgezogen.

Ermittlung der Verdlinnungslinearitét

Fur die Ermittlung der Verdinnungslinearitat wurde eine Urinprobe mit einer hohen
Konzentration (siehe Tabelle 16) des jeweiligen Analyten versetzt und initial 1:50 bzw.
1:10 verdinnt, um diese in den oberen Bereich der Standardkurve zu bringen.
AnschlieBend erfolgten serielle Verdinnungen mit dem Faktor 2 in LDN Standardmatrix
bis zu einer Verdinnung von 1:400 bzw. 1:320. Dabei wurde jede Verdinnung in

Triplikaten gemessen.

Tabelle 16: Gespikte Konzentration der Analyten im Urin fiir die Bestimmung der
Verdiinnungslinearitt.

Urinprobe _ _ _ _ _ 3-Methoxy- ;
(Konzentrations- Adrenalin  Noradrenalin Dopamin Metanephrin Normetanephrin tyramin Serotonin
bereich der [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Standardkurve) [ng/m L]
7 (sehr hoch) 200 1000 2000 1500 2500 2000 2000

AnschlieBend wurde die anhand der Kalibrierkurve berechnete Konzentration der
Analyten mit dem Verdinnungsfaktor multipliziert, die Wiederfindungsrate berechnet und

die Linearitat der Verdiinnungen Uberpruift.

Ermittlung der Selektivitat

Fur die Ermittlung der Selektivitat wurde die Kreuzreaktivitdt der Catecholamine,
Metanephrine und von Serotonin untereinander sowie die Kreuzreaktivitat zu strukturell
ahnlichen Substanzen untersucht. Diese Substanzen wurden von der Firma LDN
bereitgestellt. Fir den multiplexen Catecholamin-Assay handelte es sich dabei um die
Substanzen 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol, Tyramin, Phenylalanin, Kaffeesaure,
L-DOPA, Homovanillinsdure, Tyrosin und 3-Methoxy-4-hydroxymandelsdure. Beim
multiplexen Immunoassay fiur die Metanephrine und Serotonin wurde die Kreuzreaktivitat
zu den Substanzen Tryptamin, Melatonin, 5-Hydroxyindolessigsaure, Phenylalanin,
Histidin, Tyramin und 5-Hydroxytryptophan bestimmt. Fir die Bestimmung der
Kreuzreaktivitédt wurden die Substanzen in einer Konzentration von 10 mg/mL, 1 mg/mL,

0,1 mg/mL, 0,01 mg/mL, 0,001 mg/mL und 0,0001 mg/mL im Assay getestet. Hierflr



Material und Methoden

wurden jeweils 10 pL der einzelnen Losungen im Assay eingesetzt und gleich behandelt
wie eine Probe. Fiur die Ermittlung der Kreuzreaktivitat der Catecholamine im
Metanephrin-Assay wurden diese erst ab einer Konzentration von 1 mg/mL eingesetzt,
dafur aber bis zu einer Konzentration von 0,00001 mg/mL verdinnt. Die Verdinnung der

Substanzen erfolgte in LDN Standardmatrix.

Ermittlung der Robustheit und der Analytstabilitat

Es wurde die Robustheit der Assays bzw. die Analytstabilitat in Bezug auf die
Lagerungstemperatur sowie —zeit und die Anzahl der Einfrier- und Auftauzyklen bestimmt.
Hierfir wurden 12 identische Aliquots einer Urinprobe mit einer mittleren Konzentration
der Analyten versetzt und bei -20 °C tiefgefroren. Fir die Kurzzeitstabilitat, also die
Stabilitat in Bezug auf Lagerungstemperatur und —zeit Gber einen kurzen Zeitraum, wurde
jeweils ein Aliquot fiir 2 h, 4 h oder 24 h bei RT oder 4 °C gelagert und anschliel3end im
Assay gemessen. Fur die Ermittlung der Stabilitat gegentiber Einfrier- und Auftauzyklen
wurde ein Aliquot bei RT aufgetaut, gevortext und wieder bei -20 °C fir 24 h tiefgefroren.
Am néchsten Tag wurde dieses Aliquot sowie ein weiteres Aliquot bei RT aufgetaut,
gevortext und wieder bei -20 °C fur 24 h tiefgefroren. Am dritten Tag wurden die beiden
Aliquots vom Vortag sowie ein weiteres Aliquot bei RT aufgetaut, gevortext und wieder bei
-20 °C fur 24 h tiefgefroren. Am vierten Tag wurden alle 3 Aliquots sowie ein weiteres
Aliquot bei RT aufgetaut und im Assay vermessen. Somit konnte der Einfluss von bis zu
drei zusatzlichen Einfrier- und Auftauzyklen auf die Analyten in der Probe ermittelt
werden. Es wurde die Wiederfindungsrate in den behandelten Proben in Bezug auf eine

frisch aufgetaute Probe bestimmt.

3.2.6 Durchfuhrung der kommerziell erhaltlichen ELISAs der Firma LDN

Die Durchfihrung der kommerziell erhéltlichen, kompetitiven ELISAs der Firma LDN
erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Durchgefuhrt wurden der 3-CAT ELISA Fast
Track, der 2-MET Urine ELISA Fast Track sowie der Serotonin-ELISA Fast Track. Das
Auslesen der ELISAs erfolgte mit Hilfe des ELx808 Absorbance Microplate Readers der
Firma Biotek.

In einem Versuch zum Vergleich zwischen multiplexem Assay und kompetitivem ELISA
wurde das im multiplexen Assay verwendete Acylierungsreagenz auch im ELISA getestet.

Hierfir wurde das im ELISA verwendete Acylierungsreagenz durch die entsprechende

69



70

Material und Methoden

Menge an NHS-PEG,,-Biotin ausgetauscht und die Acylierungsdauer wie im multiplexen
Assay von 15 min auf 30 min erhéht.

3.2.7 Datenanalyse

Generelle Datenanalyse

Die von der Software XPONENT 4.0 erhaltenen Messwerte in MFI stellten den Median der
Messungen einzelner Mikrospharen dar. Fur einen zuverlassigen Messwert war dabei die
Erfassung des Signals von mindestens 35 Mikrosphéaren erforderlich. Die Messwerte
wurden anschlieRend mit Hilfe der Software MasterPlex QT zur Erstellung von
Standardkurven und Berechnung der Analytkonzentration in den Proben verwendet.
Dabei wurde fir die Erstellung der Standardkurven ein 5-parametrisch logistischer Fit mit
einer Gewichtung von 1/Y verwendet. Anhand dieser Standardkurve wurde dann von den

MFI-Werten auf die Konzentration der Analyten in der Probe zuriickgerechnet.

Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman

Fur den Vergleich zwischen den neu entwickelten multiplexen Immunoassays und den
kommerziell erhaltlichen ELISAs der Firma LDN sowie den HPLC-Messwerten wurden
Urinproben von gesunden Spendern und Patienten oder gespikte Urinproben gemessen
und die erhaltenen Werte miteinander verglichen. Daftr wurde der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman verwendet (rs). Der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman ist ein parameterfreies MaR fur die
statistische Abhangigkeit zwischen zwei Variablen. Er beurteilt, wie gut die Beziehung
zwischen zwei Variablen mit einer monotonen Funktion beschrieben werden kann. Dabei
missen die GroRen mindestens ordinal skaliert sein, es muss jedoch kein linearer
Zusammenhang vorliegen. Fur die Berechnung von rs werden die Werte der beiden
Beobachtungsmerkmale jeweils fur sich in aufsteigender Reihenfolge geordnet und mit
den entsprechenden Rangzahlen versehen. AnschlieRend wird fur jedes Wertepaar die
Differenz d; der beiden Rangzahlen berechnet und mit sich selbst multipliziert (d;?). Der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman kann dann mit folgender Formel berechnet

werden:
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6-> " d’

r=1 =

7 n(n’-1)

Dabei ist n die Anzahl an Wertepaaren.

Fur die Interpretation des Rangkorrelationskoeffizienten kénnen folgende Definitionen
verwendet werden:

Ist rs > 0 liegt ein positiver Zusammenhang vor, ist rs < 0 liegt ein negativer
Zusammenhang vor, wobei rs Werte zwischen -1 und +1 annehmen kann. Ist rs = 0 liegt
kein Zusammenhang vor. Je naher der Wert an O liegt, desto schwacher ist der

Zusammenhang, je naher er an -1 oder + 1 liegt, desto starker ist der Zusammenhang:

0,0=rs=0,2 - kein bis geringer Zusammenhang
0,2<rs<0,5 - schwacher bis mafiger Zusammenhang
0,5<r;<0,8 -> deutlicher Zusammenhang
0,8<rs=1,0 -> hoher bis perfekter Zusammenhang

AusreilRertest nach Grubbs

Mit Hilfe des AusreilRertests nach Grubbs kdnnen Ausreil3er in einer gegebenen
Stichprobe identifiziert werden [131]. Voraussetzung ist, dass die Daten normalverteilt
sind. Identifizierte Ausreil3er kdnnen anschlielend eliminiert werden und durch Iteration
kann die verbleibende Stichprobe verbessert werden. Fur den Ausreil3ertest nach Grubbs
wird der Mittelwert Gber alle Proben gebildet und die jeweils am weitesten vom Mittelwert
entfernten Werte Uberprift. Wurde ein Ausreil3er identifiziert, wird dieser eliminiert und der
Test mit den verbleibenden Werten solange wiederholt, bis sich keine Ausreif3er mehr in
der Stichprobe befinden.

Es wird zunachst die Prifgrofie PG berechnet, die den Abstand des als Ausrei3er
angenommenen Wertes x; vom Mittelwert X im Verhéltnis zur Standardabweichung S des

Mittelwerts beschreibt:
max |x; —X|
S

PG
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Anschlieend wird das Signifikanzniveau definiert. Es wird nun ermittelt, ob die Prufgrofie
grofRer als die Vergleichsgrof3e VG ist. Die Vergleichsgrof3e erhalt man aus Tabellen, die
fur die jeweilige Anzahl an Einzelwerten und das gewahlte Signifikanzniveau die
entsprechenden Werte fur die VergleichsgréRen gelistet haben. Der Ausrei3ertest nach
Grubbs kann auch einseitig durchgefiihrt werden, indem man gezielt das Maximum und

das Minimum aller Daten testet. In diesem Fall gilt:

PG=2"Jmn ypd  pe=lmx%
s s

Fur die Auswertung der Daten in dieser Arbeit wurde ein Signifikanzniveau von 95 %
gewahlt. Bei einem Stichprobenumfang von 19 Proben und einem einseitigen Test betragt
der Wert fur die VergleichsgroRe 2,5312. Es wird also Uberprift ob PG > 2,5312 ist.

Box-Whisker-Plots

Der Box-Whisker-Plot dient der graphischen Darstellung der Verteilung von
kardinalskalierten Daten. Der Vorteil besteht darin, dass auf den ersten Blick anhand von
bestimmten Kennwerten die Verteilung der Daten beurteilt werden kann. Die dabei
verwendeten Kennwerte sind der Median, zwei Quartile sowie das Minimum und
Maximum der Werte. Die Box stellt dabei den Bereich dar, in welchem 50 % der Daten
liegen und wird begrenzt durch das untere Quartil (25 %) und das obere Quartil (75 %).
Die Lange der Box entspricht dem Interquartilsabstand, einem Mal fur die Streuung der
Daten. Die Box wird durch den Median weiter unterteilt. Der Median teilt die Box in zwei
Bereiche, in welchen jeweils 50 % der Daten liegen, somit gibt die Lage des Medians die
Schiefe der den Daten zugrunde liegenden Verteilung an. Die Whisker kdnnen
verschiedene Werte angeben, haufig geben sie den maximalen und minimalen Wert an
oder das 5 % und 95 % Quantil, dabei werden Ausreil3er, welche nicht in die Berechnung
miteinbezogen wurden, als Punkte aulRerhalb der Whisker dargestellt. Abbildung 14 zeigt

die Interpretation von Box-Whisker-Plots.
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Abbildung 14: Interpretation des Box-Whisker-Plots.

Die Box-Whisker-Plots in dieser Arbeit wurden mit Hilfe der Software RExcel und RStudio

erstellt.

Statistische Signifikanztests

Zweistichproben-t-Test

Der t-Test ist ein statistischer Signifikanztest und gehdért zur Gruppe der parametrischen
Verfahren. Der Zweistichproben-t-Test priift mit Hilfe der Mittelwerte zweier Stichproben,
ob die Mittelwerte zweier Grundgesamtheiten gleich oder verschieden sind. Die
Nullhypothese besagt in diesem Fall, dass die Mittelwerte der Grundgesamtheiten gleich
sind. Der p-Wert gibt dabei an, wie wahrscheinlich es ist, das erhaltene
Stichprobenergebnis oder ein noch extremeres zu erhalten, wenn die Nullhypothese wahr
ist. Je kleiner dabei der p-Wert ist, desto eher spricht das Stichprobenergebnis gegen die
Nullhypothese. Wird die Nullhypothese abgelehnt, so bezeichnet man das Ergebnis als
statistisch signifikant. Als Signifikanzniveau wurde in dieser Arbeit ein Niveau von 1 %
gewahlt, entsprechend einem p-Wert von 0,01. Die p-Werte fur den Vergleich zweier
Stichproben wurden mit Hilfe der Software RExcel berechnet. Die Daten wurden zunachst
mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung Uberprift und anschlieRend wurde
bei Erfullung der Normalverteilung ein Zweistichproben-t-Test mit den beiden Stichproben

durchgefuhrt.
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Wilcoxon-Test

Der Wilcoxon-Test ist ein nichtparametrischer Test zur Uberpriifung der Signifikanz der
Ubereinstimmung zweier Verteilungen. Dabei muss die abhingige Variable nicht
normalverteilt sein, sollte aber mindestens ordinalskaliert sein. Daher wurde der Wilcoxon-
Test durchgefuihrt wenn die Normalverteilung der Stichproben nicht gegeben war und
somit kein t-Test durchgefihrt werden konnte. Der Wilcoxon-Test wurde ebenfalls mit der

Software RExcel durchgefihrt.

Signifikanztest bei mehr als zwei Stichproben

Werden mehr als zwei Stichproben miteinander verglichen, so kann kein einfacher t-Test
durchgefuhrt werden. In diesem Fall wurden die Daten in dieser Arbeit zunachst mit Hilfe
des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung Uberprift und anschlieend, bei Erflllung
der Normalverteilung ein t-Test bzw. bei nicht Erfullung ein Wilcoxon-Test zwischen
jeweils zwei der Stichproben durchgefuhrt. Als Signifikanzniveau wurde ebenfalls ein
Niveau von 1 % gewahlt, entsprechend einem p-Wert von 0,01. Die p-Werte fir den
Vergleich der Stichproben wurden mit Hilfe der Software RExcel berechnet.

Hierarchische Clusteranalyse

Um Ahnlichkeiten zwischen gesunden Probanden, Patienten und Analyten zu ermitteln,
wurde eine hierarchische Clusteranalyse durchgefihrt. Unter Clusteranalyse versteht man
multivariate Verfahren, mit denen man Gruppen von zusammengehorigen Objekten
(Cluster) aus einer Grundmenge von numerisch beschriebenen Objekten ermitteln kann.
Objekte werden dabei so zu Clustern zusammengefasst, dass innerhalb eines Clusters
die Objekte mdoglichst &hnlich sind, zwischen den verschiedenen Clustern dagegen
moglichst unahnlich. Die hierarchische Clusteranalyse ist dabei ein distanzbasiertes
Verfahren zur Clusteranalyse, bei dem verschiedene Distanz- bzw. Proximitatsmalie
verwendet werden kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die hierarchische Clusteranalyse mit Hilfe der Software
Multi Experiment Viewer (TM4 Microarray Software Suite) durchgefuhrt [127]. Als
AhnlichkeitsmaR zur Bestimmung des Abstands zwischen zwei Objekten wurde der
Pearson Korrelationskoeffizient verwendet, als Fusionierungsalgorithmus zur Bestimmung
des Abstands zwischen zwei Clustern wurde eine vollstdndige Verknipfung (complete

linkage) verwendet. Die Ergebnisse wurden in sogenannten Heatmaps dargestellt, welche



Material und Methoden

die Cluster anhand unterschiedlicher Farben und ClusterbAumen an den Achsen
graphisch darstellen.
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4. Ergebnisse

4.1 Machbarkeit nicht-kompetitiver, multiplexer Immunoassays fur

Catecholamine

Die prinzipielle Machbarkeit multiplexer Immunoassays fur Catecholamine in einem nicht-
kompetitiven, Sandwich-Immunoassay-ahnlichen Format wurde vor der eigentlichen

Assayentwicklung zuerst in einigen Vorversuchen gezeigt.

Die fur die Entwicklung als Grundlage dienenden kommerziellen ELISAs der Firma LDN
basieren auf einem kompetitiven Assayformat. Fur die Acylierungsreaktion wird in diesen
ELISAs NHS-Biotin verwendet. Diese Markierung der Catecholamine mit Biotin bietet den
groRen Vorteil, dass sie in einem nicht-kompetitiven, multiplexen Immunoassay die
Detektion der Analyten direkt Uber Streptavidin-Phycoerythrin erméglicht. Somit wird kein
weiterer Antikoérper zur Detektion ben6étigt, sondern nur ein spezifischer Fangerantikorper,

der auf den Mikrospharen immobilisiert wird.

4.1.1 Immobilisierung der Antikdrper auf den Mikrosphéaren

Um eine Aussage uber die prinzipielle Machbarkeit von nicht-kompetitiven Immunoassays
fir Catecholamine treffen zu kénnen, wurde zunachst ein Versuchsaufbau gewahlt, bei
welchem die Aufreinigung spezifischer Antikérper aus den Kaninchen-Antiseren flir eine
Immobilisierung auf den Mikrospharen nicht notwendig war. Hierflr wurden mit Hilfe von
immobilisierten Esel-anti-Kaninchen-lgG-Antikorpern Immunglobuline vom Isotyp G aus
dem Kaninchen-Antiserum herausgefangen. Die so ,immobilisierten® Antikbrper wurden

dann dazu verwendet, die biotinylierten Catecholamine aus der Probe zu fangen.

4.1.2 Wahl eines geeigneten Acylierungsreagenzes

Zunachst wurde versucht, das Acylierungsreagenz NHS-Biotin aus dem kompetitiven
ELISA auch im nicht-kompetitiven Immunoassay einzusetzen. Es konnte jedoch mit
diesem Acylierungsreagenz bei allen drei Catecholaminen kein Signal erhalten und daher

keine Standardkurve generiert werden. Demzufolge wurden weitere
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Acylierungsreagenzien getestet, welche tber unterschiedlich lange
Polyethylenglycoleinheiten zwischen der NHS- und der Biotin-Gruppe verfligten (siehe
Tabelle 12). Abbildung 15 zeigt das Ergebnis des Vorversuchs zur Ermittlung eines

geeigneten Acylierungsreagenzes.
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In Abbildung 15 ist zu sehen, dass mit dem Acylierungsreagenz aus dem LDN ELISA
(NHS-Biotin) bei keinem der drei Analyten ein Signal erhalten werden konnte, auch bei
hohen Analytkonzentrationen konnte kein Anstieg des Signals beobachtet werden.
Jedoch konnten sowohl mit NHS-PEG;,-Biotin als auch mit NHS-PEG,-Biotin bei allen
Analyten mit steigender Konzentration steigende Signale gemessen werden. Dabei
wurden fur NHS-PEG,-Biotin die hdheren Signale erhalten, vor allem bei Normetanephrin
(Noradrenalin). Daher wurde fir die weitere Entwicklung das Acylierungsreagenz
NHS-PEG,-Biotin eingesetzt.
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4.1.3 Aufbau des nicht-kompetitiven, multiplexen Immunoassays

Da die bisherigen Assays nur im singleplexen Format durchgefuhrt wurden, wurde der
Assay nun als Singleplex und Multiplex durchgefihrt, um zu Uberprifen, ob es bei der
Durchfuhrung des multiplexen Assays zu Kreuzreaktivitaten oder einem Wechsel der
Metanephrin-spezifischen  Antikérper  zwischen  den  verschiedenen  dk-a-rb-

Mikrospharensorten kommt. Abbildung 16 zeigt das Ergebnis dieses Vorversuchs.
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Abbildung 16: Vorversuch zur Demonstration der prinzipiellen Realisierbarkeit eines nicht-
kompetitiven, multiplexen Immunoassays fur Catecholamine. Um die prinzipielle
Realisierbarkeit eines nicht-kompetitiven, multiplexen Immunoassays fir Catecholamine zu testen,
wurden drei unterschiedliche Mikrospharensorten jeweils mit Esel-anti-Kaninchen-1gG-AK beladen.
Diese wurden anschlielend dazu verwendet, Metanephrin-spezifische 1gG aus den Kaninchen-
Antiseren herauszufangen. Fur den multiplexen Ansatz wurden die drei Mikrosphéarensorten
vereinigt. Es erfolgte die Inkubation mit den modifizierten Catecholaminen und die Detektion Uber
Streptavidin-PE. Dargestellt sind die Ergebnisse fiir den singleplexen und multiplexen Ansatz fur
3-Methoxytyramin (Dopamin), Metanephrin (Adrenalin) und Normetanephrin (Noradrenalin) sowie
der schematische Aufbau des Vorversuchs am Beispiel von Metanephrin.

Wie in Abbildung 16 zu sehen ist, konnte bei allen drei Catecholaminen sowohl im
singleplexen als auch im multiplexen Ansatz mit steigender Analytkonzentration ein
Anstieg der Signale beobachtet werden. Die Ubereinstimmung zwischen singleplexem

und multiplexem Assay ist fur Noradrenalin perfekt, fir Adrenalin gut, bei Dopamin kann
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jedoch ein deutlicher Unterschied zwischen dem singleplexen und multiplexen Ansatz
festgestellt werden.

Da mit diesen Versuchen gezeigt werden konnte, dass die Entwicklung eines nicht-
kompetitiven, multiplexen Immunoassays fur biogene Amine prinzipiell mdglich ist, wurde
mit der Aufreinigung spezifischer Antikdrper aus den Kaninchen-Antiseren begonnen, um

diese auf Mikrospharen immaobilisieren zu kénnen.

4.2  Aufreinigung von Antikdrpern aus den Kaninchen-Antiseren

Die Aufreinigung der Kaninchen-Antiseren erfolgte im batch-Verfahren im 2 mL
ReaktionsgefaR mit Hilfe der Affinititschromatographie an den jeweiligen Antigenen
(siehe  Tabelle 4). Aufgrund von Kreuzreaktivititen und  unspezifischen
Hintergrundsignalen musste fir jedes Antiserum eine geeignete Aufreinigungsstrategie
entwickelt werden.

Fur das 3-Methoxytyramin-Antiserum war die Affinitatsaufreinigung tber Ova-DOPA
ausreichend, es konnte ein spezifischer a-3-Methoxytyramin-Antikdrper erhalten werden.
Fur das Metanephrin-Antiserum konnte durch eine einfache Affinitdtsaufreinigung kein
spezifischer Antikorper erhalten werden. Hier wurde deshalb eine pra-Adsorption an
NMN-TG, SERO-TG und Ova-DOPA durchgefuhrt, um unspezifische Antikérper gegen
diese Analyten aus dem Antiserum zu entfernen. Das Eluat dieser Aufreinigung wurde
anschlieBend mittels Affinitatsaufreinigung an MN-TG aufgereinigt. Durch dieses
Verfahren konnte ein spezifischer a-Metanephrin-Antikdrper gewonnen werden.

Ebenso konnte fir das Normetanephrin-Antiserum durch eine einstufige
Affinitatsaufreinigung kein spezifischer Antikoérper erhalten werden. Der aufgereinigte
Antikorper zeigte hier eine starke Verunreinigung mit Serumalbumin. Es wurden dann
zunachst mittels einer Aufreinigung Uber Protein A/G-Plus-Sepharose vorwiegend die
Immunglobuline des Isotyps G aus dem Antiserum gebunden. Das Eluat dieser
Aufreinigung wurde anschlielend der Affinitatsaufreinigung an NMN-TG unterzogen.
Durch diese beiden Aufreinigungsschritte konnte ein spezifischer a-Normetanephrin-
Antikorper gewonnen werden.

Beim a-Serotonin-Antikorper zeigte sich nach der Affinitatsaufreinigung Uber SERO-TG
ein sehr hohes Hintergrundsignal im Assay. Hier erwies sich die nachtragliche
Aufreinigung des Eluats aus der Affinitdtsaufreinigung tber Streptavidin-Sepharose als
hilfreich, um das Hintergrundsignal um ein Vielfaches zu verringern.

In Tabelle 17 sind die jeweiligen Aufreinigungsstrategien fur die Antiseren

zusam mengefasst.



Ergebnisse

Tabelle 17: Aufreinigungsstrategien fiir die Aufreinigung spezifischer Antikérper aus den
polyklonalen Kaninchen-Antiseren.

Antikérper 1. Aufreinigungsschritt 2. Aufreinigungsschritt
. Affinitéatsaufreinigung tber . )
a-3-Methoxytyramin Nr. 3 nicht erforderlich
Ova-DOPA
. pra-Adsorption an NMN-TG, Affinitétsaufreinigung uber
a-Metanephrin Nr. 7
SERO-TG und Ova-DOPA MN-TG
. Affinitatsaufreinigung tber Affinitatsaufreinigung tGber
a-Normetanephrin Nr. 8 )
Protein A/G NMN-TG
] Affinitétsaufreinigung tber Biotin-Depletion mittels
a-Serotonin Nr. 10 o
SERO-TG Streptavidin-Sepharose

Zur Kontrolle des Erfolgs der Antikérperaufreinigung sowie zur Uberprifung der Reinheit
der Eluate, wurden die aufgereinigten Antikorper mittels LDS-PAGE mit anschlieRender
Coomassie-Farbung analysiert.

Da die Aufreinigung der Antiseren im batch-Verfahren mit einem Volumen von maximal
5,4 mL Antiserum pro Ansatz (parallele Durchfiihrung in vier 2 mL Reaktionsgefaf3en mit
je 1,35 mL Antiserum) durchgefihrt werden konnte, musste in mehreren Ansétzen
aufgereinigt werden. Es wurden daher verschiedene Chargen an aufgereinigtem
Antikorper generiert und in den Assays verwendet. Im Folgenden sind daher exemplarisch
die Ergebnisse fir eine der aufgereinigten Antikbrper-Chargen gezeigt. Ebenso sind nur
die Ergebnisse fir diejenigen Antikdrper gezeigt, die im fertig entwickelten Assay
verwendet wurden, nicht jedoch die Ergebnisse der Antikoérper, die nur wahrend der
Entwicklungsphase eingesetzt wurden.

Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse der LDS-PAGE fiur eine Charge der aufgereinigten
Antikorper a-3-Methoxytyramin Nr. 3, a-Metanephrin Nr. 7, a-Normetanephrin Nr. 8 und

a-Serotonin Nr. 10.
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Abbildung 17: Ergebnis der Aufreinigung der Kaninchen-Antiseren. Die Eluate der
Antikdrperaufreinigung wurden mittels LDS-PAGE mit anschlieRender Coomassie-Féarbung
analysiert. Da die Elution in 4 Schritten erfolgte, wurden die 4 Eluate zunachst einzeln und
anschlieBend die vereinigten Eluate auf dem Gel aufgetragen. Der a-3-Methoxytyramin-Antikdrper
Nr. 3 wurde mittels Affinitatschromatographie an Ova-DOPA aufgereinigt. Alle 4 Eluate wurden zu
einem Gesamt-Eluat vereinigt. Der a-Metanephrin-Antikdrper Nr. 7 wurde zweistufig aufgereinigt,
zuerst Uber eine pra-Adsorption an NMN-TG, Ova-DOPA und SERO-TG und anschlieend tber
Affinitatschromatographie an MN-TG. Hier wurden die Eluate 1-3 zu einem Gesamt-Eluat vereinigt.
Beim a-Normetanephrin-Antikorper Nr. 8 wurden zunéchst die Immunglobuline des Isotyps G aus
dem Antiserum mittels Protein A/G herausgefangen und diese anschlielfend mit Hilfe der
Affinitatschromatographie an NMN-TG aufgereinigt. Alle 4 Eluate wurden zu einem Gesamt-Eluat
vereinigt. Der a-Serotonin-Antikérper Nr. 10 wurde zunéchst Uber Affinitdtschromatographie an
SERO-TG aufgereinigt. Die beiden Eluate 1 und 2 wurden anschlielend vereinigt und mittels
Streptavidin-Sepharose nochmals aufgereinigt.

Abbildung 17 zeigt, dass nur die Aufreinigung des Normetanephrin-Antiserums einen
Antikorper ohne Verunreinigungen lieferte. Die anderen drei Antikorper sind mit
Serumalbumin bzw. weiteren Proteinen verunreinigt, welche trotz zweistufiger
Aufreinigung nicht vollstandig entfernt werden konnten. Es zeigte sich jedoch, dass diese
Verunreinigungen im Assay keine Storungen hervorrufen, daher wurden die Gesamt-
Eluate ohne weitere Aufreinigung zur Entfernung des Serumalbumins bzw. der anderen

Proteine fur die Immobilisierung der Antikorper auf den Mikrospharen eingesetzt.
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Die Entscheidung, welche der vier Eluate zu einem Gesamt-Eluat vereinigt wurden, wurde
anhand des Ergebnisses der LDS-PAGE und der Proteinbestimmung nach Bradford
getroffen. Nur Eluate mit ausreichend hoher Reinheit und ahnlich hohem Proteingehalt
wurden zu einem Gesamt-Eluat vereinigt. Als ausreichend rein wurden Eluate angesehen,
die nur eine Verunreinigung mit Serumalbumin aufwiesen, jedoch keine starke

Verunreinigung mit weiteren Proteinen zeigten.

Beim a-3-Methoxytyramin-AK und beim a-Normetanephrin-AK  wurden aufgrund
ausreichend hoher Reinheit und &@hnlich hohem Proteingehalt alle vier Eluate zu einem
Gesamt-Eluat vereinigt. Beim a-Metanephrin-AK wurden aufgrund einer deutlichen
Reduktion der Proteinmenge in Eluat 4 nur die Eluate 1-3 vereinigt, um die
Proteinkonzentration im Gesamt-Eluat nicht zu stark zu verringern. Beim a-Serotonin-AK
wurden nur die beiden ersten Eluate vereinigt, da diese eine etwas hohere Proteinmenge
enthielten als die Eluate 3 und 4. Diese beiden Eluate wurden anschlie3end mittels
Streptavidin-Sepharose weiter aufgereinigt, was zu einer starken Reduktion der
Proteinmenge fihrte, wie in Abbildung 17 an den schwachen Banden fir das Gesamt-
Eluat zu sehen ist. Allerdings konnte durch diesen weiteren Aufreinigungsschritt die
Verunreinigung mit anderen Proteinen als Serumalbumin entfernt werden. Die in den
jeweiligen Eluaten erhaltenen Proteinmengen sind in Tabelle 45 im Anhang aufgefihrt. In
Tabelle 18 sind die Ergebnisse der Proteinbestimmung nach Vereinigung der Eluate
gezeigt. Diese Gesamt-Eluate wurden anschliel3end fur die Immobilisierung auf MagPlex

Mikrospharen eingesetzt.

Tabelle 18: Ergebnisse der Proteinbestimmung fiir die Gesamt-Eluate.

Ausgangs- ) )

Protein- Protein-

volumen Volumen ;

Antikorper : menge konzentration
Antiserum

[mL] [Ho] [mL] [Hg/mL]
a-3-Methoxytyramin Nr. 3 1,35 74,8 0,6 124,6
a-Metanephrin Nr. 7 55 469,5 2,0 234,7
a-Normetanephrin Nr. 8 47 193,2 1,45 133,2
a-Serotonin Nr. 10 2,7 34,6 0,53 65,3

4 Das Ergebnis fir den a-Serotonin-Antikdrper Nr. 10 bezieht sich auf das Gesamt-Eluat nach Aufreinigung
mittels Streptavidin-Sepharose, welche zu einem starken Proteinverlust fuhrte. Dies erklart den wesentlich
geringeren Proteingehalt im Gesamt-Eluat im Vergleich zu den anderen Antikdrpern.

Die Ergebnisse in Tabelle 18 zeigen, dass die Gesamt-Ausbeute bei der

Antikodrperaufreinigung gering ist. Um die Ursache fir die hohen Verluste zu ermitteln,
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wurden vom Sepharose-Material jeweils vor und nach Elution der Antikorper kleine
Mengen entnommen und ebenfalls auf einem SDS-Gel analysiert. Dabei werden beim
Denaturieren des Sepharose-Materials die gebundenen Antikorper geldst und ebenfalls
denaturiert und kénnen im SDS-Gel aufgetrennt werden. Dabei zeigte sich, dass auch
nach der Elution (die Elution erfolgte bei pH 2.5 flir insgesamt 35 min) noch groRRe
Mengen an Antikdrper auf dem Sepharose-Material gebunden waren (Daten nicht
gezeigt). Selbst harschere Bedingungen wie eine zusatzlich hohe Salzkonzentration,
alkalische Bedingungen oder Harnstoff konnten keine vollstandige Elution der Antikdrper

bewirken.

4.3 Identifizierung geeigneter Antikdrper

Die aufgereinigten Antikdrper wurden auf MagPlex Mikrosphéaren immobilisiert und als
Fangerantikdrper im nicht-kompetitiven, multiplexen Immunoassay eingesetzt. Die
Immobilisierungskonzentration betrug standardmafig 50 pg/mL bei allen
Immobilisierungen. Es wurden sowohl singleplexe als auch multiplexe Ansétze getestet,
um eine Aussage Uber die Kreuzreaktivitat der jeweiligen Antikorper treffen zu kénnen.
Fur die Identifizierung eines geeigneten Antikérpers wurden der Verlauf der
Standardkurve, die Signalintensitat, das Hintergrundsignal sowie die Kreuzreaktivitét
beurteilt. Folgend sind exemplarisch die Ergebnisse fir eine Charge der aufgereinigten
Antikdrper gezeigt. Auch hier ergaben sich Chargen-spezifische Unterschiede im Hinblick
auf Signalintensitaten, Hintergrundsignale sowie Kreuzreaktivitaten. Abbildung 18 zeigt

die Standardkurven fiir die aufgereinigten a-3-Methoxytyramin-Antikorper.

a-3-Methoxytyramin-AKNr. 1 a-3-Methoxytyramin-AKNr. 3
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Abbildung 18: Test der a-3-Methoxytyramin-AK im nicht-kompetitiven Assay zur
Identifizierung eines geeigneten Antikdrpers. Um einen als Fangerantikbrper geeigneten
a-3-Methoxytyramin-AK zu identifizieren, wurden singleplexe Assays mit jeweils einem der
Analyten sowie ein multiplexer Assay durchgefiihrt, um die Kreuzreaktivitdt zu den Metanephrinen
zu testen.
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In Abbildung 18 ist zu sehen, dass sich grundséatzlich beide Antikdrper fir den Einsatz als
Fangerantikdrper im multiplexen Assay eignen. Jedoch zeigt der a-3-Methoxytyramin-AK
Nr. 1 eine deutliche Kreuzreaktivitat zu Normetanephrin. Das Hintergrundsignal ist bei
beiden Antikoérpern niedrig, es betragt bei AK Nr. 1 32 MFI und bei AK Nr. 3 45 MFI.
Daher wurde fir die weitere Entwicklung des Dopamin- bzw. 3-Methoxytyramin-Assays

der Antikdrper Nr. 3 verwendet.

Abbildung 19 zeigt die Standardkurven fir die aufgereinigten a-Metanephrin-Antikérper.
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Wie in Abbildung 19 zu sehen ist, kann mit allen drei a-Metanephrin-Antikdrpern eine
Standardkurve mit guten Signalen generiert werden. Antikdrper Nr. 7 zeigt eine leichte
Kreuzreaktivitdit zu Normetanephrin, die jedoch nur zwischen 0,3-2 % liegt. Bei der
Standardkure von Antikérper Nr. 9 steigt das Signal erst ab 10 ng/mL an, die Kurve zeigt
daher bei niedrigen Metanephrinkonzentrationen einen etwas zu flachen Verlauf. Das
Hintergrundsignal liegt bei AK Nr. 7 bei 63 MFI, bei AK Nr. 9 bei 56 MFI und bei AK Nr. 10

bei 140 MFI. Prinzipiell eignen sich hier alle Antikdrper fur eine Verwendung im Adrenalin-
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bzw. Metanephrin-Assay, fiur die Entwicklungs- und Validierungsphase wurde AK Nr. 7
aufgrund der guten Sensitivitat, des guten Kurvenverlaufs und des niedrigen

Hintergrundsignals ausgewabhilt.

Abbildung 20 zeigt die Standardkurven fur die aufgereinigten a-Normetanephrin-

Antikorper.
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Abbildung 20 zeigt, dass bei den a-Normetanephrin-Antikdrpern nur mit AK Nr. 8 eine
gute Standardkurve erhalten werden konnte. AK Nr. 6 zeigt einen instabilen Verlauf im
singleplexen Ansatz sowie auch hohe Schwankungen im Multiplex. AK Nr. 9 weist ein
sehr hohes Hintergrundsignal von 3292 MFI im singleplexen Ansatz auf, jedoch nicht im
multiplexen Ansatz. Auch fir AK Nr. 8 ist das Hintergrundsignal im singleplexen Ansatz
hoch (418 MFI), im multiplexen Ansatz hingegen sehr niedrig (16 MFI). Daher wurde fur
die weitere Entwicklung des nicht-kompetitiven Noradrenalin- bzw. Normetanephrin-

Assays der AK Nr. 8 verwendet.
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Abbildung 21 zeigt die Standardkurven fir die aufgereinigten a-Serotonin-Antikdrper. Die

a-Serotonin-Antikorper wurden bei diesem Versuch nur im Singleplex getestet.
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Abbildung 21: Test der a-Serotonin-AK
im  nicht-kompetitiven  Assay  zur
Identifizierung eines geeigneten
Antikorpers. Um einen als
Féangerantikorper geeigneten a-Serotonin-
AK zu identifizieren, wurden singleplexe
Assays mit jeweils einem der Analyten
durchgefiihrt, um die Kreuzreaktivitdt zu
Metanephrin, Normetanephrin und
3-Methoxytyramin zu testen.

Wie in Abbildung 21 zu sehen ist, zeigt der a-Serotonin-Antikbrper Nr. 5 einen guten

Kurvenverlauf. Jedoch weist er ein sehr hohes Hintergrundsignal von 1066 MFI auf. AK

Nr. 9 zeigt einen sehr schlechten Verlauf der Standardkurve mit starken Schwankungen.

AK Nr. 10 weist ebenfalls etwas hohere Schwankungen auf, das Hintergrundsignal liegt

hier bei 630 MFI. Keiner der Antikbrper zeigt eine nennenswerte Kreuzreaktivitat zu den

Metanephrinen. Prinzipiell sind daher sowohl AK Nr. 5 als auch AK. Nr. 10 fir den Einsatz

im Serotonin-Assay geeignet, fur die weitere Entwicklung des Assays wurde aber nur

Antikodrper Nr. 10 verwendet.
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4.4 Optimierung der multiplexen Immunoassays

Im Rahmen der Optimierung der multiplexen Immunoassays fir Catecholamine,
Metanephrine und Serotonin wurde nochmals Uberprift, welches Acylierungsreagenz am
geeignetsten ist. Dartber hinaus wurden verschiedene Konzentrationen fir das
Acylierungsreagenz, verschiedene Inkubationszeiten fur die Acylierungsreaktion sowie die
enzymatische Umwandlung, verschiedene Puffer sowie verschiedene Streptavidine im
Assay getestet. Zudem wurde versucht, das hohe Hintergrundsignal im Serotonin-Assay

zu reduzieren.

Verifizierung der Eignung des Acylierungsreagenzes im multiplexen Immunoassay

Da das Acylierungsreagenz bisher nur in einem indirekten, singleplexen Ansatz mit
Mikrospharen, die mit dk-a-rb-IgG-AK beladen waren, getestet wurde, wurde die Eignung
von NHS-PEG,-Biotin als Acylierungsreagenz im nicht-kompetitiven Ansatz mit
immobilisierten spezifischen Fangerantikdrpern nochmals Uberprift. Zusatzlich wurde
getestet, ob ein Acylierungsreagenz mit zwei Biotin-Molekilen zu einer Steigerung der
Signalintensitaten fuhrt, da somit nicht nur ein sondern zwei markierte Streptavidine
binden koénnen. Daflr wurden die in Tabelle 12 dargestellten Acylierungsreagenzien
eingesetzt. NHS-Biotin wurde nicht mehr getestet, da mit diesem Acylierungsreagenz
bereits im Vorversuch fir alle Analyten keine Signale erhalten werden konnten. Abbildung
22 und Tabelle 19 zeigen die Ergebnisse fir den Einsatz unterschiedlicher

Acylierungsreagenzien im multiplexen Assay.
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Abbildung 22: Test verschiedener Acylierungsreagenzien im multiplexen Assay. Da die
Acylierungsreagenzien bisher nur im Vorversuch getestet wurden, wurden NHS-PEG,-Biotin, NHS-
PEG,,-Biotin und ein NHS-Doppel-Biotin nochmals im finalen multiplexen Assay getestet. Durch
Verwendung eines Acylierungsreagenzes mit zwei Biotin-Molekilen wurde eine Steigerung der
Signalintensitaten erwartet.

Tabelle 19: Hintergrundsignale bei der Verwendung verschiedener Acylierungsreagenzien
im multiplexen Assay.

i 3-Methoxytyramin ~ Metanephrin  Normetanephrin  Serotonin
Acylierungsreagenz
[MFI] [MFI] [MFI] [MFI]
NHS-PEG,-Biotin 1279 136 52 1493
NHS-PEG,-Biotin 71 120 16 33
NHS-Doppel-Biotin 603 143 51 516

Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, eignen sich prinzipiell alle Acylierungsreagenzien, es
gibt jedoch Analyt-spezifische Unterschiede. Fur 3-Methoxytyramin konnten zwar mit
NHS-PEG,-Biotin und NHS-Doppel-Biotin hohere Signale erhalten werden als mit NHS-
PEG,-Biotin, allerdings war das Hintergrundsignal bei NHS-PEG,-Biotin wesentlich
niedriger als bei den anderen Acylierungsreagenzien. Fir Metanephrin wurden die
hochsten Signale mit NHS-PEG,-Biotin erhalten,

die niedrigsten, entgegen der

Erwartungen, mit NHS-Doppel-Biotin. Die Hintergrundsignale waren mit allen Reagenzien
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vergleichbar. Fur Normetanephrin konnten mit NHS-PEG,,-Biotin und NHS-Doppel-Biotin
vergleichbare Signalintensitaten erzielt werden, mit NHS-PEG,-Biotin waren die
Signalintensitaten jedoch wesentlich geringer. Zudem war hier das Hintergrundsignal bei
NHS-PEG,-Biotin am niedrigsten. Auch bei Serotonin sind die Signalintensitaten bei
NHS-PEG,-Biotin und NHS-Doppel-Biotin am hdchsten, jedoch sind hier auch die
Hintergrundsignale sehr hoch.

Da mit dem NHS-Doppel-Biotin die erwartete Steigerung der Signalintensitaten nur mafig
ausfiel und vor allem bei Metanephrin die Signalintensitaten sogar geringer waren als bei
den anderen Acylierungsreagenzien, wurde das NHS-Doppel-Biotin nicht weiter im Assay
eingesetzt. Mit NHS-PEG,-Biotin konnten zwar bei allen Analyten bis auf Normetanephrin
hohere Signalintensitaten erzielt werden als mit NHS-PEG,,-Biotin, jedoch waren fir
3-Methoxytyramin und Serotonin die Hintergrundsignale sehr hoch.

Aufgrund der Tatsache, dass mit NHS-PEG,-Biotin keine wesentliche Verbesserung der
Assays erzielt werden konnte und es dazu noch zu einer Erhéhung des
Hintergrundsignals kam, wurde fir die weitere Assayentwicklung weiterhin, wie bereits im

Vorversuch ermittelt, NHS-PEG,,-Biotin als Acylierungsreagenz verwendet.

Test verschiedener Konzentrationen des Acylierungsreagenzes

Fur die Acylierung im ELISA wird das Acylierungsreagenz in einer Konzentration von
50 mg/mL eingesetzt. Es wurde untersucht, ob auch eine geringere Menge an
Acylierungsreagenz eingesetzt werden kann. Dies wére nicht nur mit reduzierten Kosten
verbunden, sondern auch mit einer Reduktion des Hintergrundsignals, welches zu einem
grofRen Teil durch das Acylierungsreagenz hervorgerufen wird.

Da hier bei allen Analyten derselbe Effekt, namlich die Reduktion der Signalintensitat,
auftrat, ist exemplarisch nur das Ergebnis flr Adrenalin (Metanephrin) gezeigt, bei
welchem die starkste Reduktion des Signals beobachtet werden konnte. Abbildung 23
zeigt die Ergebnisse fir den Test verschiedener Konzentrationen des
Acylierungsreagenzes bei der Acylierung von Adrenalin im multiplexen Catecholamin-

Assay.
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a-Metanephrin-AK Nr. 7 Abbildung 23: Test verschiedener
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Die Reduktion der Menge an Acylierungsreagenz fuhrt erwartungsgemaf zu einer
Reduktion der Signale, jedoch ist dieser Effekt bei der Acylierung von Adrenalin am
starksten ausgepragt. Hier wird die Signalintensitat sehr stark reduziert, wenn weniger
Acylierungsreagenz eingesetzt wird. Da bei Adrenalin bzw. Metanephrin die Signale
schon bei Einsatz von 50 mg/mL verhaltnismaRig niedrig sind, sollten die
Signalintensitaten nicht weiter reduziert werden. Daher wird die Konzentration von
50 mg/mL fir die Acylierung der Catecholamine, Metanephrine und Serotonin

beibehalten.

Ermittlung der optimalen Inkubationszeit fir die Acylierung und enzymatische

Umwandlung im Catecholamin-Assay

Im 3-CAT-ELISA von LDN erfolgt die Acylierung mit NHS-Biotin fir 15 min und die
enzymatische Umwandlung der acylierten Catecholamine fir 30 min. Da im multiplexen
Assay NHS-PEG;,-Biotin fur die Acylierung eingesetzt wird und dieses durch seine Gré3e
eine andere Kinetik aufweist als das wesentlich kleinere NHS-Biotin, wurde getestet, wie
sich unterschiedlich lange Inkubationszeiten fur die Acylierung auf die Signalintensitaten
in der Standardkurve auswirken. Zudem wurde versucht, durch Erhoéhung der
Inkubationszeit fur die enzymatische Umwandlung eine vollstandigere Umsetzung der
Catecholamine und damit eine hohere Signalintensitat zu erreichen. Fur die Acylierung
wurden Inkubationszeiten von 15 min, 30 min und 1 h getestet, fir die enzymatische
Umwandlung Inkubationszeiten von 30 min, 1 h und 2 h. Das Ergebnis dieses Versuchs
ist am Beispiel von Dopamin in Abbildung 24 anhand des Signal-Rausch-Verhéltnisses

(S/N-Verhéltnis, signal to noise ratio) dargestellt.
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Abbildung 24: Test verschiedener Inkubationszeiten fir die Acylierung und enzymatische
Umwandlung im Dopamin-Assay. Fir die Acylierung von Dopamin wurden Inkubationszeiten von
15 min, 30 min und 1 h getestet, fur die enzymatische Umwandlung Inkubationszeiten von 30 min,

1 h und 2 h. AnschlieRend wurde der multiplexe Catecholamin-Assay mit dem a-3-Methoxytyramin-
AK Nr. 3 durchgefihrt.

Abbildung 24 zeigt, dass sich die erhaltenen Signal-Rausch-Verhaltnisse fur die
verschiedenen Inkubationszeiten fur Acylierung und enzymatische Umwandlung nicht
wesentlich voneinander unterscheiden. Demzufolge erhdlt man zwar bei einer
Acylierungsdauer von 30 min und einer Dauer fur die enzymatische Umwandlung von 2 h
das beste Signal-Rausch-Verhaltnis sowie das niedrigste Hintergrundsignal, doch ist eine
Dauer fur die enzymatische Umwandlung von 2 h zeitaufwendig und die erhaltenen
Signalintensitaten sind dadurch nur unwesentlich héher. Ein guter Kompromiss stellt eine
Acylierungsdauer von 30 min und eine Dauer flr die enzymatische Umwandlung von 1 h
dar. Hier erhalt man ebenfalls ein sehr gutes Signal-Rausch-Verhéltnis und ein niedriges
Hintergrundsignal. Mitunter am schlechtesten schneidet die Kombination aus 15 min
Acylierung und 30 min enzymatischer Umwandlung, wie sie im LDN ELISA eingesetzt
wird, ab. Hier ist das Signal-Rausch-Verhaltnis schlechter sowie das Hintergrundsignal
wesentlich héher. Allgemein sind jedoch die Hintergrundsignale flr diesen Antikdrper bei

allen Kombinationen hoch.

Ermittlung eines geeigneten Puffersystems

Wahrend der Entwicklungsphase wurden zunachst zwei verschiedene Puffer, das
Blocking Reagent for ELISA/0,05 % Tween 20 und PBS/0,5 % BSA/0,05 % Tween 20 als
Puffersysteme fur die Mikrospharen sowie das Streptavidin eingesetzt. Der vor allem bei
den Vorversuchen eingesetzte Puffer aus PBS/0,5 % BSA/0,05 % Tween 20 wurde in der
spateren Entwicklungsphase nicht mehr verwendet, da das im Puffer enthaltene BSA zu

Storungen flhren konnte, da als Tragerprotein flr die Immunisierung ebenfalls BSA
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verwendet wurde und sich somit zu einem gewissen Anteil auch a-BSA-Antikdrper auf
den Mikrosphéaren befinden. Um Kreuzreaktivitdten im multiplexen Ansatz zu eliminieren,
wurde jedoch zusatzlich LowCross-Puffer als Assaypuffer getestet. Der Vergleich

zwischen den beiden Puffersystemen ist in Abbildung 25 dargestellt.

a-3-Methoxytyramin-Antikorper Nr. 3 a-Metanephrin-Antikérper Nr. 7
—+—Blocking Reagent for ELISA/ 0,05 % Tween 20 —+—LowCross-Puffer —+—Blocking Reagent for ELISA/ 0,05 % Tween 20 —+—LowCross-Puffer
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Abbildung 25: Test unterschiedlicher Puffersysteme fir Mikrospharen und Streptavidin im
multiplexen Catecholamin-Assay. Als Puffersystem fur Mikrospharen und Streptavidin im
multiplexen Catecholamin-Assay wurden Blocking Reagent for ELISA/ 0,05 % Tween 20 sowie
LowCross-Puffer getestet. Es wurde untersucht, inwieweit das Puffersystem die Signalintensitéaten
und den Verlauf der Standardkurve beeinflusst und ob sich durch Einsatz eines speziellen Puffers
zur Reduktion von unspezifischen Bindungen die Kreuzreaktivitat reduzieren lasst.

Abbildung 25 zeigt, dass fur den a-3-Methoxytyramin-AK Nr. 3 sowie den a-Metanephrin-
AK Nr. 7 beide Puffersysteme geeignet sind und vergleichbare Signalintensitaten liefern.
Die Kreuzreaktivitat zu den anderen Analyten ist fir beide Antikorper in beiden
Puffersystemen gering. Fur den a-Normetanephrin-AK Nr. 8 jedoch kdnnen grolde
Unterschiede zwischen den beiden Puffersystemen festgestellt werden. Durch
Verwendung des LowCross-Puffers kommt es zu einer starken Reduktion der
Signalintensitaten, jedoch wird die Kreuzreaktivitdt zu Adrenalin kaum reduziert. Daher
wirkt sich die Verwendung von LowCross-Puffer nachteilig auf den multiplexen
Catecholamin-Assay aus und folglich wird das Blocking
Reagent for ELISA/0,05 % Tween 20 als Puffersystem beibehalten.
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Ermittlung eines geeigneten Streptavidin-Phycoerythrins

Es konnte beobachtet werden, dass das Hintergrundsignal bei den multiplexen
Catecholamin- bzw. Metanephrin/Serotonin-Assays sehr stark vom verwendeten
Streptavidin-Phycoerythrin  abhangt. Daher wurden sechs verschiedene kommerziell
erhaltliche sowie drei sonderangefertigte Streptavidine getestet und ermittelt, mit welchem
das niedrigste Hintergrundsignal erhalten wird. Durch Reduktion des Hintergrundsignals
verbessert sich auch das Signal-Rausch-Verhaltnis des Assays. Da fur alle Analyten
ahnliche Ergebnisse erhalten wurden, zeigt Abbildung 26 die Ergebnisse des Versuchs
zur ldentifizierung eines geeigneten Streptavidins am Beispiel des a-3-Methoxytyramin-

Antikorpers Nr. 3.

a-3-Methoxytyramin-Antikorper Nr. 3 Abbildung 26: Test verschie-
m2pg/mL 4 pg/mL dener Streptavidine. Um ein fur
die multiplexen Assays geeignetes
5000 - Streptavidin-Phycoerythrin zu
ermitteln, wurden verschiedene
Streptavidine in den
Konzentrationen 2 pg/mL und
4 pg/mL mit den Mikrosphéren, auf
welchen die spezifischen Antikorper
immobilisiert waren, inkubiert. Es
wurde das Hintergrundsignal
gemessen, welches die einzelnen
Streptavidine auf den Mikrosphéren
erzeugen.
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In Abbildung 26 ist zu sehen, dass das Hintergrundsignal sehr stark vom verwendeten
Streptavidin abhangig ist. Mit den Streptavidinen der Firma Moss Inc. (SAPE-001,
Sonderanfertigung 1 und 2) wird ein sehr hohes Hintergrundsignal erzeugt, diese sind
daher fur den Einsatz im Assay nicht geeignet. Das Streptavidin PJ31S erzeugt ebenfalls
ein erhohtes Hintergrundsignal und ist daher nicht geeignet. Das Streptavidin Jackson
zeigt ebenfalls eine leichte Erhéhung des Hintergrundsignals. Daher kénnen im Assay nur
die Streptavidine PJRS50, S-21388, Sigma und die Sonderanfertigung 3 von Life
Technologies verwendet werden. Auf Grund der besseren Verfiugbarkeit wurde fir die

weitere Entwicklung das Streptavidin-R-Phycoerythrin PJRS50 eingesetzt.
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Reduktion des Hintergrundsignals im Metanephrin/Serotonin-Assay

Fur den Metanephrin/Serotonin-Assay wurde ein ungewdhnlich hohes Hintergrundsignal
von mehreren Tausend MFI erhalten. Dies war bedingt durch die Tatsache, dass bei
diesem Assay nach der Acylierung kein Waschschritt erfolgt, sondern der
Acylierungsansatz direkt im multiplexen Assay eingesetzt wird. Da nach einer
Acylierungszeit von 15 min jedoch noch sehr viel aktives NHS-PEG,-Biotin im Ansatz
vorhanden ist, fuhrt dies dazu, dass auch die auf den Mikrospharen immobilisierten
Antikdrper acyliert werden. Somit kann das Streptavidin-Phycoerythrin nicht nur an
biotinylierte Metanephrine oder biotinyliertes Serotonin binden, sondern auch an
biotinylierte Antikorper. Dies erzeugt folglich ein sehr hohes Hintergrundsignal. Um dies
zu verhindern, wurde nach der Acylierung Glycin oder Ethanolamin zum
Acylierungsansatz hinzugegeben, damit das Uberschiissige NHS-PEG;,-Biotin mit den
freien NH,-Gruppen dieser Reagenzien abreagieren kann und somit spéter nicht die
Antikorper auf den Mikrosphéren acyliert. Es wurden zwei unterschiedliche
Konzentrationen fur Glycin und Ethanolamin getestet, die Ergebnisse sind in Abbildung 27
am Beispiel von Serotonin dargestellt.

a-Serotonin-AK Nr. 10

40000 -

30000 /M Hintergrundsignal
—+—ohne Abstoppen [MFI]
E_ —+—100 mM Glycin ohne Abstoppen 28328
T 20000 1 : 100 mM Glycin 295
= 300 mM Glycin »
300 mM Glycin 162
100 mM Ethanolamin 1100 mM Ethanolamin 257
10000 1 300 mM Ethanolamin 1300 mM Ethanolamin 122
.’—/\/-
0 —rrrr——rrr———rrrm
1 10 100 1000 10000

Serotonin-PEG12-Biotin [ng/mL]

Abbildung 27: Abstoppen der Acylierungsreaktion im Metanephrin/Serotonin-Assay.
Uberschiissiges Acylierungsreagenz nach der Acylierung der Metanephrine und von Serotonin
fuhrt zu einer Acylierung der Antikdrper auf den Mikrospharen und damit zu einem hohen
Hintergrundsignal. Um dies zu vermeiden wurden unterschiedliche Konzentrationen an Glycin und
Ethanolamin nach der Acylierung zum Ansatz gegeben. Die freien NH,-Gruppen dieser
Reagenzien sollen tberschiissiges NHS-PEG,-Biotin abfangen, damit es zu keiner Biotinylierung
der Antikdrper mehr kommt. Auf diese Weise wurde eine starke Reduktion des Hintergrundsignals
erreicht.

In Abbildung 27 ist zu sehen, dass das sehr hohe Hintergrundsignal, welches ohne

Abstoppen der Acylierungsreaktion auftrat, durch Abreagieren des uberschissigen

95



96

Ergebnisse

NHS-PEG,-Biotins mit Glycin oder Ethanolamin stark reduziert werden kann. Das
niedrigste Hintergrundsignal wurde bei Einsatz von 300 mM Ethanolamin erhalten, wobei
auch 300 mM Glycin zu einer dhnlich starken Reduktion fhrten. Mit 100 mM der beiden
Reagenzien wird zwar auch eine sehr starke Reduktion erreicht, jedoch ist das
Hintergrundsignal doppelt so hoch wie bei Einsatz von 300 mM des jeweiligen
Reagenzes. Daher wird fur die weitere Entwicklung 300 mM Ethanolamin zum Abstoppen

der Acylierungsreaktion im Metanephrin/Serotonin-Assay eingesetzt.

45 Auswahl von geeignetem Probenmaterial — Generierung von

Qualitatskontrollen

In der Einleitung wurde bereits ausfuhrlich beschrieben, dass viele Krankheitsbilder mit
der Veranderung der Konzentration von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin
im Plasma und im Urin sowie auch in anderen Korperflissigkeiten einhergehen. Daher
ware eine Anwendung des multiplexen Catecholamin- und Metanephrin/Serotonin-Assays
fur Plasma und Urin wiinschenswert. Im Folgenden wird gezeigt, dass die Anwendung der
Assays fur die Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin im Urin
erfolgreich demonstriert werden konnte, wahrend die Entwicklung der Assays fir die
Quantifizierung der Analyten in Plasmaproben noch nicht erfolgreich abgeschlossen

werden konnte. Die Griinde hierfur sind in Abschnitt 5.4 erlautert.

4.5.1 Auswahl eines geeigneten Urinspenders

Fur die Validierung von Immunoassays sollte, sofern méglich, Probenmaterial eingesetzt
werden, dessen Matrix derjenigen Probenmatrix entspricht, in welcher spater auch die
Quantifizierung der Analyten im Assay durchgefuhrt werden soll. Dabei sollten Proben
verwendet werden, die den gewlinschten Analyten in unterschiedlichen Konzentrationen,
verteilt iber den gesamten Bereich der Standardkurve, enthalten. Es ist jedoch schwierig,
ein solches Set an Proben zu erhalten, da bei gesunden Spendern die Konzentrationen
fur die Catecholamine, Metanephrine und Serotonin nur im untersten Bereich der
Standardkurve liegen. Daher ist es in solchen Fallen sinnvoll, durch Spiken mit
synthetisch hergestellten Substanzen eine hohe Konzentration der Analyten in der
Urinprobe zu simulieren. Hierflir wurde ein gesunder Urinspender ausgewahlt, dessen
endogene Konzentrationen an Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin sehr

niedrig sind, damit durch Spiken mit verschiedenen Mengen an synthetischen Substanzen



Ergebnisse

Urinproben hergestellt werden konnten, deren Analytkonzentrationen tber den gesamten
Bereich der Standardkurve verteilt sind. Zuséatzlich wurde ein synthetisch hergestellter
Urin getestet, bei welchem keine endogenen Catecholamine, Metanephrine oder
Serotonin vorhanden sind. Tabelle 20 zeigt die endogenen Konzentrationen an
Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin fur die getesteten Urinspender sowie den

synthetischen Urin.

Tabelle 20: Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin in
Urinproben von gesunden Spendern sowie in synthetisch hergestelltem Urin zur
Identifizierung einer geeigneten Urinprobe fiir die Generierung von Qualitatskontrollen.

Spender N, Adrenalin  Noradrenalin  Dopamin MN NMN 3-MT Serotonin

[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
1 3,3 3,8 116,8 26,2 5,3 8,2 41,8
2 4.8 5,8 247,3 88,1 16,9 20,1 90,6
3 11,2 7,0 235,8 107,0 12,6 17,8 99,1
4 6,9 9,9 344,2 629,2 88,7 91,3 414,2
5 4,3 3,9 160,5 296,8 24,1 27,7 98,1
6 7,3 6,4 266,6 164,3 17,8 21,0 81,6
7 2,3 0,7 35,4 23,8 29 3,7 10,9
8 55 50 208,3 129,4 14,3 23,0 99,2
9 16,3 6,6 252,6 357,7 39,9 38,3 138,6
10 9,3 8,7 350,5 693,9 67,0 53,9 282,9
11 11 0,6 15,4 80,7 13,5 7,3 13,4
12 0,6 4,4 54,7 32,4 5,2 6,5 8,7
synthetischer 0,38 0,7 1,4 0,4 0,6 0,6 <1,01
Urin

Tabelle 20 zeigt, dass 3 der 12 Urinspender (Spender Nr. 7, 11 und 12) vergleichsweise
geringe endogene Konzentrationen an Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin
aufweisen. Zudem sind die Konzentrationen der Analyten im synthetischen Urin unterhalb
des Detektionslimits. Da sich jedoch ein fir die Generierung von Qualitatskontrollen
geeigneter humaner Urin identifizieren liel3, wurde der synthetische Urin nicht weiter
verwendet. Fur die Generierung von Qualitatskontrollen wurde folglich der Urin von

Spender 7, 11 und 12 eingesetzt.
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4.5.2 Qualitatskontrollen fur die Validierung der multiplexen Immunoassays

Die Urinproben der Spender 7, 11 und 12 wurden wie unter Punkt 3.2.5.7 beschrieben mit
den in Tabelle 14 aufgelisteten Konzentrationen an Adrenalin, Noradrenalin, Dopamin,
Metanephrin, Normetanephrin, 3-Methoxytyramin und Serotonin gespikt. AnschlieRend
wurden die Qualitatskontrollen in den beiden multiplexen Immunoassays gemessen und
die Wiederfindungsrate bestimmt. Tabelle 21 zeigt die Ergebnisse fur die Quantifizierung

von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin in den Qualitatskontrollen.
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Tabelle 21: Wiederfindungsrate in den gespikten Urinproben. Die Quantifizierung der Analyten
erfolgte mit Hilfe der multiplexen Immunoassays. WFR = Wiederfindungsrate

Analyt Sollwert | Spender 7 WFR | Spender 11 WFR | Spender 12 WFR
[ng/mL] [ng/mL] [%0] [ng/mL] [%] [ng/mL] [%0]
10 11,6 116 14,0 140 10,2 102
20 24,7 123 229 114 23,7 119
Adrenalin 30 36,4 121 31,0 103 32,0 107
100 1445 145 113,3 113 103,1 103
150 149,3 100 186,9 125 145,8 97
50 445 89 57,2 114 48,1 96
100 91,1 91 91,2 91 96,0 96
Noradrenalin 150 148,3 99 149,2 99 162,5 108
500 722,1 144 609,5 122 598,2 120
750 830,7 111 1069,4 143 805,9 107
100 96,5 97 140,4 140 110,0 110
200 209,8 105 213,4 107 237,6 119
Dopamin 300 311,2 104 309,1 103 387,4 129
1000 1438,2 144 1255,2 126 1427,4 143
1500 1600,8 107 2015,2 134 2113,8 141
15 <LLOQ - <LLOQ - 1,7 112
15 14,7 98 26,5 177 7,4 49
Metanephrin 150 188,1 125 190,6 127 165,1 110
1500 956,7 64 1740,5 116 1242,1 83
2,5 2,9 114 0,9 35 3,5 141
25 19,6 78 32,1 128 20,7 83
Normetanephrin 250 250,6 100 300,8 120 262,4 105
2500 > ULOQ - > ULOQ - 21442 86
2 2,0 101 1,3 65 2,0 102
20 16,1 81 24,7 123 15,1 76
3-Methoxytyramin
200 285,0 143 250,5 125 195,3 98
2000 23422 117 2051,0 103 > ULOQ -
2 3,5 173 1,0 50 29 145
20 22,0 110 27,0 135 19,0 95
Serotonin 200 246,8 123 247,8 124 216,7 108
2000 2235,2 112 1439,4 72 1719,9 86
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Tabelle 21 zeigt, dass durch Zusatz von synthetisch hergestellten Catecholaminen,
Metanephrinen und Serotonin Validierungs- bzw. Qualitatskontrollen generiert werden
konnten, deren Analytkonzentrationen Uber den gesamten Bereich der Standardkurve
verteilt sind. Dazu wurde die jeweils endogene Konzentration der Analyten von der
ermittelten Konzentration in den gespikten Proben abgezogen. Der Versuch zeigt, dass
mit Hilfe der beiden multiplexen Immunoassays Catecholamine, Metanephrine und
Serotonin in  humanem Urin erfolgreich quantifiziert werden konnten. Die
Wiederfindungsrate lag flr die meisten Proben zwischen 75 % und 125 %, es gab jedoch
einige Proben mit einer erhdéhten Wiederfindungsrate von bis zu 150 %. Proben mit einer
Wiederfindungsrate <70 % waren selten, dies lag oft daran, dass hier die
Konzentrationen der Analyten nahe des LLOQ lagen. Fir die Validierung des
Catecholamin-Assays wurden anschliel3end die gespikten Urinproben von Spender 11, fur
die Validierung des Metanephrin/Serotonin-Assays die gespikten Urinproben von Spender
12 verwendet.

4.6 Validierung der multiplexen Immunoassays

Im Anschluss an die Entwicklungsphase wurde mit Hilfe der generierten Validierungs- und
Qualitatskontrollen die Validierung des multiplexen Catecholamin-Assays sowie des
multiplexen Metanephrin/Serotonin-Assays durchgefiihrt. Die Validierung der multiplexen
Immunoassays erfolgte in Anlehnung an die ,Guidance for Industry — Bioanalytical
Method Validation® der US Food and Drug Administration [126]. Dabei wurden die
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Assays sowie der sich daraus ergebende
dynamische Bereich, die Intra- und Interassay-Préazision, die Wiederfindungsrate, die
Verdunnungslinearitat, die Selektivitdt sowie die Kurzzeitstabilitdt und die Stabilitat der

Analyten gegentber Einfrier- und Auftauzyklen bestimmt.

4.6.1 Ermittlung eines geeigneten Kalibrierkurvenmodells

Als Kalibrierkurvenmodell wurde fur alle Analyten ein 5-parametrischer logistischer
Kurvenfit mit einer Gewichtung von 1/Y gewéhlt. Eine Gewichtung wurde gewahlt, da die
Variabilitat nicht tber den gesamten Bereich der Kurve konstant war und angenommen
wurde, dass die Residuen mit zunehmender Konzentration ebenfalls grof3er wurden. Mit
einem 5-parametrischen logistischen Kalibrierkurvenmodell und einer Gewichtung von 1/Y

konnte fur alle Analyten die beste Kurvenanpassung erhalten werden. Dies wurde anhand
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des erhaltenen BestimmtheitsmaRes R* sowie der Wiederfindungsrate ermittelt. Die
Ergebnisse fiir die Kurvenanpassung sind in Tabelle 22 und Tabelle 23 dargestellt.

Tabelle 22: Ergebnisse der Kurvenanpassung fiir die Catecholamine. Angegeben sind die
Mittelwerte aus vier Versuchen, bei denen die Standards jeweils in Triplikaten gemessen wurden.
Es wurde ein 5-parametrischer logistischer Kurvenfit mit einer Gewichtung von 1/Y angewendet.
WFR = Wiederfindungsrate, R? = BestimmtheitsmaR.

Soll- gemessene
Analyt Standard konzentration Konzentration % CV V\:)FR )
[ng/mL] [ng/mL] %] R

A/B 1 2 2,1 4 105
A/B 4,5 4,5 6 99
B 10 9,8 3 98

Dopamin C 40 41 2 102 0,997
D 150 159 3 106
E 500 458 2 92
F 2000 2244 7 112
AB 1 0,2 0,9 78 427
A/B 0,45 0,6 27 140
B 1 1,0 14 104

Adrenalin C 4 4,2 9 105 0,991
D 15 16 12 103
E 50 52 5 103
F 200 211 7 106
AB 1 1 1,0 3 100
A/B 2,25 2,3 2 102
B 5 5,0 2 100

Noradrenalin C 20 20 2 99 0,998
D 75 78 3 104
E 250 242 2 97
F 1000 1053 1 105
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Tabelle 23: Ergebnisse der Kurvenanpassung fiir die Metanephrine und Serotonin.
Angegeben sind die Mittelwerte aus vier Versuchen, bei denen die Standards jeweils in Triplikaten
gemessen wurden. Es wurde ein 5-parametrischer logistischer Kurvenfit mit einer Gewichtung von
1/Y angewendet. WFR = Wiederfindungsrate, R? = Bestimmtheitsmaf.

Soll- gemessene
Analyt Standard konzentration Konzentration % CV V\LFR 5
[ng/mL] [ng/mL] %] R

AB 1 15 1,6 24 111
A/B 4,9 51 1 105
B 16 16 2 99

Metanephrin C 54 54 3 101 0,995
D 180 182 3 101
E 600 596 4 99
F 2000 2080 4 104
AB 1 2,2 2,2 2 101
A/B 7,3 7,3 2 100
B 24 24 2 101

Normetanephrin C 81 81 3 100 0,999
D 270 274 3 101
E 900 900 5 100
F 3000 3120 3 104
AB 1 1,8 19 0 101
A/B 6,1 59 0 97
B 20 21 4 103

3-Methoxytyramin C 68 70 6 103 0,998
D 225 214 5 95
E 750 772 3 103
F 2500 2576 3 103
AB 1 1,8 1,8 5 97
A/B 6,1 6,1 2 101
B 20 20 2 100

Serotonin C 68 68 3 101 0,999
D 225 230 1 102
E 750 735 2 98
F 2500 2577 2 103

Tabelle 22 und Tabelle 23 zeigen, dass fir alle Analyten das 5-parametrische logistische
Kurvenanpassungsmodell mit einer Gewichtung von 1/Y eine sehr gute Kurvenanpassung
liefert. Die Werte fur die Wiederfindungsrate liegen fir alle Analyten auRer Adrenalin Gber

den gesamten Bereich der Standardkurve im Bereich zwischen 80 % und 120 %. Bei
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Adrenalin ergibt die Kurvenanpassung fur die Standards A/B 1 und A/B schlechte Werte
sowohl fur die Wiederfindungsrate als auch fur den Variationskoeffizienten, allerdings
liegen diese Standards bereits unterhalb des LOD des Adrenalin Assays
(siehe Tabelle 24). Dies ist auch der Fall fir den Metanephrin Standard A/B 1, auch hier
ist der CV > 20 %. FUr alle anderen Analyten betragt der CV Uber den gesamten Bereich
der Standardkurve weniger als 10 %. Fir das BestimmtheitsmaR R? gilt in allen
Fallen > 0,99.

4.6.2 Ermittlung der unteren Nachweisgrenze (Limit of detection)

Fur die Bestimmung der unteren Nachweisgrenze (LOD) wurde der Standard A
(Konzentration = 0 ng/mL) in einem Experiment 20-mal hintereinander gemessen und der
Mittelwert der Fluoreszenzintensititen sowie die Standardabweichung berechnet. Die

untere Nachweisgrenze ergibt sich dann aus folgender Formel:
LOD [MFI] = MlttelwertStandardA + 3><SDStandardA

Fur diesen Wert wurde dann mit Hilfe des 5-parametrisch logistischen Kurvenfits der LOD

in ng/mL berechnet.

Tabelle 24 zeigt die Ergebnisse fir die Ermittlung des LOD fir den multiplexen
Catecholamin- und Metanephrin/Serotonin-Assay.

Tabelle 24: Untere Nachweisgrenze (LOD) fiir die Catecholamine, Metanephrine und
Serotonin im multiplexen Immunoassay.

Mittelwert SD Mittelwert Mittelwert el
Analyt Standard A Standard A + 3x SD +3x SD
[MFI] [MFI] [MFI] [ng/mL] Ing/mt]

Dopamin 433 45 566 2,15 2,2
Adrenalin 55 22 122 1,64 1,6
Noradrenalin 65 17 118 0,84 0,8
Metanephrin 90 9 117 3,48 35
Normetanephrin 240 22 307 2,32 2,3
3-Methoxytyramin 296 32 393 0,89 0,9
Serotonin 110 10 141 1,60 1,6
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4.6.3 Ermittlung der unteren Bestimmungsgrenze (Lower limit of quantification)

Die untere Bestimmungsgrenze (LLOQ) ist die Kkleinste quantitativ erfassbare
Konzentration des Analyten und definiert als derjenige Punkt, an welchem der
Variationskoeffizient (CV) fur die Probe noch < 30 % ist und die Wiederfindungsrate
innerhalb des Bereichs von 75 — 125 % liegt. Fur die Bestimmung des LLOQ wurde
ausgehend von Standard D eine Verdunnungsreihe angefertigt, bei welcher der

Standard D 8-mal 1:2 verdiinnt und im Assay gemessen wurde.

Tabelle 25 zeigt die Ergebnisse fir die Ermittlung des LLOQ fir den multiplexen
Catecholamin- und Metanephrin/Serotonin-Assay.
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Tabelle 25: Untere Bestimmungsgrenze (LLOQ) fiir die Catecholamine, Metanephrine und
Serotonin im multiplexen Immunoassay. Der LLOQ wurde in 3 Experimenten bestimmt, dabei
wurde der Standard D 8-mal 1:2 verdiinnt und jede Verdlnnung in Triplikaten im Assay gemessen.
Der angegebene Variationskoeffizient bezieht sich dabei auf die Messung der Triplikate fur die
entsprechende Verdinnung.

Versuch LLOQ CVv WFR LLOQ
Analyt
Nr. [ng/mL] [%] [%] [ng/mL]
1 2,34 4 92
Dopamin 2 2,34 28 116 2,3
3 2,34 44 (11%) 93
1 0,47 3 85
Adrenalin 2 1,88 9 92 1,9
3 1,88 14 86
1 1,17 19 112
Noradrenalin 2 2,34 12 83 2,3
3 2,34 26 79
1 5,63 22 81
Metanephrin 2 11,25 10 101 11,3
3 11,25 7 75
1 8,44 7 83
Normetanephrin 2 4,22 5 82 8,4
3 8,44 12 74
1 0,88 18 93
3-Methoxytyramin 2 0,88 3 99 1,8
3 1,76 7 83
1 7,03 2 86
Serotonin 2 7,03 7 86 7,0
3 3,52 5 78

*bei Versuch 3 betragt der Variationskoeffizient fir den LLOQ bei Dopamin 11 % bezogen auf die
Fluoreszenzintensitaten. Aufgrund einer unginstigen Kurvenanpassung erhéht sich hier der CV auf
44 % fir die zurtickgerechneten Konzentrationen. Da bei Versuch 1 und 2 der LLOQ fir Dopamin
auch bei 2,34 ng/mL liegt, wird dieser Wert als LLOQ definiert, da hier gute Kurvenanpassungen
vorliegen und der Wert als vertrauenswuirdig angesehen werden kann.

4.6.4 Ermittlung der oberen Bestimmungsgrenze (Upper limit of quantification)

Die obere Bestimmungsgrenze (ULOQ) ist die maximale Konzentration eines Analyten,
die noch mit ausreichender Prazision und Richtigkeit bestimmt werden kann. Fur die
Bestimmung des ULOQ wurden zwei zusatzliche Standards, F1 und F2, hergestellt, die
oberhalb des obersten Standards F lagen. Als ULOQ wurde diejenige Konzentration

bestimmt, bei welcher der CV < 20 % war und die Wiederfindungsrate zwischen 80-120 %
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lag. Tabelle 26 zeigt die Ergebnisse fur die Ermittlung des ULOQ fir den multiplexen
Catecholamin- und Metanephrin/Serotonin-Assay.

Tabelle 26: Obere Bestimmungsgrenze (ULOQ) fiir die Catecholamine, Metanephrine und
Serotonin im multiplexen Immunoassay.

- Standard Sollwert Konzentration CcVv WFR ULOQ
na
Y [ng/mL] [ng/mL] [%] [%] [ng/mL]
500 450 14 90
) F 2000 1980 36 99
Dopamin 500
F1 4000 3718 26 93
F2 8000 11213 23 140
E 50 53 13 106
F 200 174 31 87
Adrenalin 50
F1 400 502 57 126
F2 800 980 38 122
250 249 5 100
F 1000 913 20 91
Noradrenalin
F1 2000 2101 19 105 4000
F2 4000 4569 19 114
600 555 7 92
) F 2000 2278 4 114
Metanephrin 2000
F1 4000 5428 55 136
F2 8000 7123 37 89
900 898 12 100
_ F 3000 3091 10 103
Normetanephrin 3000
F1 6000 5374 24 90
F2 12000 17948 69 150
750 679 10 91
) F 2500 3230 15 129
3-Methoxytyramin 750
F1 5000 5495 44 110
F2 10000 9028 26 90
750 744 13 99
) F 2500 2672 9 107
Serotonin 10000
F1 5000 4444 8 89
F2 10000 11121 13 111

Wie in Tabelle 26 zu sehen ist, ist der ULOQ fur Noradrenalin, Metanephrin,
Normetanephrin und Serotonin gleich dem hdchsten Standard F, bei Noradrenalin und
Serotonin erfillen sogar die zusatzlichen Standards F1 und F2 die Anforderungskriterien.

Fur Dopamin, Adrenalin und 3-Methoxytyramin hingegen zeigten sich bei der
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Durchfiihrung der Validierungsversuche schon bei Standard F Variationskoeffizienten von
>30% bzw. eine Wiederfindungsrate > 120 %. Diese hohen % CV-Werte bzw.
Wiederfindungsraten stellen allerdings eine Ausnahme dar, die nur im Rahmen dieses
Validierungsversuches auftrat. Generell konnten auch flir diese drei Analyten die

Anforderungskriterien bei Standard F erflllt werden. Dies ist in Tabelle 27 dargestellt.

Tabelle 27: Obere Bestimmungsgrenze (ULOQ) fiir den Dopamin-, Adrenalin- und
3-Methoxytyramin-Assay. Da im eigentlichen Versuch zur Bestimmung des ULOQ der
Variationskoeffizient bzw. die Wiederfindungsrate von Standard F im Dopamin-, Adrenalin- und
3-Methoxytyramin-Assay sehr hoch war, wurde anhand von drei weiteren Versuchen, bei welchen
die Standards jeweils in Triplikaten gemessen wurden, gezeigt, dass auch bei diesen Analyten der
Standard F die Kriterien fur den ULOQ erflllt. Angegeben ist jeweils der Mittelwert aus 9
Messwerten, der CV bezieht sich ebenfalls auf alle 9 Messwerte. WFR = Wiederfindungsrate.

a—— Standard Sollwert Konzentration CVv WFR | ULOQ
na
/ [ng/mL] [ng/mL] [%] [%] [ng/mL]
. E 500 462 19 92
Dopamin 2000
F 2000 2163 10 108
E 50 52 26 104
Adrenalin 200
F 200 206 15 103
_ E 750 780 7 104
3-Methoxytyramin 2500
F 2500 2546 19 102

Somit konnte gezeigt werden, dass fur alle Analyten der Standard F die
Anforderungskriterien fur den ULOQ erfillt. Fur Adrenalin Standard E ist der CV mit 26 %
zwar etwas zu hoch, hier wurde aber in Tabelle 26 gezeigt, dass der Standard E auch
niedrigere Variationskoeffizienten aufweisen kann. Daher kann fur alle Analyten der
oberste Standard F als ULOQ definiert werden.

4.6.5 Dynamischer Bereich

Der dynamische Bereich eines Assays ist der Bereich zwischen der niedrigsten und
hochsten Konzentration eines Analyten, fur welchen die geforderte Prazision und
Richtigkeit bewiesen wurde. Hier wurde der dynamische Bereich als der Bereich zwischen
LLOQ und ULOQ definiert. Tabelle 28 zeigt den dynamischen Bereich fir die einzelnen

Analyten im Catecholamin- und Metanephrin/Serotonin-Assay.
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Tabelle 28: Dynamischer Bereich fiir die einzelnen Analyten im multiplexen Immunoassay.

Analyt Dopamin Adrenalin Noradrenalin MN NMN  3-MT Serotonin
LLOQ [ng/mL] 2,3 19 2,3 11,3 8,4 1,8 7,0
ULOQ [ng/mL] 2000 200 4000 2000 3000 2500 10000

4.6.6 Ermittlung der Intra- und Interassay Prazision sowie der Wiederfindungsrate

Fur die Bestimmung der Intraassay-Prazision wurde eine gespikte Urinprobe mit einer
mittleren Konzentration der Analyten in drei Experimenten zwischen 12- und 20-mal
innerhalb eines Assays gemessen. Fir die Bestimmung der Interassay-Prazision wurden
ebenfalls gespikte Urinproben verwendet. Es wurden zwei Urinproben mit niedrigen, zwei
mit mittleren und ein oder zwei Urinproben mit hohen Konzentrationen der Analyten in vier
Experimenten, jeweils in Triplikaten gemessen. Die Intraassay-Prazision sollte einen
Variationskoeffizienten < 15 % aufweisen. Die Interassay-Prazision sollte fir jede
Konzentration einen Variationskoeffizienten <20% aufweisen, flr niedrige
Konzentrationen wird auch ein CV < 30 % akzeptiert. Die Wiederfindungsrate sollte dabei
zwischen 80 % und 120 % liegen. Tabelle 29 und Tabelle 30 zeigen die Ergebnisse fir
die Bestimmung der Intra- und Interassay-Prazision sowie der Wiederfindungsrate fir den
multiplexen Catecholamin- bzw. Metanephrin/Serotonin-Assay. Werte, die unterhalb des
LLOQ bzw. oberhalb des ULOQ lagen wurden nicht in die Berechnung miteinbezogen.

Tabelle 29: Intraassay-Prazision im multiplexen Immunoassay. Fir die Bestimmung der
Intraassay-Prazision wurde eine gespikte Urinprobe mit einer mittleren Konzentration der Analyten
in drei Experimenten zwischen 12- und 20-mal innerhalb eines Assays gemessen. WFR =
Wiederfindungsrate.

Intraassay-Prazision Intraassay-Prazision
Analyt I-:Iuoreézenz- zurUckgere?hnete WFR
intensitaten Konzentrationen
(%] [%] [%]
Dopamin 3-10 8-29 83-115
Adrenalin 8-15 15-29 81-106
Noradrenalin 3-12 6-24 66-89
Metanephrin 7-10 15-28 73-96
Normetanephrin 4-8 6-14 80-89
3-Methoxytyramin 4-5 11-13 88-93
Serotonin 5-11 7-15 81-107
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Tabelle 30: Interassay-Prazision im multiplexen Immunoassay. Fir die Bestimmung der
Interassay-Prazision wurden gespikte Urinproben verwendet. Es wurden zwei Urinproben mit
niedrigen, zwei mit mittleren und ein oder zwei Urinproben mit hohen Konzentrationen der Analyten
in vier Experimenten jeweils in Triplikaten gemessen. WFR = Wiederfindungsrate.

Interassay-Prazision Interassay-Prazision
Analyt Ifluoreézen z- berechnfete WER
intensitaten Konzentrationen
[%] [%] [%]

Dopamin 2-3 2-11 96-114
Adrenalin 4-27 9-34 95-119
Noradrenalin 2-12 2-12 79-86
Metanephrin 8-27 9-18 86-98
Normetanephrin 8-9 4-14 82-95
3-Methoxytyramin 7-10 2-16 75-95
Serotonin 8-18 3-21 94-102

Tabelle 29 zeigt, dass die Intraassay-Prazision fir die Fluoreszenzeinheiten bei allen
Analyten <15 % ist, jedoch ist die Intraassay-Prézision fir die zuriickgerechneten
Konzentrationen nur bei Normetanephrin, 3-Methoxytyramin und Serotonin ebenfalls
<15 %. FUr die Catecholamine ist die Intraassay-Prazision fir die zurlickgerechneten
Konzentrationen bei einem der drei Versuche sehr hoch gewesen (24-29 %), fur die
anderen beiden Versuche lag sie unterhalb von 16 %. Die Wiederfindungsrate lag fur alle
Analyten bis auf Noradrenalin und Metanephrin im Bereich zwischen 80-120 %, fir
Noradrenalin und Metanephrin war die Wiederfindungsrate bei zwei bzw. einem der

Versuche zu niedrig.

Tabelle 30 zeigt, dass die Assays flr Dopamin, Metanephrin, Normetanephrin und
Serotonin die Anforderung von < 20 % bzw. < 30 % flr niedrige Konzentrationen fir die
Interassay-Prazision erfillen und dabei eine Wiederfindungsrate zwischen 80 % und
120 % aufweisen. Bei Adrenalin werden die Kriterien ebenfalls nahezu erfillt, hier betrug
jedoch der CV fur eine der Proben, die im Bereich des LLOQ lag, 34 %. Ebenso erflllt der
Noradrenalin-Assay die Kriterien bis auf eine etwas zu niedrige Wiederfindungsrate bei

geringen Noradrenalinkonzentrationen. Dasselbe gilt fur 3-Methoxytyramin.
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4.6.7 Bestimmung der Verdinnungslinearitat

Die Verdunnungslinearitat gibt an, ob bzw. inwiefern man in einer Probe, in welcher die
Konzentration des zu bestimmenden Analyten oberhalb des ULOQ liegt, die
Analytkonzentration durch Verdinnen in den dynamischen Bereichs des Assays bringen
kann und ob diese Uber einen weiten Bereich von Verdinnungen linear verlauft. Dabei
sollte die Linearitat der zurlickgerechneten Werte fur die Konzentration des Analyten
gegeben sein. Tabelle 31 und Tabelle 32 zeigen die Ergebnisse fir die Bestimmung der

Verdinnungslinearitat.

Tabelle 31: Verdiinnungslinearitat der einzelnen Analyten im multiplexen Catecholamin-
Assay.

ermittelte ermittelte Konzentration
Analyt Verdlnnungs- ) WFR*
Konzentration x Verdiinnungsfaktor
(Sollwert) faktor [%]
[ng/mL] [ng/mL]
1 1943,5 1944 100
_ 50 34,8 1738 89
Dopamin
100 18,3 1826 94
(2000 ng/mL)
200 9,4 1871 96
400 4,0 1581 81
1 > ULOQ > ULOQ -
) 50 3,6 180,5 90
Adrenalin
100 2,2 223,3 112
(200 ng/mL)
200 0,8 166,0 83
400 0,6 250,0 125
1 790,7 790,7 100
50 14,8 739,5 95
Noradrenalin
100 7.5 750,3 95
(1000 ng/mL)
200 4,0 795,3 101
400 1,9 772,0 98

* Die Wiederfindungsrate bezieht sich auf die Konzentration, die in der unverdiinnten Urinprobe
gemessen wurde. Ist die Konzentration fir die unverdinnte Urinprobe > ULOQ wurde die
Wiederfindungsrate auf den Sollwert bezogen.

Tabelle 31 zeigt, dass fur Dopamin und Noradrenalin die Verdinnungslinearitat bis zu
einem Verdunnungsfaktor von 400 gegeben ist. Allerdings ist die Verdinnungslinearitat
bei Adrenalin nur bis zu einem Faktor von 200 gegeben und da es sich um einen
multiplexen Assay handelt, ist demnach der maximale Verdinnungsfaktor fur alle drei
Analyten 200.
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Tabelle 32: Verdiinnungslinearitit der einzelnen Analyten im  multiplexen
Metanephrin/Serotonin-Assay.

_ ermittelte
ermittelte )
Analyt Verdinnungs- ) Konzentration WFR*
Konzentration
(Sollwert) faktor x Verdlnnungsfaktor [%0]
[ng/mL]
[ng/mL]
1 1207,3 1207,3 100
10 142,2 1422,0 118
. 20 72,1 1442,6 119
Metanephrin
40 31,7 1266,9 105
(1500 ng/mL)
80 14,5 1159,2 96
160 7,1 1128,5 93
320 2,6 845,9 70
1 22747 22747 100
10 246,2 2461,9 108
) 20 130,2 2604,7 115
Normetanephrin
40 61,0 24412 107
(2500 ng/mL)
80 30,4 2430,4 107
160 14,2 2268,3 100
320 6,5 2092,8 92
1 2103,3 2103,3 100
10 197,2 1971,9 94
_ 20 112,3 22454 107
3-Methoxytyramin
40 50,2 2007,2 95
(2000 ng/mL)
80 28,3 2265,9 108
160 11,3 1800,5 86
320 49 1575,5 75
1 1996,7 1996,7 100
10 200,2 2002,0 100
_ 20 108,3 2165,4 108
Serotonin
40 50,5 2018,3 101
(2000 ng/mL)
80 28,1 2251,2 113
160 12,1 1929,6 97
320 5,8 1843,2 92

* Die Wiederfindungsrate bezieht sich auf die Konzentration, die in der unverdiinnten Urinprobe
gemessen wurde.

Wie in Tabelle 32 zu sehen ist, ist die Verdinnungslinearitét fir alle Analyten bis zu einer
Verdinnung von 1:160 gegeben, jedoch kann man hier schon eine Reduktion der

Wiederfindungsrate beobachten. Da dies bis zu einem Verdinnungsfaktor von 80 noch
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nicht der Fall ist, kdbnnen Urinproben fur den multiplexen Metanephrin/Serotonin-Assay bis

zu 1:80 verdinnt werden.

4.6.8 Ermittlung der Selektivitat

Um die Selektivitat der Assays zu bestimmen und Kreuzreaktivitdten in den multiplexen
Immunoassays und damit eine Verfalschung der Messwerte auszuschliel3en, wurde die
Kreuzreaktivitat der Antikdrper zu strukturell &hnlichen Substanzen sowie zu den
Catecholaminen, Metanephrinen und zu Serotonin im Assay ermittelt. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 33 zusammengefasst.
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Tabelle 33: Kreuzreaktivitat der Antikorper in % zu strukturell ahnlichen Substanzen.

A — c a-3-MT a-MN a-NMN a-SERO
[mg/mL] AK Nr. 3 AK Nr. 7 AK Nr. 8 AK Nr. 10
Multiplexer Catecholamin-Assay
Dopamin 0,002 100 0,09 0,03 -
Adrenalin 0,0002 0,99 100 10,23 -
Noradrenalin 0,001 0,81 0,46 100 -
Metanephrin 10 < 0,0001 0,001 0,0002 -
Normetanephrin 10 0,0001 0,0001 0,002 -
3-Methoxytyramin 10 0,002 < 0,0001 0,0001 -
MOPEG 10 0,0001 < 0,0001 0,0001 -
Tyramin 10 0,001 0,0001 0,0001 -
Phenylalanin 10 < 0,0001 < 0,0001 0,0002 -
Kaffeeséure 10 < 0,0001 <0,0001 <0,0001 -
L-DOPA 10 0,001 0,0004 0,0001 -
Homovanillinsaure 10 <0,0001 <0,0001 < 0,0001 -
Tyrosin 10 < 0,0001 < 0,0001 0,0001 -
3-Methoxy-4- 10 < 0,0001 < 0,0001 0,0001 -
hydroxymandelsaure
Multiplexer Metanephrin/Serotonin-Assay

3-Methoxytyramin 0,0025 100 0,02 0,0008 0,13
Metanephrin 0,002 0,14 100 1,6 0,16
Normetanephrin 0,003 0,16 0,07 100 0,11
Serotonin 0,0025 0,11 0,02 <0,0001 100
Adrenalin 1 0,0003 < 0,0001 0,0001 0,0003
Noradrenalin 1 0,0005 0,002 0,001 0,001
Dopamin 1 0,004 0,006 0,009 0,005
Tryptamin 10 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Melatonin 10 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,003
5-HIAA 10 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Phenylalanin 10 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Histidin 10 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tyramin 10 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
5-Hydroxytryptophan 10 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,001
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Wie in Tabelle 33 zu sehen ist, sind der a-3-Methoxytyramin-Antikérper Nr. 3, der
a-Metanephrin-Antikorper Nr. 7 und der a-Serotonin-Antikorper Nr. 10 sehr spezifisch fur
ihr Antigen. Die Kreuzreaktivitdat zu den anderen, im multiplexen Assay enthaltenen
Analyten liegt unterhalb 1 %, die Kreuzreaktivitat zu den anderen Substanzen, die nicht im
Multiplex enthalten sind, sogar unterhalb von 0,01 %. Eine Ausnahme stellt hier der
a-Normetanephrin-Antikdrper Nr. 8 dar. Dieser zeigt eine sehr hohe Kreuzreaktivitat von
10 % zu Adrenalin und eine erhthte Kreuzreaktivitdit von 1,6 % zu Metanephrin. Die
Kreuzreaktivitdt zu allen anderen Substanzen dagegen liegt unterhalb von 0,1 %.
Allerdings konnte in weiteren Versuchen gezeigt werden, dass diese Kreuzreaktivitat von
der Charge der Antikodrperaufreinigung abhangig ist. Bei einer anderen Charge, bei
welcher der a-Normetanephrin-Antikdrper Nr. 8 ebenfalls mit derselben Strategie
aufgereinigt wurde, lag die Kreuzreaktivitat zu Adrenalin bei 0,14 % (siehe Anhang
Tabelle 46). Fiur diesen Antikoérper bestehen also im Hinblick auf die Kreuzreaktivitat zu
Adrenalin gro3e Chargen-abh&ngige Unterschiede.

4.6.9 Robustheit: Kurzzeitstabilitat und Stabilitdt gegentber Einfrier- und
Auftauzyklen

In diesen Versuchen wurde die Robustheit der Assays bzw. die Analytstabilitat in Bezug
auf die Lagerungstemperatur sowie —zeit und die Anzahl der Einfrier- und Auftauzyklen fur
die Validierungs- bzw. Qualitdtskontrollen bestimmt. Fir die Kurzzeitstabilitdt wurde
ermittelt, wie sich die Wiederfindungsrate verandert, wenn die Urinproben fiir 2 h, 4 h oder
24 h bei RT oder 4 °C gelagert werden. Des Weiteren wurde getestet, inwiefern sich drei
Einfrier- und Auftauzyklen auf die Wiederfindungsrate in den Proben auswirken.

Tabelle 34 und Tabelle 35 zeigen die Ergebnisse fir die Versuche zur Ermittlung der
Robustheit und Stabilitat der Analyten.
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Tabelle 34: Ermittlung der Kurzzeitstabilitit und der Stabilitit gegeniiber Einfrier- und
Auftauzyklen fiir die Catecholamine im multiplexen Immunoassay.

Kurzzeitstabilitat Stabilitat gegendber
Einfrier- und Auftauzyklen
Raumtemperatur 4°C Lagerung: -20 oci
Auftauen bei RT
Analyt - c WFR* c WFR* Zyklen- c WFR*
(Sollwert) [ng/mL] [%] [ng/mL] [%] zahl [ng/mL] [%6]
Oh 205,4 100 205,4 100 0 188,8 100
Dopamin 2h 226,8 110 225,5 110 1 208,6 110
(200 ng/mL) 4h 2131 104 219,6 107 2 186,7 99
24h | 2497 122 230,9 112 3 181,7 96
Oh 22,6 100 22,6 100 0 16,4 100
Adrenalin 2h 27,8 123 23,3 103 1 15,8 96
(20 ng/mL) 4h 26,4 117 22,3 98 2 21,3 130
24 h 29,8 132 28,4 126 3 19,4 118
Oh 86,2 100 86,2 100 0 75,6 100
Noradrenalin | 2h 91,3 106 93,3 108 1 83,0 110
(100 ng/mL) 4h 93,8 109 88,4 103 2 78,0 103
24 h 104,4 121 91,0 106 3 73,9 98

* Die Wiederfindungsrate bezieht sich auf die Konzentration, die in der frisch aufgetauten
Urinprobe (0 h bzw. 0 Zyklen) gemessen wurde.

4 Die frisch aufgetaute Urinprobe (0 Zyklen) wurde zuerst bei 4 °C aufgetaut und anschliel3end bis
zum vollstéandigen Auftauen bei RT gelagert.

Fur Dopamin konnte gezeigt werden, dass eine Lagerung fir 4 h bei RT und fir 24 h bei
4 °C ohne eine wesentliche Verdnderung der Wiederfindungsrate mdglich ist. Fir die
Lagerung bei RT fiir 24 h kann ein leichter Anstieg der Wiederfindungsrate beobachtet
werden, sodass diese nicht mehr im Bereich 80-120 % liegt. Des Weiteren wurde gezeigt,
dass Dopamin gegenlber drei Einfrier- und Auftauzyklen stabil ist. Adrenalin kann fir 4 h
bei RT und 4 °C gelagert werden, jedoch nicht fiir 24 h, da hier bei beiden Temperaturen
die Wiederfindungsrate auf tiber 120 % steigt. Auch Adrenalin ist gegentber drei Einfrier-
und Auftauzyklen stabil, hier sind jedoch die gemessenen Konzentrationen fur die frisch
aufgetaute Probe und fir die Probe mit einem Zyklus etwas zu niedrig, was zu den
erhohten Werten fir die Wiederfindungsrate nach 2 und 3 Zyklen fuihrt. Noradrenalin
zeigte sich als sehr stabiler Analyt, es kann fiir 24 h bei RT und 4 °C gelagert werden und

ist gegenuber drei Einfrier- und Auftauzyklen stabil.
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Tabelle 35: Ermittlung der Kurzzeitstabilitit und der Stabilitdt gegeniiber Einfrier- und
Auftauzyklen fiir die Metanephrine und Serotonin im multiplexen Inmunoassay.

) - Stabilitat gegentber Einfrier-
Kurzzeitstabilitat
und Auftauzyklen
Lagerung: -20 °C
Raumtemperatur 4°C o a
Auftauen bei RT
Analyt - c WFR* c WFR* | Zyklen- c WFR*
ei
(Sollwert) [ng/mL] [%] [ng/mL] [%6] zahl [ng/mL] [%]
Oh 9,9 100 9,9 100 0 11,7 100
Metanephrin 2h 11,1 112 11,6 117 1 7,7 66
(15 ng/mL) 4h 13,3 134 12,1 122 2 11,2 95
24 h 14,1 142 11,9 120 3 10,7 92
Oh 19,9 100 19,9 100 0 16,3 100
Normeta-
) 2h 20,5 103 20,6 104 1 14,8 91
nephrin
4h 21,8 110 20,9 105 2 16,7 103
(25 ng/mL)
24 h 22,0 111 20,4 103 3 15,7 97
Oh 16,7 100 16,7 100 0 15,6 100
3-Methoxy-
) 2h 17,4 105 18,5 111 1 13,7 87
tyramin
4h 19,4 116 18,9 113 2 15,5 99
(20 ng/mL)
24 h 21,1 127 18,6 112 3 16,3 104
Oh 24,7 100 24,7 100 0 16,6 100
Serotonin 2h 22,3 90 23,7 96 1 13,5 82
(20 ng/mL) 4h 25,7 104 24,9 101 2 15,0 91
24 h 24,1 97 24,0 97 3 15,1 91

* Die Wiederfindungsrate bezieht sich auf die Konzentration, die in der frisch aufgetauten
Urinprobe (0 h bzw. 0 Zyklen) gemessen wurde.

4 Die frisch aufgetaute Urinprobe (0 Zyklen) wurde zuerst bei 4 °C aufgetaut und anschlieRend bis
zum vollstandigen Auftauen bei RT gelagert.

Fur Metanephrin konnte gezeigt werden, dass eine Lagerung fir 24 h bei 4 °C sowie eine
Lagerung fur 2 h bei RT ohne starke Veranderung der Wiederfindungsrate méglich ist. Bei
einer Lagerzeit von 4 h oder langer bei RT steigt die Wiederfindungsrate stark an.
Metanephrin ist gegentber drei Einfrier- und Auftauzyklen stabil, der niedrige Wert fur die
Probe nach einem Zyklus wird als AusreiBer gewertet. Jedoch ist allgemein die
Wiederfindungsrate in den Proben sehr niedrig, die gemessenen Konzentrationen liegen
deutlich unterhalb des Sollwertes. Normetanephrin kann bei 4 °C und RT fur 24 h gelagert
werden und ist auch gegenuber drei Einfrier- und Auftauzyklen stabil, jedoch ist auch hier
die Wiederfindungsrate allgemein zu niedrig, die gemessenen Konzentrationen weichen
zum Teil sehr stark vom Sollwert ab. 3-Methoxytyramin kann bei 4 °C fur 24 h gelagert

werden, bei RT dagegen nur 4 h, nach 24 h ist die Wiederfindungsrate deutlich héher.
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Auch gegenuber drei Einfrier- und Auftauzyklen ist 3-Methoxytyramin stabil. Wie fur die
anderen Analyten kann allerdings auch hier eine allgemein zu niedrige
Wiederfindungsrate festgestellt werden. Serotonin zeigte sich als sehr stabiler Analyt, der
fir 24 h bei 4 °C und RT gelagert werden kann und gegenuber drei Einfrier- und
Auftauzyklen stabil ist. Die Wiederfindungsrate ist hier nur bei dem Versuch zur Einfrier-
und Auftaustabilitéat allgemein zu niedrig, beim Versuch zur Kurzzeitstabilitat liegen die

gemessenen Konzentrationen sogar etwas lUber dem Sollwert.

4.7 Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und

Serotonin aus Dry Urine Test-Filterkarten

Das Sammeln von Urinproben mit Hilfe von Dry Urine Test-Filterkarten stellt eine einfache
Alternative zu Urinsammelréhrchen dar, welche die Lagerung und den Versand der
Proben vereinfacht und auch von ungeschultem Personal durchgefiihrt werden kann. Im
Gegensatz zu konventionellen Urinsammelréhrchen missen die Proben nicht gekihit
oder in gefrorenem Zustand verschickt werden, was eine fehlerhafte Bestimmung der
Catecholamine, Metanephrine und Serotonin durch falsche Lagerung oder
Transporttemperatur vermeidet. Es wurde ermittelt, ob fir die Bestimmung von
Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin in humanem Urin mit Hilfe der multiplexen
Immunoassays dieselben Ergebnisse erhalten werden, wenn die Urinproben mit
Urinsammelrdhrchen oder mit den Dry Urine Test-Filterkarten gesammelt wurden. Zum
Vergleich wurde ebenfalls eine frische Urinprobe gemessen, um den Effekt des
Einfrierens bzw. der Trocknung fiur 24 h bei RT bei den Filterkarten zu ermitteln. Die
Ergebnisse dieses Vergleichs sind in Tabelle 36 und Abbildung 28 dargestellt.
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Tabelle 36: Wiederfindungsrate in % fiir die Quantifizierung von Catecholaminen,
Metanephrinen und Serotonin aus Dry Urine Test-Filterkarten. Die gemessenen
Konzentrationen wurden aufgrund der Verdinnung bei der Elution mit dem Faktor 3 multipliziert,
die jeweiligen Sollkonzentrationen kénnen aus Abbildung 28 entnommen werden.

Urinprobe 1 Urinprobe 2
Analyt Istwert Wiederfindungsrate Istwert Wiederfindungsrate

[ng/mL] (%] [ng/mL] [%]
Dopamin 135,7 136 399,5 133
Adrenalin 9,8 98 26,8 89
Noradrenalin 50,2 100 174,4 116
Metanephrin 95,8 120 263,6 119
Normetanephrin 119,5 100 375,2 113
3-Methoxytyramin 112,0 112 291,4 105
Serotonin 122,3 122 2277 82
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Abbildung 28: Quantifizierung von
Catecholaminen, Metanephrinen und
Serotonin aus Dry Urine Test-Filterkarten.
Um zu ermitteln, ob in humanem Urin, der
mittels Dry Urine Test-Filterkarten gesammelt
wurde, Catecholamine, Metanephrine und
Serotonin mit  Hilfe der  multiplexen
Immunoassays quantifiziert werden kdnnen,
wurde ein Vergleich zwischen frischem, mit
Urinsammelréhrchen gesammeltem und mit
den Filterkarten gesammeltem Urin
durchgefiihrt. Es wurden jeweils zwei
unterschiedliche Konzentrationen an Analyten
einer Urinprobe zugesetzt und diese mit Hilfe
der zwei unterschiedlichen Sammelmethoden
vorbereitet und anschlieRend im multiplexen
Assay gemessen. Die gestrichelten roten
Linien zeigen die Soll-Konzentrationen an.
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In Tabelle 36 ist zu sehen, dass die Wiederfindungsrate fiir alle Analyten bis auf Dopamin
sehr gut ist und im Bereich zwischen 80 % und 120 % liegt. Bei Dopamin ist die
Wiederfindungsrate mit 133 % bzw. 136 % leicht erhéht. Daher eignen sich die Dry Urine
Test-Filterkarten sehr gut fur das Sammeln von Urinproben fir die Quantifizierung von
Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin in den multiplexen Immunoassays.
Abbildung 28 zeigt den Vergleich zwischen frischem Urin, mit Urinsammelréhrchen
gesammeltem Urin und mit Dry Urine Test-Filterkarten gesammeltem Urin. Dabei ist die
Wiederfindungsrate allgemein bei allen Sammelmethoden gut, weder das Einfrieren bei
den Urinsammelréhrchen noch das Trocknen der Filterkarten fur 24 h bei RT reduziert
oder erhoht die Wiederfindungsrate zu stark. Allerdings ist bei Adrenalin die
Wiederfindungsrate fur Urinprobe 2 bei frischem Urin sowie dem Urin aus den

Sammelréhrchen etwas zu niedrig, ebenso bei Serotonin.

4.8 Vergleich der multiplexen Immunoassays mit den gangigen
Methoden zur Quantifizierung von Catecholaminen und

Metanephrinen im Urin

Um zu Uberprifen, ob die neu entwickelten nicht-kompetitiven, multiplexen
Immunoassays fur Catecholamine, Metanephrine und Serotonin vergleichbare Ergebnisse
liefern wie die gangigen Methoden zur Quantifizierung von Catecholaminen und
Metanephrinen in humanem Urin, wurde ein Vergleich zwischen den multiplexen
Immunoassays und den kompetitiven ELISAs der Firma LDN durchgefuhrt. Dazu wurden
zunachst gespikte Urinproben sowie zwei Kontrollen aus dem 3-CAT ELISA Fast Track,
dem 2-MET Urine ELISA Fast Track und dem Serotonin-ELISA Fast Track verwendet, die
parallel im multiplexen Immunoassay und im ELISA gemessen wurden. Aufgrund der
unterschiedlichen Acylierungsreagenzien im multiplexen Assay (NHS-PEG3,-Biotin) und
im ELISA (NHS-Biotin) musste die Probenvorbereitung flr beide Formate getrennt

erfolgen. Das Ergebnis dieses Vergleichs ist in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Vergleich zwischen den multiplexen Immunoassays und kommerziell
erhaltlichen ELISAs der Firma LDN. Fur den Vergleich zwischen dem multiplexen Catecholamin-
Assay und dem LDN 3-CAT ELISA bzw. zwischen dem multiplexen Metanephrin/Serotonin-Assay
und dem LDN 2-MET Urine ELISA und Serotonin-ELISA wurden gespikte Urinproben sowie die
LDN Kit-Kontrollen verwendet. Die Proben wurden parallel im multiplexen Assay und im ELISA
gemessen.

Wie in Abbildung 29 zu sehen ist, stimmen die mit Hilfe des multiplexen Catecholamin-
Assays bestimmten Konzentrationen sehr gut mit denen im 3-CAT-ELISA bestimmten
Konzentrationen Uberein, ebenso der Serotonin-Assay mit dem Serotonin-ELISA, fur die
Metanephrine ist die Ubereinstimmung zwischen multiplexem Assay und 2-MET Urine
ELISA ebenfalls akzeptabel. Fir Dopamin quantifiziert der multiplexe Assay geringfligig
weniger als der Dopamin-ELISA, die Ubereinstimmung zwischen den beiden Assays

sowie mit den Sollwerten ist dennoch sehr gut. Fiir Adrenalin ist die Ubereinstimmung bei
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den Kit-Kontrollen und bei Bestimmung der endogenen Konzentration in der Urinprobe
sehr gut, fir die gespikten Urinproben unterscheiden sich die quantifizierten Mengen
starker. Bei Noradrenalin ist die Ubereinstimmung bei niedrigen Konzentrationen sehr gut,
bei hoheren Konzentrationen quantifiziert der multiplexe Assay mehr als der ELISA und ist
dabei ndher am Sollwert als der ELISA, liefert also hier die besseren Werte. Allerdings
quantifiziert der multiplexe Assay wesentlich weniger endogenes Noradrenalin in der
Urinprobe. Fir Metanephrin und Normetanephrin ist die Ubereinstimmung zwischen den
beiden Formaten akzeptabel, hier werden mit dem multiplexen Assay etwas geringere
Konzentrationen erhalten als mit dem ELISA, die quantifizierten Mengen liegen ebenfalls
unterhalb des Sollwertes, es wird also generell etwas zu wenig Metanephrin bzw.
Normetanephrin gemessen. Fiir Serotonin hingegen ist die Ubereinstimmung zwischen
multiplexem Assay und ELISA sehr gut, auch entsprechen die im multiplexen Assay
quantifizierten Mengen der Sollkonzentration. Fir 3-Methoxytyramin war kein kommerziell
erhéltlicher ELISA verfugbar, daher konnte hier kein Vergleich durchgefiihrt werden.

Insgesamt konnte die Ubereinstimmung zwischen den neu entwickelten multiplexen
Catecholamin- und Metanephrin/Serotonin-Assays mit kommerziell erhaltlichen ELISAs
anhand gespikter Urinproben demonstriert werden und gezeigt werden, dass mit den
multiplexen Assays Catecholamine, Metanephrine und Serotonin im Urin richtig
quantifiziert werden konnen. Im Anschluss wurde folglich mit der Quantifizierung der
Catecholamine, Metanephrine und Serotonin im Urin von Patienten mit verschiedenen
Krankheitshildern und im Urin von Alpha-Adrenozeptor-Knockout-Mausen fortgefahren
(siehe Kapitel 4.9 und 4.10). Allerdings konnte auch hier beobachtet werden, dass im
Noradrenalin- bzw. Normetanephrin-Assay eine Unterquantifizierung von endogenem

Noradrenalin bzw. Normetanephrin stattfindet.

Um die Ursache fiir diese Beobachtung aufzuklaren, wurde nun ein weiterer Vergleich
zwischen den beiden Methoden durchgefiihrt, bei welchem die Catecholamine,
Metanephrine und Serotonin in Patientenproben parallel mit den multiplexen
Catecholamin- und Metanephrin/Serotonin-Assays sowie mit den kommerziell erhéltlichen
ELISAs quantifiziert wurden. Zudem wurde in den fir den Vergleich verwendeten Proben
die Konzentration der Catecholamine und Metanephrine mittels HPLC am
Universitatsklinikum in Tdbingen bestimmt. Es handelte sich dabei um Urinproben von
Patienten mit verschiedenen Erkrankungen, unter anderem um Patienten mit einem
Phaochromozytom, einem Paragangliom, einer Nebennierenraumforderung oder mit

pulmonaler Hypertonie.
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Um die Ergebnisse zu vergleichen, wurden Korrelationsdiagramme erstellt sowie der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman berechnet. Abbildung 30 zeigt die
Korrelationsdiagramme fir den Vergleich zwischen multiplexem Immunoassay, ELISA
und den HPLC-Messungen. Im Anhang sind die mit der jeweiligen Methode bestimmten

Konzentrationen der Analyten in Tabelle 47 und Tabelle 48 gelistet.
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Abbildung 30: Korrelationsdiagramme fur den Vergleich zwischen den multiplexen
Immunoassays und kommerziell erhéltlichen kompetitiven ELISAs bzw. HPLC-Messungen.
30 humane Urinproben, fir welche bereits HPLC-Referenzmessungen vorhanden waren, wurden
vom Universitatsklinikum in Tubingen fur den Vergleich von multiplexem Immunoassay mit
kommerziell erhaltlichen ELISAs und HPLC-Messungen bereitgestellt. 11 dieser Proben wurden
parallel im multiplexen Immunoassay und im ELISA vermessen. Zudem wurden die im multiplexen
Assay bestimmten Konzentrationen mit den mittels HPLC gemessenen Konzentrationen
verglichen. Auf der x-Achse sind dabei die im multiplexen Immunoassay ermittelten
Konzentrationen der Analyten aufgetragen, auf der y-Achse die im ELISA bzw. mit HPLC
ermittelten Werte. Es wurde jeweils eine lineare Regression durchgefiihrt. Bei Adrenalin,
Metanephrin und Normetanephrin wurde jeweils ein sehr hoher Wert nicht mit in die Berechnung
einbezogen, da dies zu einem falsch hohen Bestimmtheitsmald R? gefuhrt hatte. Fir Adrenalin ist
die Korrelation mit HPLC nicht gezeigt, da hier bei den HPLC-Messungen die Konzentration nur bei
drei der 30 Proben oberhalb des LLOQ lag. Fiur Serotonin waren keine HPLC-Referenzmessungen
verfugbar.
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Des Weiteren wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman berechnet, um eine
weitere Aussage beziglich der Ubereinstimmung der Methoden treffen zu koénnen.
Tabelle 37 zeigt den Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman sowie den Pearson
Korrelationskoeffizienten, welcher aus den BestimmtheitsmaflRen aus Abbildung 30

berechnet wurde. Zudem sind die Ergebnisse fir die lineare Regression gelistet.

Tabelle 37: Korrelationskoeffizienten nach Spearman und Pearson sowie die Ergebnisse der
linearen Regression fiir den Vergleich zwischen multiplexem Immunoassay, kompetitivem
ELISA und den HPLC-Messungen des Universitatsklinikums in Tubingen.

Korrelationskoeffizienten

multiplexer Inmunoassay & multiplexer Inmunoassay &
Analyt ELISA (n=11) HPLC (n=30)
Spearman Pearson Zusammen- [ Spearman Pearson Zusammen-

rs R hang Is R hang
Dopamin 0,96 0,98 perfekt 0,98 0,99 perfekt
Adrenalin 0,89 0,88 hoch 1,0 - perfekt*
Noradrenalin 0,92 0,94 perfekt 0,98 0,95 perfekt
Metanephrin 0,79 0,77 deutlich 0,70 0,72 deutlich
Normetanephrin 0,53 0,43 mafig 0,76 0,89 deutlich
Serotonin 0,94 0,94 perfekt - - -

Ergebnisse der linearen Regression

Dopamin ELISA = 1,16 Multiplex + 25,59 HPLC = 0,82 Multiplex +11,07
Adrenalin ELISA = 0,76 Multiplex + 2,17 -
Noradrenalin ELISA = 9,11 Multiplex + 14,22 HPLC = 11,89 Multiplex -3,22
Metanephrin ELISA = 1,76 Multiplex + 8,73 HPLC = 3,3 Multiplex +13,56
Normetanephrin | ELISA = 2,54 Multiplex + 21,02 HPLC = 15,68 Multiplex +3,49
Serotonin ELISA = 1,55 Multiplex + 4,03 -

* Fur Adrenalin konnte kein Korrelationsdiagramm fiir den Vergleich zwischen multiplexem Immunoassay und
HPLC erstellt werden, da hier die Adrenalinkonzentrationen nur bei drei der 30 Proben oberhalb des LLOQ
der HPLC-Methode lagen (5 ng/mL). Allerdings wurden fur diese 27 Proben auch im multiplexen
Immunoassay Konzentrationen < 5 ng/mL ermittelt, sodass man auch hier von einer sehr guten Korrelation
zwischen multiplexem Immunoassay und den HPLC-Messungen ausgehen kann.

Wie aus Tabelle 37 hervorgeht, korreliert der multiplexe Immunoassay fur Catecholamine
sehr gut sowohl mit dem kompetitiven ELISA der Firma LDN als auch mit den HPLC-
Messungen. Fur Metanephrin ist die Korrelation zwischen multiplexen Immunoassay und
dem kompetitiven ELISA sowie den HPLC-Messungen gut, fir Normetanephrin zeigt sich

zwar ebenfalls eine gute Korrelation mit den HPLC-Messungen, jedoch nur eine méliige
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Korrelation mit dem kompetitiven ELISA. Fir Serotonin ist die Korrelation mit dem ELISA
sehr gut.

Das beste Ergebnis wurde fir Dopamin erhalten. Hier besteht ein perfekter
Zusammenhang zwischen den Ergebnissen im multiplexen Immunoassay und den
Ergebnissen im ELISA bzw. der HPLC. Die Steigung von 1,16 aus der linearen
Regression gibt an, dass der ELISA im Durchschnitt leicht héhere Konzentrationen ergibt
als der multiplexe Assay, wohingegen die Steigung von 0,82 aus der linearen Regression
fur den Vergleich mit HPLC zeigt, dass mit der HPLC im Durchschnitt etwas niedrigere
Konzentrationen gemessen werden als im multiplexen Assay.

Fur Adrenalin besteht ebenfalls ein hoher Zusammenhang zwischen den Ergebnissen aus
dem multiplexen Assay und aus dem ELISA. Die Steigung von 0.76 zeigt an, dass der
ELISA geringere Mengen an Adrenalin quantifiziert als der multiplexe Assay, jedoch
konnte beobachtet werden, dass dies hauptsachlich fir hohe Konzentrationen gilt. Im
niedrigen Konzentrationsbereich ergeben sich im ELISA leicht h6here Konzentrationen als
im multiplexen Assay (siehe Anhang Tabelle 47). Fur den Vergleich mit den HPLC-
Messungen standen nur 3 Messwerte zur Verfliigung, die restlichen 27 lagen bei beiden
Methoden unterhalb von 5 ng/mL, dem LLOQ der HPLC-Methode. Allerdings konnte
beobachtet werden, dass im multiplexen Assay deutlich hohere Konzentrationen
gemessen werden als mit der HPLC-Methode (siehe Anhang Tabelle 47).

Fur Noradrenalin besteht ebenfalls ein perfekter Zusammenhang zwischen dem
multiplexen Assay und dem ELISA bzw. den HPLC-Messungen. Jedoch zeigen hier die
Steigungen von 9,11 bzw. 11,89 dass im multiplexen Assay wesentlich weniger
Noradrenalin gemessen wird als im ELISA oder mittels HPLC. Im Mittel quantifiziert der
multiplexe Immunoassay demnach etwa 10-mal weniger Noradrenalin als die anderen
beiden Methoden.

Fur Metanephrin ergibt sich nur ein deutlicher Zusammenhang zwischen den jeweiligen
Messmethoden und auch hier werden im ELISA bzw. mittels HPLC hdhere Metanephrin-
konzentrationen gemessen als im multiplexen Assay.

Fur Normetanephrin ergibt sich fur den Vergleich mit dem ELISA nur ein maRiger
Zusammenhang, fur den Vergleich mit der HPLC jedoch ein deutlicher Zusammenhang.
Wie auch bereits bei Noradrenalin festgestellt, sind die quantifizierten Mengen an
Normetanephrin im multiplexen Assay wesentlich geringer als die im ELISA oder mittels
HPLC quantifizierten Mengen, wobei sich auch hier die im ELISA und mittels HPLC

bestimmten Konzentrationen sehr stark unterscheiden (siehe Anhang Tabelle 48).
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Fur Serotonin ist der Zusammenhang zwischen multiplexem Assay und ELISA perfekt,
hier werden im ELISA leicht hohere Konzentrationen gemessen als im multiplexen Assay
(Steigung 1,55).

Um zu klaren, woher die starke Abweichung der quantifizierten Noradrenalin- bzw.
Normetanephrinmenge zwischen multiplexem Immunoassay und ELISA bzw. HPLC
kommt, wurden verschiedene Versuche durchgefiihrt. Zunachst wurde mit Hilfe einer
Urinprobe mit zugesetztem synthetischen Noradrenalin (gespikte Urinprobe) und
verschiedenen Urinproben von Patienten getestet, wie hoch die Wiederfindungsrate im
multiplexen Assay und im ELISA ist. Daftir wurden auch die fir den multiplexen Assay mit
NHS-PEG,,-Biotin acylierten Proben im ELISA vermessen um auszuschlie3en, dass die
Unterquantifizierung mit dem Acylierungsreagenz zusammenhéngt. Die Urinprobe,
welcher 50 ng/mL Noradrenalin zugesetzt wurden, wurde ebenfalls ohne Zusatz von
Noradrenalin vermessen, um die endogene Konzentration an Noradrenalin in dieser
Probe zu bestimmen. Die bestimmte endogene Konzentration wurde dann von der
Konzentration, die in der gespikten Probe gemessen wurde, abgezogen. Das Ergebnis ist
in Abbildung 31 dargestellt.

Noradrenalin

m multiplexer Assay (NHS-PEG12-Biotin) ELISA (NHS-Biotin) M ELISA (NHS-PEG12-Biotin)

D e

L

korrekte Quantifizierung des
zugesetzten Noradrenalins

starke Unterquantifizierung des
endogenen Noradrenalins

Noradrenalin [ng/mL]

gesunder gesunder Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4
Urinspender Urinspender

+50ng/mL (endogen)
Noradrenalin

Abbildung 31: Vergleich der im multiplexen Assay und im ELISA quantifizierten Menge an
Noradrenalin. Um zu ermitteln, worin der Grund fur die Unterquantifizierung des Noradrenalins im
multiplexen Immunoassay liegt, wurden zu einer Urinprobe eines gesunden Probanden 50 ng/mL
Noradrenalin zugesetzt. Zudem wurde diese Urinprobe ohne Zusatz gemessen, um die endogene
Konzentration an Noradrenalin in dieser Probe zu ermitteln. Ebenso wurden vier Patientenproben
analysiert. Zusatzlich wurden die fir den multiplexen Immunoassay mit NHS-PEG,-Biotin
acylierten Proben im ELISA vermessen, um einen Einfluss des Acylierungsreagenzes auf diesen
Effekt auszuschlief3en.
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Wie in Abbildung 31 zu sehen ist, konnte mit diesem Versuch die Unterquantifizierung von
endogenem Noradrenalin im multiplexen Assay bestatigt werden. Sowohl beim gesunden
Urinspender als auch bei den vier Patienten wird im multiplexen Immunoassay wesentlich
weniger Noradrenalin quantifiziert als im ELISA. Jedoch sind die Konzentrationen, die im
ELISA in den mit NHS-PEG,-Biotin acylierten Proben ermittelt wurden, wesentlich hdher
und entsprechen in etwa den Konzentrationen, wie sie im ELISA gemessen wurden, der
dem Herstellerprotokoll entsprechend mit NHS-Biotin durchgefiihrt wurde. Daher kann
ausgeschlossen werden, dass die Unterquantifizierung im multiplexen Assay durch das
Acylierungsreagenz zustande kommt. Vergleicht man nun jedoch die gemessenen
Konzentrationen fur die Urinprobe, welcher 50 ng/mL Noradrenalin zugesetzt wurden,
kann man sehen, dass hier sowohl der ELISA als auch der multiplexe Immunoassay
richtig quantifizieren. Die Wiederfindungsrate betragt hier fir den multiplexen
Immunoassay 117 % und fir den ELISA (NHS-Biotin) 93 % sowie fiir den ELISA
(NHS-PEG,-Biotin) 122 %. Somit konnte mit diesem Versuch gezeigt werden, dass im
multiplexen Assay zwar das in eine Urinprobe gespikte, synthetisch hergestellte
Noradrenalin richtig quantifiziert wird, jedoch nicht das endogen in einer Urinprobe
enthaltene Noradrenalin.

Um nun eine Ursache fir diese Beobachtung zu ermitteln wurde Uberprift, ob die
Unterquantifizierung im multiplexen Assay mit dem Vorhandensein zweier verschiedener
Stereoisomere des Noradrenalins zusammenhangen kdnnte. Zwar wurde nur synthetisch
hergestelltes L-Noradrenalin zu der Urinprobe zugesetzt, demzufolge dasselbe
Stereoisomer, das auch natlrlicherweise beim Menschen vorkommt, jedoch erfolgte die
Immunisierung der Kaninchen gegen die D- sowie L-Form von Noradrenalin. Um einen
mdglichen Zusammenhang hiermit zu klaren, wurde der Versuch wie oben beschrieben
wiederholt, dabei aber auch Noradrenalin in D- und L-Form der Urinprobe zugesetzt. Das

Ergebnis ist in Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: Vergleich der im multiplexen Assay und im ELISA quantifizierten Menge an
Noradrenalin bei Verwendung unterschiedlicher Sterecisomere des Noradrenalins. Um zu
ermitteln, ob der Grund fir die Unterquantifizierung des Noradrenalins im multiplexen
Immunoassay mit dem Vorhandensein zweier verschiedener Stereoisomere des Noradrenalins
zusammenhangt, wurde fir die Erstellung der Standardkurve ein synthetisch hergestelltes
L-Noradrenalin sowie ein synthetisch hergestelltes D- und L-Noradrenalin-Gemisch verwendet.
Zudem wurde zu einer Urinprobe eines gesunden Probanden 50 ng/mL L-Noradrenalin bzw. das
Gemisch aus D- und L-Noradrenalin zugesetzt. Des Weiteren wurde diese Urinprobe ohne Zusatz
gemessen, um die endogene Konzentration an Noradrenalin in dieser Probe zu ermitteln. Ebenso
wurden vier Patientenproben analysiert. Die im multiplexen Assay quantifizierten
Noradrenalinkonzentrationen wurden mit den im ELISA gemessenen Konzentrationen verglichen.

Wie in Abbildung 32 zu sehen ist, besteht kein Unterschied zwischen der Verwendung
von L-Noradrenalin und D,L-Noradrenalin im multiplexen Immunoassay. Sowohl zur
Urinprobe zugesetztes L-Noradrenalin als auch D,L-Noradrenalin werden Kkorrekt
quantifiziert und mit beiden Substanzen werden in den Patientenproben dieselben
endogenen Noradrenalinkonzentrationen bestimmt. Jedoch sind diese wesentlich geringer
als die im ELISA quantifizierten endogenen Noradrenalinkonzentrationen. Dass die in
diesem Versuch im multiplexen Assay bestimmten Noradrenalinkonzentrationen niedriger
sind, als die im vorherigen Versuch ermittelten Konzentrationen liegt an der Verwendung
unterschiedlicher Mikrospharen-Chargen in den beiden multiplexen Immunoassays.
Demzufolge liegt die Diskrepanz zwischen der Quantifizierung von endogenem

Noradrenalin im multiplexen Assay und im ELISA nicht an der Chiralitat von Noradrenalin.

Eine weitere Ursache fur die starke Unterquantifizierung von endogenem Noradrenalin im
multiplexen Immunoassay koénnte darin liegen, dass das endogene Noradrenalin im
Gegensatz zum frisch gespikten Noradrenalin durch andere Bestandteile im Urin maskiert

sein konnte. Es konnte daher sein, dass die Bindungsstelle fir den Antikorper, der im
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multiplexen Assay verwendet wird, blockiert ist und dieser daher nicht an sein Antigen
binden kann, wahrend der im ELISA verwendete Antikdrper trotzdem oder an einer
anderen Stelle bindet. Daher wurde versucht, nach der Elution der modifizierten Analyten
von der Extraktionsplatte durch Erhitzen der salzsauren Extrakte fir 1 h bei 90 °C
eventuell vorhandene Maskierungen der Epitope zu entfernen. Das Ergebnis dieses
Versuchs ist in Abbildung 33 dargestellit.

Noradrenalin

M ohne Hydrolyse mit Hydrolyse ELISA MWHPLC - - - Sollkonzentration
200

quantifizierte Menge an gespiktem quantifizierte Menge an endogenem
Noradrenalin mit und ohne Hydrolyse Noradrenalin mit Hydrolyse wesentlich
identisch hoher
150 B—— . [

RIFHIN

endogen  +50ng/mL +100 ng/mL + 150 ng/mL Patient1 | Patient2 @ Patient3  Patient4  Patient5 Patient 6

Noradrenalin [ng/mL]

gespikte Urinproben

+ X ng/mL Noradrenalin Patienten

Abbildung 33: Quantifizierung von Noradrenalin im multiplexen Immunoassay nach saurer
Hydrolyse und Vergleich mit ELISA- und HPLC-Messungen. Um zu ermitteln, ob der Grund fir
die Unterquantifizierung des endogenen Noradrenalins im multiplexen Immunoassay durch eine
Maskierung der Epitope zu Stande kommt, wurde nach der Elution von der Extraktionsplatte die
Halfte der salzsauren Extrakte fir 1 h bei 90 °C hydrolysiert, die andere Halfte in dieser Zeit bei
4 °C gelagert. Nach Abkihlen auf RT wurden die Extrakte enzymatisch umgewandelt und im
multiplexen Catecholamin-Assay analysiert. Es wurden sowohl gespikte Urinproben mit frisch
zugesetztem synthetisch hergestellten Noradrenalin als auch Patientenproben gemessen. Die
Messergebnisse fir die Patienten mit und ohne Hydrolyse wurden mit den Ergebnissen aus ELISA-
und HPLC-Messungen fir diese Patienten verglichen. Fur Patient 6 stand kein Messwert fir den
ELISA zur Verfligung.

Wie in Abbildung 33 zu sehen ist, ist die gemessene Konzentration an endogenem
Noradrenalin nach saurer Hydrolyse wesentlich héher als ohne Hydrolyse und liegt nahe
an den im ELISA oder mit HPLC ermittelten Konzentrationen. Wahrend sowohl ohne
Hydrolyse als auch mit Hydrolyse fr die gespikten Urinproben dieselben Konzentrationen
ermittelt werden und diese den Sollkonzentrationen entsprechen, erfolgt ohne Hydrolyse
weiterhin eine starke Unterquantifizierung des endogenen Noradrenalins. Mit Hydrolyse
jedoch werden im multiplexen Catecholamin-Assay &hnliche Konzentrationen in den

Patientenproben ermittelt wie bei der Quantifizierung mittels ELISA oder HPLC.
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4.9 Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und

Serotonin im Urin von Patienten

Nach Abschluss der Entwicklungs- und Validierungsphase sowie dem Vergleich mit den
kompetitiven ELISAs der Firma LDN anhand gespikter Urinproben wurden der multiplexe
Catecholamin-lmmunoassay zur Quantifizierung von Dopamin, Adrenalin und
Noradrenalin  sowie der multiplexe Metanephrin/Serotonin-Immunoassay  zur
Quantifizierung von Metanephrin, Normetanephrin, 3-Methoxytyramin und Serotonin fur
die Quantifizierung dieser Analyten in humanem Urin von Patienten mit unterschiedlichen
Krankheitshildern eingesetzt. Dies diente dazu, die Anwendbarkeit der entwickelten
Assays fur humanen Patientenurin zu demonstrieren und zu zeigen, dass Unterschiede in
der Konzentration dieser Analyten im Urin zuverlassig erfasst und damit gesunde von
kranken Individuen unterschieden werden kdonnen. Dazu stand Urin von Patienten mit
einem histologisch gesicherten Phdochromozytom zur Verfligung, bei denen vor und nach
operativer Entfernung des Tumors Urin gesammelt wurde. Des Weiteren wurden die
Catecholamine, Metanephrine und Serotonin in Urinproben von Patienten mit
Gedachtnisstoérungen bestimmt. Dartber hinaus stand ein grof3es Set an Urinproben von
Patienten mit verschiedenen Nierenerkrankungen fur die Demonstration der
Anwendbarkeit der multiplexen Immunoassays zur Verfuigung. Die Durchfiihrung der
multiplexen Assays erfolgte hier ohne saure Hydrolyse zur Verbesserung der
Wiederfindungsrate des endogenen Noradrenalins bzw. Normetanephrins, da die
Quantifizierung der Analyten in den Patientenproben bereits durchgefiihrt wurde,
nachdem im Vergleich mit den kompetitiven ELISAs der Firma LDN anhand gespikter
Urinproben eine sehr gute Ubereinstimmung gezeigt werden konnte. Der Vergleich mit
den HPLC-Messungen sowie die Versuche zur sauren Hydrolyse wurden erst im
Anschluss an die Messung der Patientenproben durchgefiihrt, um die dort beobachtete

Unterquantifizierung des Noradrenalins bzw. Normetanephrins abzuklaren.
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4.9.1 Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin im Urin

von Patienten mit einem Ph&ochromozytom

Bei den von der Charité - Universitatsmedizin in Berlin bereitgestellten Urinproben handelt
es sich um Urin von drei weiblichen Patienten mit einem histologisch gesicherten
Phaochromozytom der rechten oder linken Nebenniere. Bei diesen Patientinnen wurde
Spontanurin jeweils vor und nach der laparoskopischen Adrenalektomie gesammelt. Die
Urinproben wurden mit Hilfe der multiplexen Immunoassays analysiert. Da es sich um
Spontanurin handelte, erfolgte zusatzlich die Bestimmung von Kreatinin als Referenz. Die
Konzentrationen der Analyten bei den Phaochromozytom-Patienten wurden mit der
Konzentration dieser Analyten bei gesunden Spendern verglichen. Abbildung 34 zeigt die
Ergebnisse der Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin im

Urin der Ph&ochromozytom-Patienten.
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Abbildung  34: Quantifizierung  von
Catecholaminen, Metanephrinen und
Serotonin in humanem Patientenurin. Mit
Hilfe der multiplexen Immunoassays wurden
Dopamin, Adrenalin, Noradrenalin,
Metanephrin, Normetanephrin, 3-Methoxy-
tyramin und Serotonin im Urin von Patienten
mit einem Phaochromozytom quantifiziert.
Dabei wurden die Konzentrationen der
Analyten im Urin vor und nach Adrenalektomie
mit den Konzentrationen im Urin gesunder
Probanden verglichen. Die Konzentration der
Analyten wurde auf Kreatinin referenziert
(Angabe in nmol Analyt/ mmol Kreatinin).
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Abbildung 34 zeigt die Konzentrationen fir die Catecholamine, Metanephrine und
Serotonin, die mittels der multiplexen Immunoassays im Urin der Phaochromozytom-
Patienten ermittelt wurden.

Fur Dopamin konnte ermittelt werden, dass kein wesentlicher Unterschied zwischen der
Dopaminkonzentration im Urin der Patienten vor und nach der laparoskopischen
Adrenalektomie besteht und dass diese Konzentrationen auch im Bereich der
Dopaminkonzentration im Urin gesunder Probanden liegen. Fur Adrenalin konnte bei den
Patienten 1 und 3 erwartungsgemal’ eine starke Reduktion der Adrenalinkonzentration im
Urin nach operativer Entfernung des Tumors festgestellt werden. Wahrend vor der
Operation die Adrenalinkonzentration weit Gber der Konzentration von Adrenalin im Urin
gesunder Spender lag, lag die Konzentration nach der Operation sogar knapp unterhalb
des LLOQ und somit wieder im gleichen Bereich wie bei gesunden Spendern. Eine
Ausnahme bildet jedoch Patient 2, bei dem nach der Adrenalektomie eine Erh6hung der
Adrenalinkonzentration im Urin beobachtet wurde. Hier war die Adrenalinkonzentration im
Urin vor der operativen Entfernung des Tumors im Vergleich zu den gesunden Probanden
nicht erhoht. Dasselbe Ergebnis wurde fir Noradrenalin und Metanephrin erhalten. Bei
Metanephrin liegen die Konzentrationen im Urin von Patient 2 vor und nach der Operation
unterhalb des LLOQ, allerdings ist dieser fur den Metanephrin-Assay auch sehr hoch. Fur
Normetanephrin wird fur alle Patienten das erwartete Ergebnis erhalten, n&mlich die
starke Reduktion der Normetanephrinkonzentration im Urin nach der Adrenalektomie in
einen Konzentrationsbereich, der bei gesunden Spendern ermittelt wurde. Fur
3-Methoxytyramin wird ein dhnliches Ergebnis erhalten wie fir Dopamin, allerdings stellt
Patient 2 auch hier eine Ausnahme dar, da sich die 3-Methoxytyraminkonzentration im
Urin nach der Operation stark erhoht. Bei Serotonin besteht ebenfalls kein
Konzentrationsunterschied im Urin vor und nach der Adrenalektomie, hier liegen die
Konzentrationen in beiden Fallen in einem &ahnlichen Bereich wie bei gesunden

Probanden.
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4.9.2 Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin im Urin

von Patienten mit Gedachtnisstérungen

Als eine weitere Anwendung der multiplexen Immunoassays wurden Catecholamine,
Metanephrine und Serotonin im Urin von Patienten mit Gedachtnisstérungen quantifiziert.
Diese Patienten litten vorwiegend an einer leichten kognitiven Stérung oder aber an einer
Alzheimer- bzw. Parkinson-Demenz. Wie bereits in der Einleitung beschrieben, kommt es
bei Morbus Alzheimer zu einer Schadigung von Neuronen, besonders von cholinergen
und noradrenergen Neuronen, bei Morbus Parkinson dagegen zu einer Schadigung
dopaminerger Neuronen. Dabei soll es auch zu einer Reduktion der Catecholamine im
Plasma und im Urin von Alzheimer-Patienten kommen [56]. Um dies zu Uberprifen,
wurden die im Urin von Patienten gemessenen Konzentrationen der Analyten mit denen

gesunder Probanden verglichen. Das Ergebnis ist in Abbildung 35 dargestellt.
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Wie in Abbildung 35 zu sehen ist, konnten mit Hilfe der multiplexen Immunoassays die
Catecholamine, Metanephrine und Serotonin erfolgreich im Spontanurin von Patienten mit
verschiedenen Gedachtnisstérungen quantifiziert werden. Man kann fir alle Analyten
deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Patienten beobachten. So gibt es sowohl
Patienten mit wesentlich hoheren als auch Patienten mit wesentlich niedrigeren
Konzentrationen der Analyten als bei den gesunden Probanden. Um eine statistische
Aussage daruber treffen zu kénnen, bei welchen Patienten die Konzentration der Analyten
im Urin tatsachlich stark von derjenigen der anderen Patienten abweicht, wurde der
Ausreil3ertest nach Grubbs zur Bestimmung von Ausreiern durchgefihrt. Demnach
weisen nur 3 der 19 Patienten signifikant héhere Konzentrationen auf als die anderen
Patienten. Patient 7 und 9 zeigen eine signifikant hdhere Konzentration an Dopamin
(PG = 4,129 bei Patient 7, PG = 3,366 bei Patient 9) und 3-Methoxytyramin (PG = 4,126
bei Patient 7, PG = 2,998 bei Patient 9) im Urin, Patient 9 auch eine deutlich erhdhte
Konzentration an Serotonin (PG = 3,092). Patient 12 hingegen zeigt eine signifikant
erhohte Konzentration an Noradrenalin (PG = 3,246). Um zu beurteilen, bei welchen
Patienten die Konzentration der Analyten im Urin stark von derjenigen bei den gesunden
Probanden abweicht, wurde ermittelt, bei welchen Patienten die Konzentration der
Analyten hoher oder niedriger ist als der Mittelwert der Konzentration bei gesunden
Spendern plus 3x der Standardabweichung des Mittelwerts. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 38 dargestellt.
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Tabelle 38: Patienten mit einer hdheren (>) oder niedrigeren (<) Konzentration der Analyten
im Urin als der Mittelwert der Konzentration * 3x SD bei gesunden Spendern.

Konzentration niedriger (<) oder héher (>) als
_ Mittelwert = 3 x SD
Patient Nr. bei den gesunden Spendern?
Dopamin Adrenalin Noradrenalin | MN | NMN | 3-MT | Serotonin
1 - - - - > - -
2 - - > - > - <
3 - - - - > > -
4 - > > - > - <
5 - - > - > - -
6 - - - - > - -
7 > - - - > > >
8 - > - - - - -
9 > > > > > > >
10 - - - - < - -
11 - - - - - - -
12 - - > - > > <
13 - - - - > - <
14 - - - - > - <
15 - - < - - - <
16 - > - - > - <
17 - - - - - - <
18 - > - - > - -
19 - - - - < - -

Tabelle 38 zeigt, dass bei fast allen Patienten die Konzentration mindestens eines
Analyten um mehr als 3x SD vom Mittelwert bei gesunden Spendern abweicht, fir Patient
9 sogar bei allen Analyten. Auffallig ist, dass bei Serotonin die Konzentration im Urin der
Patienten meistens viel niedriger ist als bei den gesunden Spendern. Kombiniert man nun
die Ergebnisse des Ausreil3ertests nach Grubbs und die Ergebnisse aus Abbildung 35
und Tabelle 38 so kann man sagen, dass bei den Patienten 7, 9 und 12 eine signifikante
Erhohung der Konzentration einiger Analyten im Vergleich zu anderen Patienten und
gesunden Spendern vorliegt, bei den Patienten 4, 8, 16 und 18 die Adrenalin-
konzentration wesentlich hoher ist als bei gesunden Spendern und Patient 2 eine
wesentlich hdhere Konzentration an Noradrenalin aufweist als gesunde Spender. Des

Weiteren kann man bei Patient 15 eine wesentlich geringere Noradrenalinkonzentration
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und bei den Patienten 2, 12, 13, 14 und 17 eine wesentlich geringere Serotonin-
konzentration als bei gesunden Probanden feststellen. Fir alle anderen Patienten, die in
Tabelle 38 gelistet sind, bestehen keine oder nur geringe Konzentrationsunterschiede im

Vergleich zu den gesunden Spendern.

4.9.3 Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin im Urin

von Patienten mit verschiedenen Nierenerkrankungen

Neben den Urinproben der Phaochromozytom-Patienten und der Patienten mit
Gedachtnisstérungen standen Urinproben von Patienten zur Verflgung, bei denen
verschiedene Nierenerkrankungen diagnostiziert wurden. Da die Ausscheidung von
Catecholaminen, Metanephrinen und ihren Metaboliten und Konjugaten lber den Urin
erfolgt, wirkt sich eine veranderte Nierenfunktion auf die Konzentration der Analyten im
Plasma und im Urin aus. Demzufolge sinkt zum Beispiel die Exkretion von
Catecholaminen und konjugierten Metanephrinen im Urin bei fortgeschrittenem
Nierenversagen merklich, was zu einer Erh6hung der Catecholamine, konjugierten
Metanephrine und des Metaboliten Vanillinmandelsaure im Plasma fuhrt [132-134]. Daher
wurde in den Urinproben dieser Patienten mit Hilfe der multiplexen Immunoassays
untersucht, ob sich Unterschiede in den Konzentrationen von Catecholaminen, freien
Metanephrinen und Serotonin im Vergleich zu gesunden Probanden ermitteln lassen. Es
handelte sich dabei um Patienten mit einer Vaskulitis (n=14), einer fokal segmentalen
Glomerulosklerose (FSGS, n=16), einer membrantsen Glomerulonephritis (membrandse
GN, n=8), einer IgA-Nephropathie (n=10), einer hypertensiven Nephropathie
(hypertensive NP, n=12) oder einer diabetischen Nephropathie (diabetische NP, n=4).
Zusatzlich zeigten einige Patienten nur minimale histologische Veranderungen (n=6) oder
zeigten Symptome, waren aber ohne Befund (n=13). Diese Gruppen wurden mit

gesunden Kontrollen (n=18) verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 36 dargestellt.
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Wie in Abbildung 36 zu sehen ist, gibt es fir manche Analyten und Patientengruppen
groRRere Unterschiede in der Konzentration als fir andere. Aufféllig ist beispielsweise die
niedrige Adrenalinkonzentration und erhdhte Konzentration an 3-Methoxytyramin bei den
Patienten mit diabetischer Nephropathie. Ebenso ist auffallig, dass alle Patientengruppen
eine hohere Normetanephrinkonzentration aufweisen als die gesunden Kontrollen. Um zu
beurteilen, ob sich die Konzentrationen der Analyten bei den unterschiedlichen Patienten
signifikant von den Konzentrationen bei gesunden Probanden unterscheiden, wurden
t-Tests bzw. Wilcoxon-Tests durchgefihrt und jeweils die p-Werte berechnet. Dabei
wurde das Signifikanzniveau auf 1 % festgesetzt, entsprechend einem p-Wert von 0,01. In
Tabelle 39 sind p-Werte flr diejenigen Gruppen dargestellt, bei denen ein signifikanter
Unterschied in der Analytkonzentration zwischen erkrankten und gesunden Personen

nachgewiesen werden konnte.

Tabelle 39: p-Werte fiir den Vergleich der Analytkonzentrationen bei Patienten mit einer
Nierenerkrankung und gesunden Probanden. Ein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen besteht, wenn p < 0,01 ist. Es sind nur diejenigen Gruppen aufgefiihrt, fir welche
ein signifikanter Unterschied in der Analytkonzentration zwischen erkrankten und gesunden
Personen ermittelt werden konnte. FSGS = fokal segmentale Glomerulosklerose.

p-Werte
Analyten Erkrankung ) )

Vergleich Patienten — gesunde Probanden

Dopamin Vaskulitis 0,0030

FSGS 0,00020

hypertensive Nephropathie 0,00030

Adrenalin FSGS 0,0021

diabetische Nephropathie 0,0019

Noradrenalin - -

Metanephrin FSGS 0,0037
Normetanephrin FSGS 0,0000021
diabetische Nephropathie 0,0025
ohne Befund 0,00056
3-Methoxytyramin FSGS 0,00050
diabetische Nephropathie 0,0019
Serotonin - -
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Die p-Werte zeigen, dass fur die Patienten mit fokal segmentaler Glomerulosklerose und
diabetischer Nephropathie signifikante Unterschiede zu gesunden Probanden bei
mehreren Analyten bestehen. Bei Patienten mit FSGS konnte eine signifikante Reduktion
der Konzentration an Dopamin und Adrenalin im Urin ermittelt werden, auch die
Noradrenalinkonzentration ist im Vergleich zu gesunden Personen, wenn auch nicht
signifikant, geringer, sodass hier allgemein eine Reduktion der Catecholamine im Urin der
FSGS Patienten vorliegt. Dagegen sind die Konzentrationen an Metanephrin,
Normetanephrin und 3-Methoxytyramin im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant
hoher. Bei den Patienten mit diabetischer Nephropathie ist die Adrenalinkonzentration im
Vergleich zu den gesunden Spendern stark verringert, die Konzentration an
Normetanephrin und 3-Methoxytyramin hingegen stark erhéht. Die Patienten mit
Vaskulitis bzw. hypertensiver Nephropathie zeigen hingegen nur eine signifikante
Reduktion der Dopaminkonzentration im Urin. Auffallig ist die signifikant erhohte
Normetanephrinkonzentration bei den Patienten ohne Befund und auch Patienten, bei
welchen nur minimale histologische Veranderungen festgestellt werden konnten, zeigen
eine erhohte Konzentration an Normetanephrin. Fir Noradrenalin und Serotonin konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patientengruppen und gesunden
Probanden ermittelt werden.

Um zu untersuchen, ob es allgemein zwischen Patienten mit einer Nierenerkrankung und
gesunden Probanden Unterschiede in den Konzentrationen der Analyten im Urin gibt,
wurde eine hierarchische Clusteranalyse durchgefiihrt. Hierzu wurden noch funf Patienten
mit in die Analyse einbezogen, von denen zwei an einer Amyloidose, zwei an einer
tubulointerstitiellen Nephritis und einer an einer postinfektiésen Glomerulonephritis litten.

Die Ergebnisse sind in Form einer Heatmap in Abbildung 37 dargestellit.
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Abbildung 37: Hierarchische Clusteranalyse zur Identifizierung von Analyten mit
unterschiedlichen Konzentrationen bei Patienten und gesunden Probanden. Bei den
Patienten, bei welchen verschiedene Nierenerkrankungen vorlagen, wurden die Catecholamine
Dopamin, Adrenalin und Noradrenalin sowie Metanephrin, Normetanephrin, 3-Methoxytyramin und
Serotonin im Urin mit Hilfe der multiplexen Immunoassays quantifiziert. Die erhaltenen
Analytkonzentrationen wurden auf den Kreatiningehalt im Urin referenziert. AnschlieRend wurde
mit den Daten eine hierarchische Clusteranalyse (Pearson Korrelationskoeffizient, vollstandige
VerknUpfung) durchgefuhrt, die Ergebnisse sind entsprechend der Farbcodierung dargestellt. Rot
bedeutet eine hohe Konzentration des jeweiligen Analyten, griin dagegen eine niedrige
Konzentration, in schwarz werden mittlere Konzentrationen dargestellt. Die einzelnen Proben sind
senkrecht, die Analyten waagerecht aufgetragen.

Wie in Abbildung 37 zu sehen ist, kann eine Gruppe von Patienten identifiziert werden, die
eine starke Erhdhung der Metanephrine aufweist. Dabei handelt es sich um 20 Patienten,
bei denen die Konzentration an Metanephrin, Normetanephrin und 3-Methoxytyramin
stark erhoht ist. Da die Konzentrationen fir Dopamin und Serotonin viel hoher sind als fur
die restlichen Analyten, sind fir diese Analyten die meisten Proben rot gefarbt, jedoch
kann man hier sehen, dass einige der Patienten mit erhohter Konzentration an
Metanephrinen auch eine Reduktion der Dopaminkonzentration aufweisen. Allerdings
gehoren diese 20 Patienten verschiedenen Gruppen an, sodass keine Verbindung
zwischen einer erhdhten Konzentration an Metanephrinen und einer bestimmten

Nierenerkrankung ermittelt werden konnte.
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4.10 Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und

Serotonin im Urin von Alpha-Adrenozeptor-Knockout-Mausen

In Zusammenarbeit mit der Universitat in Turku, Finnland wurden in Urinproben von
M&ausen mit einem Alpha-Adrenozeptor-Knockout Catecholamine, Metanephrine und
Serotonin mit Hilfe der multiplexen Immunoassays quantifiziert. In der Studie der
Universitat Turku sollte die Rolle von Stress auf die Entwicklung von Fettleibigkeit und
Stoffwechselerkrankungen bei Mausen untersucht werden. Dazu wurden drei
Versuchstiergruppen eingesetzt, zwei genmodifizierte Mausstamme und ein Wildtyp-
Kontrollstamm. Dabei besitzen die beiden genmodifizierten Stamme einen Adrenozeptor-
Knockout. Die erste Gruppe besitzt einen Knockout des Alpha-2A-Adrenozeptors, die
zweite Gruppe einen Knockout des Alpha-2A- und des Alpha-2C-Adrenozeptors. Beide
Gen-Knockouts fuhren zu einer erhdhten Aktivitdt des Sympathikus sowie einer erhdhten
Catecholamin-Sekretionsrate. Es wurde im Rahmen der Studie untersucht, ob eine
chronisch erhdhte Sympathikusaktivitdt, ein Zustand, welcher auch durch Stress
hervorgerufen wird, diese Mause anfélliger fir die Entwicklung von Fettleibigkeit macht
oder ob genau das Gegenteil der Fall ist und die Uberm&Rige und unkontrollierte
Sekretion an Catecholaminen diese vor einer Gewichtszunahme schitzt. Dazu wurden
alle drei Stamme zun&chst mit einer normalen und anschliel3end Uber einen Zeitraum von
zwei Wochen mit einer fettreichen Kost (45 % Fett) erndhrt. Es wurde jeweils vor und
nach der Ernahrung mit fettreicher Kost der 24 h Urin der Mause gesammelt. Um zu
untersuchen, ob eine fettreiche Erndhrung unterschiedliche Effekte bei den
Urinkonzentrationen der Analyten bei den Knockout- und Wildtyp-Mausen hervorruft,
wurden die Proben mit Hilfe des multiplexen Catecholamin- und multiplexen
Metanephrin/Serotonin-Assays analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 38 anhand

von Box-Whisker-Plots dargestellt.
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Abbildung 38: Box-Whisker-Plots fur die
Ergebnisse der Quantifizierung von
Catecholaminen, Metanephrinen und
Serotonin im Urin von M&ausen mit einem
Adrenozeptor-Knockout. Mit Hilfe der
multiplexen  Immunoassays wurden die
Catecholamine, Metanephrine und Serotonin
im 24h Urin von drei verschiedenen
Mausstdimmen quantifiziert, einem Alpha-2A-
Adrenozeptor-Knockoutstamm, einem Alpha-
2AC-Adrenozeptor-Knockoutstamm sowie
einem Wildtyp-Stamm zum Vergleich. Die
Tiere  wurden zunédchst normal und
anschlielBend mit einer fettreichen Kost (45 %
Fett) erndhrt. Die Anzahl der Tiere pro
Gruppe betrug: Alpha-2AC-Knockout: 16
Tiere, Alpha-2A-Knockout und Wildtyp jeweils
18 Tiere.
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In Abbildung 38 ist zu sehen, dass sehr deutliche Unterschiede zwischen den
Konzentrationen der Analyten im Urin bei normaler Ernahrung und bei fettreicher Kost
bestehen, sowohl bei den beiden Knockout-Stammen als auch beim Wildtyp. Vor allem
bei dem Doppel-Knockout-Stamm Alpha-2AC sind die Unterschiede sehr deutlich
ausgepragt, hier scheint also eine fettreiche Ernahrung besonders starke Auswirkungen
auf die Konzentrationen von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin im Urin zu
haben. Um die statistische Signifikanz dieser Unterschiede zu bestimmen, wurden t-Tests
bzw. Wilcoxon-Tests durchgefuihrt, die berechneten p-Werte sind in Tabelle 40
zusammengefasst. Dabei wurde das Signifikanzniveau auf 1 % festgesetzt, entsprechend

einem p-Wert von 0,01.

Tabelle 40: p-Werte fiir den Vergleich zwischen normaler und fettreicher Kost fiir die beiden
Adrenozeptor-Knockout-Staimme sowie den Wildtyp-Stamm. Ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen besteht, wenn p < 0.01 ist.

p-Werte
Analyt fir den Vergleich zwischen normaler und fettreicher Kost

Alpha-2AC-Knockout Alpha-2A-Knockout Wildtyp
Dopamin 0,0013 0,16 0,000018
Adrenalin 0,001 0,086 0,4
Noradrenalin 0,0000000016 0,29 0,00000013
Metanephrin 0,0000016 0,0000053 0,00000041
Normetanephrin 0,0000022 0,0000028 0,00000041
3-Methoxytyramin 0,0000016 0,000021 0,0000011
Serotonin 0,0000021 0,0000033 0,00000041

Wie aus Tabelle 40 zu entnehmen ist, ergeben sich fir den Alpha-2AC-Knockout-Stamm
signifikante Unterschiede flr die Konzentrationen aller Analyten im Urin zwischen
normaler und fettreicher Erndahrung. Dabei sind die Konzentrationen der Analyten bei
fettreicher Erndhrung stark erhdht. Fir den Alpha-2A-Knockout-Stamm ergaben sich nur
bei Metanephrin, Normetanephrin, 3-Methoxytyramin und Serotonin signifikante
Unterschiede zwischen der Ern&hrung mit normaler und fettreicher Kost, auch hier sind
die Konzentrationen bei fettreicher Ernahrung stark erhoht. Fir die Catecholamine konnte
bei dieser Gruppe hingegen kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Dies ist
auch anhand der teils groBen Uberlappungen der Box-Whisker-Plots fiir die beiden
Ernahrungsformen bei den Catecholaminen zu sehen. Fir den Wildtyp-Stamm konnten
signifikante Unterschiede fur alle Analyten bis auf Adrenalin ermittelt werden, auch hier

bewirkt eine fettreiche Erndhrung eine Erhéhung der Analytkonzentrationen.
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Um nun zu vergleichen, ob auch zwischen den drei Stammen signifikante Unterschiede
bei den Konzentrationen der Analyten im Urin bestehen, wurden die p-Werte fir den
Vergleich zwischen den drei Gruppen bei normaler und fettreicher Kost berechnet. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 41 dargestellt.

Tabelle 41: p-Werte fiir den Vergleich zwischen den drei Mausstammen fiir die Erndahrung
mit normaler oder fettreicher Kost. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen besteht,
wenn p <0.01 ist.

p-Werte
fur den Vergleich zwischen den drei Mausstammen
Analyt Alpha-2AC-Knockout | Alpha-2A-Knockout | Alpha-2AC-Knockout
vs. Wildtyp vs. Wildtyp vs. Alpha-2A-Knockout
normal 45 % Fett normal 45 % Fett [ normal 45 % Fett
Dopamin 0,65 0,000086 0,015 0,48 0,31 0,00067
Adrenalin 0,0016 0,00069 0,0000016 0,18 0,036 0,021
Noradrenalin 0,77 0,0000012 0,000045 0,0058 0,16 0,000000018
Metanephrin 0,85 0,13 0,89 0,34 0,53 0,022
Normetanephrin 0,37 0,48 0,2 0,049 0,82 0,022
3-Methoxytyramin 0,77 0,23 0,64 0,16 0,17 0,012
Serotonin 0,013 0,58 0,25 0,072 0,0023 0,056

Aus Tabelle 41 ist zu enthnehmen, dass es auch signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen Mausstammen gibt. Somit besteht bei normaler Erndhrung nur far die
Konzentration von Adrenalin ein signifikanter Unterschied zwischen Alpha-2AC-Knockout-
Méausen und Wildtyp-Mausen. Vergleicht man die beiden Gruppen jedoch unter fettreicher
Ernahrung, ergeben sich signifikante Unterschiede fur alle Catecholamine, nicht aber fir
die Metanephrine und Serotonin. Dabei haben die Alpha-2AC-Knockout-Tiere jeweils eine
wesentlich héhere Konzentration der Analyten im Urin als die Wildtyp-Tiere. Zwischen den
Alpha-2A-Knockout-Mausen und den Wildtyp-Mausen gibt es bei normaler Kost
signifikante Unterschiede in der Urinkonzentration von Adrenalin und Noradrenalin, bei
fettreicher Kost jedoch nur noch bei Noradrenalin. Dabei haben bei normaler Ernahrung
die Alpha-2A-Knockout-Tiere eine hohere Adrenalin- bzw. Noradrenalinkonzentration als
die Wildtyp-Tiere, bei fettreicher Erndhrung werden jedoch fur die Wildtyp-Mause hohere
Noradrenalinkonzentrationen gemessen als fir die Knockout-Mause. Schlie3lich besteht
bei normaler Erndhrung nur bei der Serotoninkonzentration ein Unterschied zwischen den
beiden Knockout-Gruppen, hier haben die Alpha-2A-Knockout-Tiere einen etwas hdheren
Serotoninspiegel. Bei fettreicher Kost dagegen besteht ein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Gruppen fir die Dopamin- und Noradrenalinkonzentration im Urin.
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Dabei haben die Alpha-2AC-Knockout-Méause einen héheren Analytspiegel im Urin als die
Alpha-2A-Knockout-Tiere.
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5. Diskussion

Biogene Amine Ubernehmen viele verschiedene Aufgaben im Kdrper. Sie regulieren als
Hormone und Neurotransmitter wichtige Funktionen im Nervensystem und an
Zielorganen, sie dienen als Bausteine verschiedener Makromolekile und sind an vielen
Stoffwechselprozessen, bei der Zellproliferation sowie bei der Genregulation beteiligt.
Aufgrund ihrer vielfaltigen Wirkungen im Korper stehen biogene Amine auch im
Zusammenhang mit zahlreichen Erkrankungen. So spielen sie sowohl bei Erkrankungen
des Nervensystems als auch bei Tumorerkrankungen und bei Stoffwechselerkrankungen
eine Rolle. Zu den wichtigsten, mit biogenen Aminen assoziierten Erkrankungen des
Nervensystems gehtren Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer, Schizophrenie und
Depressionen. Bei den Tumorerkrankungen ist das Phaochromozytom das wohl
bekannteste Beispiel fur einen Tumor, der mit einer Veranderung der Konzentration von

biogenen Aminen einhergeht.

Eine grol3e Rolle bei diesen Erkrankungen spielen vor allem die biogenen Amine aus der
Gruppe der Catecholamine und Metanephrine. Catecholamine, zu denen Dopamin,
Noradrenalin und Adrenalin z&hlen, wirken als Hormone oder Neurotransmitter. Die
Metanephrine, die Abbauprodukte der Catecholamine, haben hingegen keine oder nur
wenige physiologische Wirkungen, dienen aber als Indikator fir den Catecholamin-
Stoffwechsel. Viele der oben beschriebenen Erkrankungen héngen dabei auch mit einer
Veranderung der Konzentration an Catecholaminen und Metanephrinen zusammen. Bei
Phaochromozytomen ist die Konzentration an Adrenalin, Noradrenalin oder Dopamin
sowie die Konzentration der Metanephrine im Plasma und im Urin stark erhéht [31]. Auch
beim Neuroblastom treten erhdhte Konzentrationen an Catecholaminen und ihren
Metaboliten im Blut und im Urin auf [36]. Bei Morbus Parkinson kommt es zur
Degeneration von Dopaminneuronen, hier koénnte eine Therapiekontrolle durch
Bestimmung von Dopamin und seinen Metaboliten im Urin erfolgen [45]. Ebenso kommt
es bei Morbus Alzheimer zu einem Verlust von cholinergen und noradrenergen Neuronen
[49, 52] und damit auch zu Verdnderungen der Konzentrationen von Catecholaminen im
Plasma, in der Zerebrospinalflissigkeit und im Urin der Patienten [55, 56]. Des Weiteren
spielt auch Serotonin eine wichtige Rolle bei der Diagnose und Erforschung von
Erkrankungen, beispielsweise sekretieren neuroendokrine Tumoren unter anderem
Serotonin [81] und sowohl bei Depressionen [87] als auch bei Migrane [92] spielt

Serotonin eine wichtige Rolle.
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Daher gibt es eine grof3e Nachfrage nach Methoden, mit denen die Verdnderungen in der
Konzentration von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin qualitativ. und
quantitativ erfasst werden kénnen. Erkrankungen wie Morbus Parkinson, Morbus
Alzheimer sowie Tumorerkrankungen kommen aufgrund der standig alter werdenden
Gesellschaft immer haufiger vor und erfordern schnelle, zuverlassige und kostenginstige
Methoden sowohl fir die Diagnose als auch fur die Therapiekontrolle. Aber auch bei der
Suche nach Biomarkern fir Erkrankungen, bei denen die Entstehung noch nicht
vollstdndig geklart ist und die Diagnosestellung bisher nur auf der Erhebung der
Anamnese sowie der Beurteilung der Symptome basiert, z.B. bei Schizophrenie und
Depressionen, sind solche Methoden fir die Quantifizierung von biogenen Aminen ein
hilfreiches und gefragtes Werkzeug. Nicht zuletzt steht in vielen Routinelaboratorien die
Quantifizierung verschiedenster biogener Amine auf der Tagesordnung und erfordert
schnelle, kostengtinstige aber auch prazise Methoden.

Fur die Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin in humanen
Flussigkeiten stehen derzeit verschiedene Methoden zur Verfiigung. Dieses sind zum
einen immunologische Nachweisverfahren wie ELISAs oder Radioimmunoassays, und
zum anderen chromatographische Nachweisverfahren wie die HPLC mit anschliel3ender
elektrochemischer Detektion oder Detektion mittels Massenspektrometrie [112, 135].
Jedoch bieten beide Verfahren Vor- und Nachteile. So liegt der Vorteil der
immunologischen Verfahren in der einfachen und kostengiinstigen Durchfiihrung, die
einen Einsatz in der Routinediagnostik ermdglicht, sie erfordern jedoch auch eine hohe
Spezifitdat der Antikérper und ermdglichen nur den Nachweis von einem Analyten
innerhalb eines Tests. Zudem liegt der Nachteil bei Radioimmunoassays in der
Verwendung radioaktiv markierter Substanzen. Bei der HPLC hingegen liegt der Vorteil in
der sehr guten Sensitivitdt der Methode, allerdings erfordert sie auch eine sorgfaltige
Wartung, haufige Reinigung und Erfahrung im Umgang mit dieser Technologie. Zudem
sind die hohen Anschaffungskosten, vor allem in Kombination mit der

Massenspektrometrie ein klarer Nachteil dieser Methode.

Daher wurden in dieser Arbeit Immunoassays fur Catecholamine, Metanephrine und
Serotonin entwickelt, die eine multiplexe, einfache, schnelle und préazise Quantifizierung
dieser Analyten im Urin ermoglichen. Es handelt sich dabei um Bead-basierte
Immunoassays, die den Vorteil bieten, dass aus einem geringen Probenvolumen
gleichzeitig mehrere verschiedene Parameter bestimmt werden kdnnen und eine parallele
Bearbeitung einer grof3en Anzahl an Proben mdglich ist. Fur die Entwicklung der

multiplexen Immunoassays wurden die Analyten in zwei Gruppen zusammengefasst und
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in einen 3-plex Immunoassay fur Catecholamine sowie einen 4-plex Immunoassay fur
Metanephrine und Serotonin integriert. Im Anschluss an die Entwicklungsphase wurden
diese beiden multiplexen Immunoassays in Anlehnung an die Richtlinien der FDA fir die
Validierung bioanalytischer Methoden [126] validiert und mit den Ergebnissen aus ELISA-

Bestimmungen und HPLC-Messungen verglichen.

AnschlieBend wurde die Anwendbarkeit der Assays zur Quantifizierung von
Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin in humanem Patientenurin gezeigt. So
wurden Catecholamine und Metanephrine im Urin von Patienten mit einem
Phaochromozytom quantifiziert. Dartber hinaus wurde ermittelt, ob bei Patienten mit
verschiedenen Gedéachtnisstérungen eine Verédnderung der Konzentration von
Catecholaminen, Metanephrinen oder Serotonin im Urin festgestellt werden kann. Zudem
wurde bei einer groReren Anzahl an Patienten mit verschiedenen Nierenerkrankungen
ermittelt, ob die Patienten eine Veranderung in der Konzentration dieser Analyten im Urin
aufweisen und zum anderen wurde gezeigt, dass diese Methode das Potential zur
schnellen und einfachen Bearbeitung grol3er Probenmengen bietet. Zuletzt wurde gezeigt,
dass mit dieser Methode Catecholamine, Metanephrine und Serotonin auch im Urin von
Mausen erfolgreich quantifiziert werden koénnen wund Unterschiede zwischen
verschiedenen Knockout-Stdmmen sowie Effekte fettreicher Ernahrung auf den

Catecholamin-Stoffwechsel der Tiere ermittelt werden kénnen.

Im Folgenden wird nun zunéchst auf die Entwicklung und Etablierung der beiden
multiplexen Immunoassays eingegangen und anschlieRend werden die Ergebnisse der
Validierung bewertet. Des Weiteren werden der Vergleich zwischen den neu entwickelten
multiplexen Immunoassays mit den beiden gangigen Methoden zur Quantifizierung von
Catecholaminen und Metanephrinen, dem ELISA und der HPLC, sowie die Ergebnisse

aus den Messungen verschiedener Patientenurine diskutiert.

5.1 Machbarkeit nicht-kompetitiver, multiplexer Immunoassays fir

Catecholamine

Das Ziel in der Entwicklungsphase der Immunoassays fur Catecholamine war es,
multiplexe Immunoassays in einem Sandwich-Immunoassay-ahnlichen Format, d.h. mit
einem immobilisierten Fangerantikbrper und einer Detektion Uber Streptavidin-
Phycoerythrin, zu etablieren. Zunachst sollte dabei Uberprift werden, inwiefern

Immunoassays in diesem Format fiur sehr kleine Molekile wie die Catecholamine
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tberhaupt moglich sind, da sowohl der Antikdrper als auch das Streptavidin an das kleine
Molekil binden mussen. Um die prinzipielle Realisierbarkeit multiplexer Immunoassays
fur Catecholamine zu zeigen, wurden daher einige Vorversuche durchgefuhrt. Hierfir
wurden zundchst mittels gegen Kaninchen-lgG gerichteter Antikérper, die auf
Mikrospharen immobilisiert wurden, Antikdrper aus den Kaninchen-Antiseren
herausgefangen. Dabei handelte es sich nicht nur um IgG, die spezifisch gegen
modifizierte Metanephrine gerichtet sind, sondern auch um IgG gegen das Tragerprotein
BSA sowie gegen jegliches Antigen, mit welchem das Kaninchen bisher in Beriihrung
gekommen war. Jedoch wurde davon ausgegangen, dass eine ausreichende Anzahl an
Metanephrin-spezifischen Antikérpern von den dk-a-rb-IgG-AK gefangen wird, um ein
Signal im Assay zu erhalten. Die so ,immobilisierten anti-Metanephrin-spezifischen
Antikdrper wurden anschlieend im Assay eingesetzt.

Zunachst wurde fir die Biotinylierung der Catecholamine das Acylierungsreagenz aus
dem 3-CAT ELISA der Firma LDN, NHS-Biotin, verwendet. Jedoch konnten hiermit fur alle
drei  Analyten keine  Signale erhalten  werden. Beim  Test weiterer
Biotinylierungsreagenzien, die Uber mehrere Polyethylenglycoleinheiten zwischen der
NHS- und der Biotin-Gruppe verfugten, konnten hingegen fur alle drei Analyten mit
steigender Analytkonzentration steigende Signale erzeugt werden. Die Erklarung hierfur
ist im Verhéltnis der Dimensionen zwischen Antikorpern, Streptavidin und modifizierten
Catecholaminen zu finden. Das NHS-Biotin verflugt Uber keinen Spacer zwischen der
NHS- und der Biotin-Gruppe und weist daher einen Abstand von nur 13,5 A zwischen den
beiden Gruppen auf. Bindet nun der Fangerantikorper, dessen Dimensionen etwa
142 A x 85 A x 38 A betragen [136], an das modifizierte Catecholamin, so kann man
davon ausgehen, dass nach Bindung des Catecholamins an der Bindungsstelle des
Antikodrpers das Biotin-Molekll ebenfalls vom Antikérper umgeben ist und somit das
Streptavidin (Dimensionen 54 A x 58 A x 48 A [137]) keinen Zugang mehr zum Biotin-
Molekil hat. Verwendet man hingegen ein Biotinylierungsreagenz mit vier oder zwolf
Polyethylenglycoleinheiten, so betragt der Abstand zwischen NHS- und Biotin-Gruppe
29 A bzw. 56 A. Die Vorversuche zeigten, dass dieser Abstand ausreichend ist und
sowohl der Féangerantikdrper als auch das Streptavidin an die modifizierten
Catecholamine binden kdnnen. Nach Bindung des Antikérpers an das modifizierte
Molekul ragt die Biotin-Gruppe durch den beweglichen Spacer weit genug Uber die
Grenzen des Antikdrpers hinaus, so dass sie Zugang zur Bindungstasche des
Streptavidins erhélt. Diese Beobachtungen stimmen auch mit den in der Literatur
beschriebenen Beobachtungen tber die Grenzen von Sandwich-Immunoassays fur sehr

kleine Molekile Uberein [138]. Die besten Ergebnisse wurden fir den Spacer mit zwolf
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Polyethylenglycoleinheiten erhalten, daher wurde fir die Entwicklung der Immunoassays
NHS-PEG,-Biotin als Acylierungsreagenz verwendet.

AnschlieBend wurde mit diesem Versuchsaufbau Uberprift, ob der Immunoassay fur
Catecholamine auch als multiplexer Assay realisierbar ist. Anhand des Ergebnisses flr
Noradrenalin, bei dem eine perfekte Ubereinstimmung zwischen den im singleplexen und
im multiplexen Assay erhaltenen Signale erzielt werden konnte, konnte die
Realisierbarkeit eines multiplexen Assays demonstriert werden. Allerdings war die
Ubereinstimmung zwischen singleplexem und multiplexem Assay bei Dopamin und
Adrenalin nicht ganz so gut wie bei Noradrenalin, was auf eine Kreuzreaktivitat der
Antikdrper mit einem der anderen beiden Analyten hinweist. Da es sich hierbei jedoch um
nicht aufgereinigte Antikorper handelte, kann durch Aufreinigung des spezifischen
Antikdrpers das Ergebnis verbessert und die Kreuzreaktivitat eventuell vollstandig
eliminiert werden.

Anhand dieser Vorversuche konnte demonstriert werden, dass multiplexe Assays in
einem Sandwich-Immunoassay-&hnlichen Format fir Catecholamine prinzipiell
realisierbar sind. Die Ergebnisse von Kubota et al., die vor Kurzem die Entwicklung eines
ELISAs fur L-Phenylalanin in einem ahnlichen Format wie die hier entwickelten
multiplexen Assays beschrieben, zeigten ebenfalls, dass das Sandwich-Immunoassay-
ahnliche Format zur Quantifizierung sehr kleiner Molekile geeignet ist [139].

5.2 Aufreinigung von Antikdrpern aus den Kaninchen-Antiseren

Fur die Immobilisierung der Metanephrin-spezifischen Antikdrper auf den Mikrosphéaren ist
es notwendig, dass die Antikorper in ausreichender Reinheit vorliegen, da sonstige
Bestandteile des Antiserums wie z.B. Serumproteine, die ebenfalls NH,-Gruppen
besitzen, durch die Aktivesterchemie auch kovalent an die Mikrosphéren gebunden
werden. Ausreichend rein bedeutet hierbei, dass im gtinstigsten Fall nur der gegen das
jeweilige Antigen gerichtete spezifische Antikdrper in Lésung vorliegt, oder aber nur
geringe Verunreinigungen mit Serumproteinen vorhanden sind, die bei der
Immobilisierung und spateren Verwendung im Immunoassay keine Stérungen
hervorrufen.

Fur die Immunisierung der Kaninchen wurde BSA als Tragerprotein verwendet, da die
Metanephrine zu klein sind, um selbst eine Immunantwort im Tier auszulésen. Fur die
Bildung von Antikorpern gegen die Metanephrine ist dabei das Vorhandensein der
Methylgruppe an der 3-OH-Gruppe sowie die Uber die Amingruppe erfolgende kovalente

Bindung an das Tragerprotein Uber einen Linker erforderlich. Auf diese Weise wird ein
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ausreichend grof3es und modifiziertes Antigen geschaffen, welches vom Immunsystem als
fremd erkannt wird. Zusatzlich wird durch die Modifikation an der 3‘-OH-Gruppe sowie an
der NH,-Gruppe vermieden, dass sich die gebildeten Antikbrper auch gegen die
korpereigenen Catecholamine des Tieres richten, was zu schweren Komplikationen bei
den Tieren fiuhren wirde. Allerdings werden durch die Verwendung von BSA als
Tragerprotein auch Antikdrper gegen BSA in grolien Mengen produziert, sodass ein
Grofdteil der Antikérper im Kaninchen-Antiserum gegen BSA und nicht gegen das
jeweilige gewlnschte Antigen gerichtet ist.

Fur die Aufreinigung der spezifischen Antikdrper wurde daher das Verfahren der
Affinitatschromatographie mit Hilfe des jeweiligen Antigens gewahlt. Jedoch war fiir alle
Antiseren auler dem 3-Methoxytyramin-Antiserum die einstufige Affinitéatsaufreinigung
Uber das jeweilige Antigen nicht ausreichend, es waren starke Verunreinigungen mit
Serumalbumin sowie anderen Proteinen auf dem SDS-Gel sichtbar und die Antikdrper
zeigten Kreuzreaktivitdten oder einen hohen Hintergrund im Assay. Daher waren fir diese
Antiseren zusétzliche Aufreinigungsschritte erforderlich, um Antikérper in ausreichender
Reinheit und mit guter Spezifitdt zu erhalten. Mit maximal zwei Aufreinigungsschritten
konnten dann fur alle vier Analyten jeweils spezifische Antikdrper in ausreichender
Reinheit gewonnen werden.

Da im batch-Verfahren pro Ansatz nur 1,35 mL Antiserum aufgereinigt werden konnten,
erfolgte die Aufreinigung der spezifischen Antikérper aus den Antiseren in mehreren
Chargen. Obwohl die Aufreinigung bei jeder Charge nach exakt demselben Protokoll
erfolgte, ergaben sich grof3e Chargen-abhéngige Unterschiede in Bezug auf Ausbeute,
Reinheit sowie Kreuzreaktivitdt der aufgereinigten Antikérper. Sehr deutlich zeigte sich
dieser Effekt bei der Aufreinigung des Normetanephrin-Antiserums, bei welchem die
Kreuzreaktivitdt zu Adrenalin bei einer der Chargen etwa 10 % betrug, bei einer anderen
Charge hingegen nur 0,14 %.

Die Ausbeute bei der Affinitdtsaufreinigung der Antikbrper war im Allgemeinen sehr
gering. Dies lag zum einen an der zweistufigen Aufreinigung, wobei jeder
Aufreinigungsschritt auch mit einem Verlust an Antikorper einhergeht, und zum anderen
an der unvollstandigen Elution der gebundenen Antikérper von ihren Antigenen auf dem
Sepharose-Material. Da die Antikérper selbst unter sehr harschen Bedingungen nicht
vollstéandig eluiert werden konnten, scheint die Affinitat der Antikorper fur ihr Antigen sehr
hoch zu sein. Es konnte jedoch fiir jeden Analyten eine ausreichende Menge an
spezifischem Antikérper in ausreichender Reinheit gewonnen werden, so dass eine
Immobilisierung auf Mikrospharen moglich war. Jedoch wird kinftig der Einsatz
monoklonaler Fangerantikdrper angestrebt, um die Problematik der unterschiedlichen

Chargen und der fehlenden Spezifitdt zu umgehen. Durch die unlimitierte Verfligbarkeit
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der einmal charakterisierten und validierten spezifischen monoklonalen Antikorper ist
damit auch eine gleichbleibende Qualitat der Assays gewahrleistet.

5.3 Entwicklung der multiplexen Immunoassays

Bei der Entwicklung von Immunoassays gilt es, verschiedene Parameter so zu optimieren,
dass ein mdoglichst praziser und sensitiver Assay entsteht. Dabei werden sowohl
geeignete Antikdrper als auch Reagenzien ermittelt und auf den Assay abgestimmt.
Ebenso werden Inkubationszeiten, Konzentrationen und Ablaufe im Protokoll optimiert. In
der hier vorliegenden Arbeit wurden affinitatsaufgereinigte polyklonale Antikdrper aus
Kaninchen-Antiseren eingesetzt. Nach Immobilisierung auf Mikrospharen wurden diese im
singleplexen und multiplexen Assay getestet und anhand des Verlaufs der Standardkurve,
der Signalintensitét, des Hintergrundsignals sowie der Kreuzreaktivitat beurteilt, welcher
Antikorper fur den Einsatz im Assay am geeignetsten ist. Dabei konnten fur alle vier
Analyten geeignete Antikorper identifiziert werden, die sowohl hohe Signale bei niedrigen
Hintergrundsignalen sowie keine Kreuzreaktivitat zu den anderen Analyten aufwiesen. Es
zeigte sich jedoch auch, dass nicht jede Immunisierung zu einem brauchbaren Antikérper
fuhrt. Zum einen konnten aus den 10 Immunisierungen pro Analyt nur jeweils 3 bis 4
Antiseren mit einem ausreichend hohen Titer und einer guten und spezifischen Reaktivitat
gegenuber dem jeweiligen Antigen gewonnen werden. Dies liegt hauptsachlich an der
sehr geringen GroRe der Antigene sowie ihrer strukturellen Ahnlichkeit. Zum anderen
konnte mit manchen Antikdrpern kein stabiler Assayverlauf und keine ausreichend hohen
Signalintensitaten im Assay erzielt werden. Dies kénnte zum einen durch die harschen
Elutionsbedingungen verursacht werden, die eventuell bei einigen Antikérpern zu einer
mehr oder weniger starken Denaturierung filhren und zum anderen durch eine geringe
Affinitat der Antikorper zu ihrem Antigen.

Bei der Auswahl geeigneter Reagenzien wurde zwischen dem
Probenvorbereitungsprozess und dem eigentlichen multiplexen Assay unterschieden. Da
der Probenvorbereitungsprozess aus den kompetitiven ELISAs der Firma LDN
Ubernommen wurde und bereits etabliert und optimiert ist, wurden hier nur das
Acylierungsreagenz ausgetauscht und die Inkubationszeiten angepasst. Fir den
multiplexen Assay hingegen konnte eine Optimierung des Puffer- sowie
Detektionssystems erfolgen.

Im Zuge der Vorversuche wurde bereits ein geeignetes Acylierungsreagenz ermittelt,
welches sich spater im etablierten Assay ebenfalls als das geeignetste

Acylierungsreagenz erwies. Die Verwendung eines Acylierungsreagenzes mit zwei Biotin-
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Molekilen zur Steigerung der Signalintensitaten fuhrte nicht zum erhofften Erfolg, im
Adrenalin(Metanephrin)-Assay zeigte sich sogar ein gegenteiliger Effekt. Hier fuhrte die
Verwendung des Acylierungsreagenzes mit zwei Biotin-Molekilen zu einer starken
Reduktion der Signalintensitaten. Die Reduktion des Signals ist sehr wahrscheinlich
dadurch bedingt, dass es sich bei Adrenalin/Metanephrin um eine sekundare Amingruppe
handelt, welche acyliert wird. Es konnte bereits bei den anderen Acylierungsreagenzien
beobachtet werden, dass Adrenalin/Metanephrin weniger stark und langsamer acyliert
wird, als die Analyten mit einer primaren Amingruppe. Durch die GroRe des ,Doppel-
Biotin“-Reagenzes und der folglich langsameren Kinetik kénnte dieser Effekt nun noch
verstarkt werden und zu der Reduktion des Signals im Adrenalin(Metanephrin)-Assay
fuhren. Daher wurde das Acylierungsreagenz NHS-PEG,-Biotin als das geeignetste
Reagenz weiterhin in der Entwicklung und Validierung der multiplexen Assays verwendet.
AnschlieBend wurde ermittelt, ob eine Reduktion der Menge an eingesetztem
Acylierungsreagenz mdoglich ist, da es sich bei diesem Reagenz um einen sehr
kostenintensiven Faktor handelt. Jedoch fiihrte die Reduktion der Menge an
Acylierungsreagenz wiederum vor allem bei Adrenalin/Metanephrin zu einer starken
Reduktion der ohnehin schon niedrigen Signalintensitaten. Zwar wird das
Acylierungsreagenz in grol3en Mengen eingesetzt, jedoch werden die primaren Amine
bevorzugt acyliert und es erfolgt ebenfalls eine Hydrolyse des Reagenzes in der
wassrigen Reaktionsldsung. Beide Faktoren fihren dazu, dass Adrenalin/Metanephrin bei
Reduktion der Menge an Acylierungsreagenz noch weniger acyliert wird und somit nur
geringe Signalintensitaten erhalten werden. Daher war eine Reduktion der Menge an
Acylierungsreagenz nicht mdglich.

Als weitere Moglichkeit der Optimierung der Probenvorbereitung wurde die Auswirkung
verschiedener Inkubationszeiten fir die Acylierung und enzymatische Umwandlung auf
den Catecholamin-Assay untersucht. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass eine
Veranderung der Inkubationszeiten nur zu geringen Anderungen in den Signalintensitaten
fuhrte. Allgemein konnte durch eine Erhéhung der Acylierungsdauer von 15 min auf
30 min eine Steigerung der Signalintensitaten erreicht werden, eine weitere Erhéhung auf
1 h brachte jedoch keinen weiteren Anstieg. Eine Erhéhung der Inkubationszeit fiur die
enzymatische Umwandlung von 30 min auf 1 h sowie von 1 h auf 2 h fuhrte in beiden
Fallen zu einer Steigerung der Signale. Der Versuch zeigte jedoch ebenfalls, dass die im
ELISA verwendete Kombination aus 15 min Acylierung und 30 min enzymatischer
Umwandlung mitunter das schlechteste Ergebnis lieferte. Daher wurde als Kompromiss
eine Acylierungsdauer von 30 min gewabhlt, bei welcher auch mit dem von der Kinetik her

etwas langsameren NHS-PEG,-Biotin die Catecholamine ausreichend acyliert werden
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kénnen, sowie eine Inkubationszeit von 1 h fir die enzymatische Umwandlung, die eine
Steigerung der Signale bei einem akzeptablen zeitlichen Mehraufwand erlaubt.

Im Anschluss an die Optimierung der Bedingungen fir die Probenvorbereitung wurden die
Bedingungen fir den multiplexen Immunoassay angepasst. Da im standardmafig
verwendeten Assaypuffer Blocking Reagent for ELISA/ 0,05 % Tween 20 zum Teil
Kreuzreaktivitdten auftraten, wurde versucht, mittels eines kommerziell erhéltlichen
Puffers zur Reduktion von Kreuzreaktivitdten und unspezifischen Bindungen diese zu
eliminieren. Allerdings konnte die Kreuzreaktivitat, welche hauptséachlich einige Chargen
des Normetanephrin-Antikérpers betraf, mit Hilfe dieses Puffers nicht reduziert werden.
Zudem hatte dieser Puffer den nachteiligen Effekt, dass er im Normetanephrin-Assay zu
einer starken Reduktion der Signalintensitaten fihrte. Ebenso erwies sich der in den
Vorversuchen verwendete Puffer PBS/0,5 % BSA/0,05 % Tween 20 als ungeeignet. Das
in diesem Puffer enthaltene BSA kdnnte Stérungen hervorrufen, da fir die Immunisierung
BSA als Tragerprotein verwendet wurde und sich somit auch Antikbrper gegen BSA, die
bei der Aufreinigung nicht vollstdndig entfernt wurden, auf den Mikrospharen befinden.
Zwar sollte im Probenextrakt des Catecholamin-Assays bzw. in den acylierten Proben fir
den Metanephrin/Serotonin-Assay, die im multiplexen Assay eingesetzt werden, kein
acyliertes BSA vorhanden sein, welches dann spater ein falsches Signal im Assay
erzeugen konnte. Jedoch konnte das BSA im Puffer, welches dann an seine a-BSA-
Antikodrper auf den Mikrosphéaren bindet, den modifizierten Catecholaminen den Zugang
zu ihren Antikdrpern blockieren. Da mit dem Blocking Reagent for ELISA/
0,05 % Tween 20 gute Signalintensitaten bei geringem Hintergrundsignal und nur
geringen Kreuzreaktivitaten erhalten wurden, wurde dieser als Assaypuffer im multiplexen
Immunoassay verwendet.

Fur die Detektion der biotinylierten Analyten wurde mit Phycoerythrin markiertes
Streptavidin verwendet. Hierbei konnte beobachtet werden, dass je nach Hersteller das
Hintergrundsignal unterschiedlich hoch war. Daher wurde ermittelt, mit welchem
Streptavidin nur sehr niedrige Hintergrundsignale erhalten werden, die Signalintensitaten
der Standardkurven aber hoch bleiben. Es konnte aus 9 Kandidaten ein geeignetes
Streptavidin-Phycoerythrin der Firma Prozyme (PJRS50) ermittelt werden, das fiur alle
Analyten ein geringes Hintergrundsignal und ausreichend hohe Signalintensitaten im
Assay lieferte. Woher die hohen Hintergrundsignale bei einigen der anderen Streptavidine
kamen ist unklar. Es handelt sich bei allen Herstellern um Streptavidin-R-Phycoerythrin.
Jedoch unterscheiden sich diese sehr wahrscheinlich zum einen in ihrem Verhaltnis
zwischen Streptavidin- und Phycoerythrin-Molekilen und zum anderen ist anzunehmen,
dass sie in Puffern mit unterschiedlicher Zusammensetzung vorliegen. Diese Faktoren

kénnen in unterschiedlichem AusmalRl dazu fuhren, dass beispielsweise durch eine
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unspezifische Adsorption des Streptavidins an die Mikrospharen oder Antikorper
unterschiedlich hohe Hintergrundsignale entstehen.

Im Metanephrin/Serotonin-Assay blieb jedoch auch nach der Identifizierung eines
geeigneten Streptavidin-Phycoerythrins das Hintergrundsignal ungewdhnlich hoch. Dies
war bedingt durch die Tatsache, dass nach der Acylierung der Metanephrine und des
Serotonins kein Waschschritt erfolgte und nach dieser Zeit noch aktives NHS-PEG;,-
Biotin vorhanden war. Dieses acylierte nach der Zugabe der Mikrospharen auch die
darauf immobilisierten Antikorper, sodass das Streptavidin-Phycoerythrin direkt an die
Antikdrper binden konnte. Dadurch wurde ein von der Analytkonzentration unabhangiges,
hohes Signal im Assay erzeugt. Durch Zugabe von Ethanolamin, welches ebenfalls eine
NH,-Gruppe besitzt, konnte vor der Zugabe der Mikrosphéren das Uberschiissige aktive
NHS-PEG,,-Biotin deaktiviert und somit das Hintergrundsignal stark verringert werden.

In Tabelle 42 sind die in der Entwicklungsphase ermittelten finalen, optimalen Parameter
fur den Catecholamin-Assay und den Metanephrin/Serotonin-Assay zusammengefasst.
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Tabelle 42: Finale Parameter fiir den multiplexen Catecholamin- und Metanephrin/Serotonin-
Immunoassay.

Catecholamin- Metanephrin/Serotonin-
Parameter
Assay Assay
Antikérper a-3-Methoxytyramin-AK Nr. 3 a-3-Methoxytyramin-AK Nr. 3
a-Metanephrin-AK Nr. 7 a-Metanephrin-AK Nr. 7
a-Normetanephrin-AK Nr. 8 a-Normetanephrin-AK Nr. 8
a-Serotonin-AK Nr. 10
Kopplungskonzentration 50 pg/mL fir alle AK 50 pg/mL fiir alle AK
Acylierungsreagenz NHS-PEG,,-Biotin NHS-PEG;,,-Biotin
Konzentration des 50 mg/mL in DMSO 50 mg/mL in DMSO

Acylierungsreagenzes

Inkubationszeiten Acylierung: 30 min Acylierung: 15 min

enzymatische Umwandlung: 1 h

Puffersystem Blocking Reagent for ELISA/ Blocking Reagent for ELISA/
0,05 % Tween 20 0,05 % Tween 20

Streptavidin-Phycoerythrin PJRS50; 5 pg/mL PJRS50; 5 pg/mL

Abstoppen der Acylierung - 300 mM Ethanolamin; 30 min

Nach Ermittlung der optimalen Bedingungen fiir die Probenvorbereitung sowie den
multiplexen Catecholamin- und Metanephrin/Serotonin-Immunoassay wurden diese

validiert und anschlieRend fiir die Quantifizierung der Analyten im Urin eingesetzt.

5.4 Probenmaterial

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, gibt es zahlreiche Erkrankungen, die mit einer
Veranderung der Konzentration von Catecholaminen, Metanephrinen oder Serotonin in
verschiedenen Kaorperflissigkeiten, hauptsachlich Plasma, Urin und
Zerebrospinalflissigkeit einhergehen. Bei der Auswahl eines geeigneten Probenmaterials

fur die Quantifizierung dieser Analyten mussen verschiedene Punkte beachtet werden.
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Zum einen sollte das Probenmaterial leicht zuganglich sein, um einen Einsatz der Assays
in der Routinediagnostik zu ermdglichen. Dies bedeutet, dass die Zerebrospinalfliissigkeit,
zu deren Entnahme invasive Verfahren notwendig sind, ein schwieriges Probenmaterial
fur die routineméaRige Anwendung der Assays darstellt, wenngleich eine Quantifizierung
der Analyten in Zerebrospinalflissigkeit mit Hilfe der multiplexen Assays bei speziellen
medizinischen Fragestellungen sowie bei Fragestellungen in der Forschung denkbar
ware. Zum anderen sollte das Probenmaterial in ausreichenden Mengen zur Verfligung
stehen. Zwar werden fir die multiplexen Assays nur geringe Mengen an Probenmaterial
bendtigt, jedoch sollte sichergestellt werden, dass mit einer Entnahme ausreichend
Probenmaterial fur alle notwendigen Analysen gewonnen werden kann, um den Patienten
nicht mehrfach zu belasten. Des Weiteren sollte Uberprift werden, in welchen
Konzentrationen die Analyten im jeweiligen Probenmaterial vorkommen und ob der Assay
in diesem Bereich zuverlassig quantifizieren kann. Dartiber hinaus besteht vor allem bei
den Catecholaminen und Metanephrinen Uneinigkeit dariiber, ob die Quantifizierung von
Catecholaminen oder von Metanephrinen, im Plasma oder im Urin fur die Diagnose von
Krankheiten sensitiver und spezifischer ist. Beim Phaochromozytom soll beispielsweise
die Quantifizierung von freien Metanephrinen im Plasma sehr sensitiv und spezifisch sein,
ebenso die Quantifizierung von Normetanephrin und Metanephrin im Urin, welche zwar
sehr sensitiv aber nicht so spezifisch wie die Quantifizierung im Plasma ist [34] (siehe
Tabelle 2). Dagegen ist die Sensitivitat der Bestimmung von Catecholaminen im Plasma
und im Urin wesentlich geringer. Die Autoren erklaren die hdhere Sensitivitat der
Quantifizierung von Metanephrinen im Vergleich zur Quantifizierung von Catecholaminen
damit, dass die Catecholamine, die aus den chromaffinen Zellen im Tumor unkontrolliert
freigesetzt werden, fortlaufend zu Metanephrinen metabolisiert werden, die dann meist als
Konjugate uber den Urin ausgeschieden werden. Dabei ist die Produktion der
Metanephrine weniger starken Schwankungen ausgesetzt als die sehr unterschiedlich
hohe Freisetzungsrate an Catecholaminen aus den Tumoren.

Grundsatzlich eignen sich demzufolge sowohl Plasma als auch Urin als Probenmaterial
fur die multiplexen Immunoassays. Zwar ist die Enthahme von Plasma ebenfalls ein
invasives Verfahren, das jedoch routinemafig durchgefihrt wird und eine hohe Akzeptanz
bei den Patienten besitzt. Die Gewinnung von Urin ist hingegen nichtinvasiv und sowohl
Urin als auch Plasma kdnnen in ausreichenden Mengen gewonnen werden.

Die Konzentrationen der Analyten sind im Plasma wesentlich geringer als im Urin. Dies
wird in den ELISAs der Firma LDN durch den Einsatz groRRer Volumina an Plasma geldst.
Gegenuber 10 uL Standard werden 300 pL Plasma fur die Extraktion eingesetzt und somit
die Konzentration der Analyten im Plasma kinstlich um den Faktor 30 erhdht und dadurch

in den dynamischen Bereich der Assays verschoben.
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Die Konzentrationen der Analyten im Plasma und im Urin bei gesunden Personen sind in

Tabelle 43 dargestellt.

Tabelle 43: Konzentration der Catecholamine, Metanephrine und Serotonin im Plasma und
im Urin von gesunden Personen.

_ _ Konzentration
Konzentration Konzentration . i
Analyten i Quelle i i Quelle im Urin
im Plasma* im Urin : N
in ng/mL
Dopamin < 58 pg/mL [140] | <3194 nmol/24 h [141] < 245-489
Adrenalin <92 pg/mL [100] <144 nmol/24 h [141] <13-26
Noradrenalin <490 pg/mL [100] <560 nmol/24 h [141] < 47-95
Metanephrin < 60 pg/mL [100] | <1200 nmol/24 h [100] <118-237
Normetanephrin <110 pg/mL [100] | <3000 nmol/24 h [100] < 275-549
3-Methoxytyramin <15 pg/mL [140] | <2750 nmol/24 h [142] < 230-460
Serotonin 101-283 ng/mL [143] | <1187 nmol/24 h [144] < 105-209

* FUr Serotonin ist die Konzentration im Serum angegeben.

“Fur die Angabe der Konzentration der Analyten in ng/mL wurden die Referenzwerte in nmol/24 h
verwendet und eine Urinmenge von 1-2 L pro 24 h angenommen.

Anhand der Tabelle 43 kann man sehen, dass die im Plasma vorliegenden
Konzentrationen an Catecholaminen und Metanephrinen sehr gering sind. Demzufolge
liegen die Konzentrationen im Plasma gesunder Personen bei allen Analyten unterhalb
des LOD der multiplexen Immunoassays. Durch den Einsatz eines gréf3eren Volumens an
Plasma im Vergleich zum Standard, wie es in den ELISAs der Firma LDN der Fall ist, wird
die Konzentration der Analyten durch den Probenvorbereitungsprozess kinstlich erhoht,
sodass sie in den dynamischen Bereich des Assays verschoben wird. Fir Serotonin
hingegen liegen die Konzentrationen im Serum von gesunden Personen bereits im
dynamischen Bereich des Assays.

Nimmt man ein Ausscheidungsvolumen von 1-2 L Urin pro 24 h an, so ergeben sich aus
den Referenzwerten in nmol/24 h Richtwerte in ng/mL, anhand derer abgeschatzt werden
kann, ob die Konzentrationen der Analyten im Urin gesunder Probanden im dynamischen
Bereich der multiplexen Immunoassays liegen. Wie in Tabelle 43 gezeigt, liegen die
Konzentrationen aller Analyten im Urin im dynamischen Bereich der Assays. Daher
konnen die multiplexen Immunoassays fur die Quantifizierung von Catecholaminen,
Metanephrinen und Serotonin im Urin eingesetzt werden, eine kunstliche Erhdhung der
Analytkonzentration wahrend des Probenvorbereitungsprozesses, wie sie bei
Plasmaproben erforderlich ist, ist fur Urinproben nicht notwendig. Die Konzentrationen im

Urin gesunder Probanden liegen im unteren bis mittleren Bereich der Standardkurven,
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sodass auch stark erhohte Konzentrationen im Urin von Patienten noch im dynamischen
Bereich der Assays liegen.

Neben den allgemeinen Anforderungen wie Zuganglichkeit, Verfligbarkeit und
Konzentrationsbereich missen speziell fir Catecholamine und Metanephrine weitere
Punkte bei der Probenentnahme beachtet werden. Fir die Entnahme von Plasma missen
die Patienten zuvor 20 min in liegender Position, am besten mit bereits gelegtem Zugang,
verbringen. Dies ist notwendig, um Schwankungen vor allem bei den Catecholaminen
durch Anstrengung oder Aufregung, z.B. durch den Einstich der Kanule, zu vermeiden.
Zudem konnen verschiedene Medikamente und Nahrungsbestandteile zu Interferenzen
im Assay fuhren. Koffeinhaltige Getranke und Medikamente wie Acetaminophen,
L-DOPA, trizyklische Antidepressiva, Betablocker und Sympathomimetika konnen
beispielsweise zu Interferenzen bis hin zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren [34]. Daher
sollte eine Plasmaentnahme morgens in niichternem Zustand erfolgen und die Medikation
des Patienten beachtet werden.

Auch bei Urin sollte die Entnahme am besten morgens oder zu einer festgelegten Zeit
erfolgen und eine Volumenkorrektur durchgefiihrt werden, um eine unvollstéandige
Sammlung oder (berméaRige Produktion von Urin auszugleichen. Dies kann
beispielsweise durch die zusétzliche Bestimmung von Kreatinin im Urin erfolgen, da die
Ausscheidung von Kreatinin im Urin mit einer relativ konstanten Rate erfolgt, die jedoch
alters- und geschlechtsabhéngig ist. Sie liegt bei 723 mg/L bei Frauen und 975 mg/L bei
Mannern (ohne Berlcksichtigung des Alters) [145]. Fir die Bestimmung von Kreatinin im
Urin stehen verschiedene Methoden zur Verfigung, darunter die Jaffé-Methode sowie
enzymatische Assays. In dieser Arbeit wurde die Methode nach Jaffé gewaéhlt, da
Catecholamine, vor allem Dopamin, zu Stérungen in den enzymatischen Assays flihren
und hier falsch niedrige Ergebnisse erzeugen, wahrend dies bei der Jaffé-Methode nicht
der Fall ist [146]. Jedoch liegt der Nachteil bei der Jaffé-Methode in der geringen
Sensitivitat sowie der Stoéranfalligkeit durch Interferenzen anderer Substanzen.

Da sich nun prinzipiell sowohl Plasma bzw. Serum als auch Urin als Probenmaterial fur
die multiplexen Immunoassays eignen, wurde versucht, die Probenvorbereitung sowie die
multiplexen Immunoassays fur beide Probenarten zu optimieren. Die Quantifizierung der
Catecholamine, Metanephrine und von Serotonin im Urin mit Hilfe der multiplexen
Immunoassays konnte erfolgreich durchgefiuihrt werden. Bei der Quantifizierung im
Plasma bzw. Serum traten jedoch erhebliche Schwierigkeiten auf. Es wurden hier,
unabhangig von der im Plasma bzw. Serum enthaltenen Catecholamin-, Metanephrin-
bzw. Serotoninmenge, sehr hohe Signalintensitaten erhalten, die eine Quantifizierung der
Analyten unmoéglich machten. Diese hohen Signalintensitaten wurden sehr wahrscheinlich

durch unspezifische Bindung der Antikbrper an andere Plasma- bzw. Serumbestandteile
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verursacht. Zwar sollten wahrend des Extraktionsprozesses im Catecholamin-Assay diese
Bestandteile groftenteils aus der Probe entfernt werden, da jedoch eine Extraktion von
Strukturen mit cis-diol-Gruppen erfolgt, werden nicht nur Catecholamine sondern auch
Nukleoside bzw. Nukleotide und andere zuckerhaltige Molekiile, wie glycosylierte
Proteine, extrahiert. Diese werden nach dem Extraktionsprozess ebenfalls eluiert und
kbnnen so im multiplexen Immunoassay Stérungen hervorrufen. Da bei den
Metanephrinen und Serotonin zuvor keine Extraktion durchgefiihrt wird, ist hier der Effekt
von sehr hohen unspezifischen Signalen noch starker zu sehen. Es wurde daher
versucht, durch verschiedene weitere Probenaufbereitungsschritte Proteine aus dem
Plasma bzw. Serum weitestgehend zu entfernen. Es wurden beispielsweise eine
Proteinfallung mit Sulfosalicylsdure oder Trichloressigsaure und Aceton durchgefiihrt,
starkere Waschpuffer getestet sowie eine weitere Extraktion mit losem Boronat-
Affinitatsgel der eigentlichen Extraktion vorgeschaltet (Daten nicht gezeigt). Dies fihrte
jedoch nicht zum gewinschten Erfolg, sodass auf die Entwicklung der multiplexen
Immunoassays fur die Quantifizierung der Analyten im Urin fokussiert wurde. Da im Urin
keine storenden Proteine enthalten sind, traten hier wéhrend der Entwicklung keine
Probleme durch stdrende Einflisse anderer Substanzen auf. Es konnte jedoch
abschlie3end nicht geklart werden, was genau fur die Stérungen bei der Quantifizierung
der Catecholamine, Metanephrine und von Serotonin im Plasma und Serum mit Hilfe der
multiplexen Immunoassays verantwortlich ist. Da die ELISAs der Firma LDN sowohl fir
Urin- als auch fir Plasma- und Serumproben anwendbar sind und denselben
Probenvorbereitungsprozess verwenden liegt die Vermutung nahe, dass die Probleme
durch das Sandwich-Immunoassay-ahnliche Format der multiplexen Assays bzw. durch
die verwendeten Antikorper zustande kommen. Dies kodnnte beispielsweise durch
unspezifische Bindung der Antikdrper an Proteine oder durch das Vorhandensein von
Antikbrpern anderer Spezifitaten auf den Mikrospharen durch eine unzureichende
Antikorperreinheit bedingt sein. Es wurde auch bereits in der Literatur beschrieben, dass
eine Etablierung von Assays zur Quantifizierung von Catecholaminen und Metanephrinen
im Plasma wesentlich schwieriger ist als fur die Quantifizierung im Urin, da sehr viele
Punkte, vor allem beim Sammeln der Proben, beachtet werden missen und eine hohe

Sensitivitdt und Spezifitdt sowie Robustheit der Assays hierfiir erforderlich ist [147].

Fur die Etablierung und Optimierung der Assays zur Quantifizierung der Catecholamine,
Metanephrine und von Serotonin in  humanem Urin wurden anschlie3end
Qualitatskontrollen sowie Validierungsproben erstellt. Diese sind notwendig um sicher zu
stellen, dass die Qualitat des Assays Uber viele Messungen hinweg erhalten bleibt und die

Ergebnisse verschiedener Messungen untereinander problemlos verglichen werden
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kénnen. Ebenso kdnnen anhand von Qualitatskontrollen Fehler oder Probleme bei der
Durchfiihrung eines Assays identifiziert werden. Fir die Auswahl eines geeigneten
Spenderurins zur Herstellung von Qualitatskontrollen und Validierungsproben wurden
Urinproben von verschiedenen gesunden Probanden auf ihre Konzentration an
Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin untersucht und Spender ausgewahlt, bei
denen die endogenen Konzentrationen der Analyten sehr niedrig waren. Dieser Urin
wurde dann mit verschiedenen Mengen an synthetischen Substanzen gespikt um
Urinproben herzustellen, deren Konzentrationen Uber den gesamten Bereich der
Standardkurven verteilt waren. Da die Konzentrationen dieser Analyten bei gesunden
Spendern nur im unteren bis mittleren Bereich der Standardkurve lagen und bis dahin
noch kein Patientenurin mit verschieden hohen bis sehr hohen Konzentrationen an
Analyten vorlag, wurden die Qualitats- und Validierungsproben durch Spiken mit
synthetisch hergestellten Substanzen erzeugt. Mit Hilfe dieser Proben wurde
anschlieend die Validierung durchgefiihrt sowie die Qualitat der verschiedenen
Messungen der Patientenproben tberprift.

5.5 Validierung der multiplexen Immunoassays

Um die Qualitdt, Zuverlassigkeit und Eignung der multiplexen Immunoassays fir die
Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin in humanem Urin zu
zeigen, wurde eine Validierung der Assays in Anlehnung an die ,Guidance for Industry —
Bioanalytical Method Validation” der US Food and Drug Administration (FDA) [126]
durchgefuhrt. Hierbei wurden ein geeignetes Kalibrierkurvenmodell, die untere
Nachweisgrenze, die untere und obere Bestimmungsgrenze, die Wiederfindungsrate, die
Intra- und Interassay-Prazision, die Verdinnungslinearitat, die Selektivitat sowie die

Robustheit der Assays und Stabilitdt der Analyten ermittelt.

Kalibrierkurvenmodell

Als Kalibrierkurvenmodell wurde fur alle Analyten ein 5-parametrischer logistischer
Kurvenfit mit einer Gewichtung von 1/Y gewahlt. Die Gewichtung soll dabei die
zunehmende GrofRe der Residuen mit zunehmender Konzentration des Analyten
ausgleichen. Anhand der Wiederfindungsraten und des BestimmtheitsmalRes wurde die
Eignung des Kalibrierkurvenmodells tberpriift. Diese konnte fur alle Analyten bis auf

Adrenalin bestatigt werden. Fur Adrenalin konnte im unteren Bereich der Standardkurve
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kein Kalibrierkurvenmodell ermittelt werden, welches bis zum untersten Standard A/B 1
akzeptable Wiederfindungsraten lieferte. Die Ursache hierflr ist in der fehlenden
Sensitivitdt des Antikorpers zu finden, welcher unterhalb von 1 ng/mL nicht mehr
zuverlassig quantifizieren kann, was sich in Variationskoeffizienten von tber 20 % und
Wiederfindungsraten Uber 140 % widerspiegelt. Da die beiden unteren Standards A/B 1
und A/B somit unterhalb der unteren Nachweisgrenze liegen, werden sie nicht fur die
Quantifizierung von Adrenalin im Urin herangezogen. Fur Adrenalin wurde daher ebenfalls
das 5-parametrische logistische Kalibrierkurvenmodell mit einer Gewichtung von 1/Y

beibehalten, welches ab Standard B eine gute Kurvenanpassung lieferte.

Grenzen der multiplexen Immunoassays

Die Grenzen der multiplexen Immunoassays definieren den Bereich des Assays, in
welchem die Analyten zuverlassig nachgewiesen oder quantifiziert werden koénnen.
Hierfir wurden die untere Nachweisgrenze (Limit of detection, LOD), die untere
Bestimmungsgrenze (Lower limit of quantification, LLOQ) und die obere
Bestimmungsgrenze (Upper limit of quantification, ULOQ) bestimmt, aus denen sich dann
der dynamische Bereich der Assays ergibt. Dieser sollte einen Konzentrationsbereich
umfassen, in welchem die Analyten in dem zu analysierenden Probenmaterial vorkommen
bzw. einen Bereich, in welchen die Analytkonzentration in der Probe durch Verdiinnen
gebracht werden kann. Wie bereits unter Punkt 5.4 erlautert, ist dies fur Urinproben der
Fall. Hier liegen die Analytkonzentrationen bei gesunden Personen im dynamischen
Bereich der Assays und auch stark erhdhte Analytkonzentrationen, wie sie bei Patienten
vorkommen koénnen, fallen noch in den dynamischen Bereich der jeweiligen Assays.
Demzufolge eignen sich alle Assays fir die Quantifizierung der Analyten im Urin.
Dennoch kann es auch vorkommen, dass sehr niedrige Analytkonzentrationen bei
gesunden Personen sowie extrem hohe Konzentrationen bei Patienten nicht erfasst
werden kénnen. Sehr hohe Konzentrationen kénnen jedoch durch Verdiinnen der Probe
in den dynamischen Bereich des Assays gebracht werden. Da eine mdglichst hohe
Sensitivitdt der Assays angestrebt wurde, die mit der Sensitivitdt der ELISAs der Firma
LDN vergleichbar ist, sind in Tabelle 44 die jeweiligen Grenzen fur die multiplexen

Immunoassays und die LDN ELISAs gegenubergestellt.
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Tabelle 44: Vergleich der Grenzen der multiplexen Imnmunoassays mit den Grenzen der LDN
ELISAs.

multiplexer ELISA
Analyt Parameter Immunoassay LDN
[ng/mL] [ng/mL]
LOD 2,2 4,5
Dopamin LLOQ 2,3 k. A.
ULOQ 2000 2000
LOD 1,6 0,3
Adrenalin LLOQ 1,9 k. A.
ULOQ 200 200
LOD 0,8 1,5
Noradrenalin LLOQ 2,3 k. A.
ULOQ 4000 1000
LOD 3,5 13
Metanephrin LLOQ 11,3 k. A.
ULOQ 2000 2000
LOD 2,3 23
Normetanephrin LLOQ 8,4 k. A.
ULOQ 3000 3000
LOD 0,9
3-Methoxytyramin LLOQ 1,8 kein ELISA verfugbar
ULOQ 2500
LOD 1,6 5
Serotonin LLOQ 7,0 k. A.
ULOQ 10000 2500

Wie Tabelle 44 zu entnehmen ist, besitzen alle multiplexen Immunoassays bis auf den
Adrenalin-Assay einen ahnlich groRen dynamischen Bereich wie der entsprechende LDN
ELISA bei einer leicht hoheren Sensitivitat (um den Faktor 2-10 sensitiver). Fur Adrenalin
ist die Sensitivitat im ELISA hoher als im multiplexen Assay, was, wie bereits erwahnt, an
der fehlenden Sensitivitdt des im multiplexen Assay verwendeten Antikorpers liegt. Hier
konnte eine Verbesserung der Sensitivitat nur durch Verwendung eines anderen
Fangerantikorpers erreicht werden, da durch die im Zuge der Assayoptimierung
durchgefuhrten Anpassungen von Puffersystem, Reagenzkonzentrationen und

Inkubationszeiten keine Steigerung der Sensitivitat erreicht werden konnte.
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Préazision und Wiederfindungsrate

Die Intra- und Interassay-Prazision sowie die Wiederfindungsrate sind wichtige
Parameter, die Auskunft Uber Genauigkeit, Qualitdt und Zuverlassigkeit eines Assays
geben und im Rahmen der Assayvalidierung ermittelt werden. Diese Parameter missen
dabei bestimmte Kriterien erfullen. Die Intraassay-Prazision sollte einen CV <15 %
aufweisen, die Interassay-Prazision sollte fir jede Konzentration einen CV <20 %
aufweisen, flr Konzentrationen nahe des LLOQ wird auch ein CV < 30 % akzeptiert. Die
Wiederfindungsrate sollte im gesamten Messbereich zwischen 80-120 % liegen bzw. falls
sie aulierhalb dieses Bereichs liegt, sollte sie konstant sein. Diese Kriterien konnten
jedoch nicht bei allen multiplexen Assays erfullt werden.

Fur die Intraassay-Prazision wurden zwar fir die gemessenen Fluoreszenzeinheiten
immer  Variationskoeffizienten <15% erhalten, flir die zurlickgerechneten
Konzentrationen jedoch Werte bis 29 %. Diese Differenz kommt dadurch zu Stande, dass
durch die Kurvenanpassung und das gewahlte Kalibrierkurvenmodell eigentlich eng
beieinander liegende Fluoreszenzwerte weit auseinander liegende zurlckgerechnete
Konzentrationen ergeben kénnen, wenn die Kurvenanpassung nicht optimal ist, das
gewahlte Kalibierkurvenmaodell nicht geeignet ist oder die Fluoreszenzwerte nicht mehr im
linearen Bereich der Kurve liegen. Bei den hier entwickelten multiplexen Assays liegt der
Grund meist an Schwankungen und Ausreiern, die zu einer schlechteren
Kurvenanpassung fihrten. Allerdings wurden die Kriterien bei den Assays fir
Normetanephrin, 3-Methoxytyramin und Serotonin auch fir die zuriickgerechneten
Konzentrationen erfiillt, da sich diese Assays als weniger schwankungsanféllig erwiesen.
Die Kriterien fir die Interassay-Prazision werden ebenfalls fir die meisten der multiplexen
Immunoassays erflllt, lediglich Adrenalin und Metanephrin zeigen hier etwas starkere
Schwankungen. Die Kriterien fur die Wiederfindungsraten wurden von allen Assays bis
auf Noradrenalin und Metanephrin erflllt, vor allem bei Noradrenalin war die
Wiederfindungsrate konstant etwas zu niedrig, was jedoch ebenfalls akzeptabel ist.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit den multiplexen Immunoassays eine zuverlassige und
genaue Quantifizierung der Analyten in humanem Urin moglich ist. Vor allem die Assays
fur Dopamin, Noradrenalin, Normetanephrin, 3-Methoxytyramin und Serotonin zeigten
sich als sehr stabile und zuverlassige Assays, die wenig stor- und schwankungsanfallig
sind. Die Assays fur Adrenalin und Metanephrin erwiesen sich hingegen als eher
schwankungsanfallige Assays, was sehr wahrscheinlich durch eine zu geringe Affinitat

des Antikorpers fur sein Antigen bedingt ist.
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Verdinnungslinearitat

In Abschnitt 5.4 wurde bereits erlautert, dass der dynamische Bereich der multiplexen
Assays ausreichend grof3 ist, um die Analytkonzentration im Urin von gesunden
Probanden sowie Patienten zu quantifizieren. Dennoch kann es vorkommen, dass bei
Patienten mit einer sehr starken Erhdéhung der Konzentration an Catecholaminen,
Metanephrinen oder Serotonin die Analytkonzentrationen oberhalb der oberen
Bestimmungsgrenze liegen. In diesem Fall kann durch Verdinnen der Probe die
Analytkonzentration in den dynamischen Bereich der Standardkurve gebracht werden.
Voraussetzung hierfur ist allerdings, dass die Linearitdt des Assays in diesem Bereich
gegeben ist, ansonsten entstehen durch die Rickrechnung der Verdiunnung falsch
niedrige oder falsch hohe Werte. Die im Catecholamin-Assay getesteten
Verdinnungsfaktoren unterscheiden sich von den im Metanephrin/Serotonin-Assay
getesteten Verdiunnungsfaktoren. Fiur die Catecholamine wurden zundchst zwar ebenfalls
die im Metanephrin/Serotonin-Assay getesteten Verdinnungen auf ihre Linearitat hin
untersucht, anschlieRend jedoch noch hohere Verdinnungen, da sich im ersten Versuch
eine sehr groRRe Linearitat der Assays abzeichnete. Fir Dopamin und Noradrenalin konnte
gezeigt werden, dass die Linearitat bis zu einem Verdinnungsfaktor von 400 gegeben ist,
fur Adrenalin jedoch nur bis zu einem Faktor von 200 und da es sich um einen multiplexen
Assay handelt, ist demnach der maximale Verdiinnungsfaktor 200. Bei den
Metanephrinen und Serotonin konnte die Linearitat bis zu einem Faktor von 80 gezeigt
werden. Diese Verdinnungsfaktoren sollten in jedem Fall ausreichend sein, um auch
Patientenproben mit sehr hohen Konzentrationen an Catecholaminen, Metanephrinen und

Serotonin in den dynamischen Bereich der multiplexen Assays zu bringen.

Selektivitat

Fur die Entwicklung der multiplexen Immunoassays ist es essentiell, dass fir das
jeweilige Antigen ein sehr spezifischer Antikdrper zur Verfligung steht, welcher als
Fangerantikdrper auf den Mikrospharen immobilisiert werden kann. Da sich die
Catecholamine und Metanephrine strukturell sehr ahnlich sind und sich nur durch das
Vorhandensein einer Hydroxyl- bzw. einer oder zwei Methylgruppen unterscheiden,
mussen die Antikorper hier kleinste Unterschiede erkennen kdnnen. Dariliber hinaus gibt
es zahlreiche andere Substanzen, die den Catecholaminen und Metanephrinen strukturell
sehr stark ahneln. Daher ist es wichtig, die Selektivitat der Antikdrper zu ermitteln und

diese hinsichtlich einer moglichen Kreuzreaktivitdt mit ahnlichen Molekilen zu
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analysieren. Fur Dopamin/3-Methoxytyramin, Adrenalin/Metanephrin und Serotonin
konnten sehr spezifische Antikorper identifiziert werden, die nur eine vernachlassigbar
geringe Kreuzreaktivitat zu den jeweils anderen, im multiplexen Assay enthaltenen
Analyten zeigten. Weiterhin konnte keine Kreuzreaktivitdt zu den strukturell ahnlichen
Substanzen ermittelt werden. Demzufolge kdénnen mit diesen drei Antikérpern selbst
kleinste Unterschiede in der Molekulstruktur erfasst und die einzelnen Catecholamine,
Metanephrine und Serotonin voneinander unterschieden werden. Far
Noradrenalin/Normetanephrin konnte dies allerdings nur flr die gereinigten Antikorper
mancher Chargen erreicht werden. Hier wurden Chargen erhalten, die ebenfalls nur eine
zu vernachlassigende Kreuzreaktivitdat zu Adrenalin zeigten, allerdings gab es auch
Chargen mit einer starken Kreuzreaktivitdit der gereinigten Antikdrper gegeniber
Adrenalin. Daher ist diese Kreuzreaktivitit sehr wahrscheinlich nicht durch eine
mangelnde Selektivitat des Antikdrpers fir sein Antigen bedingt, sondern durch einen
ineffektiven Aufreinigungsprozess, bei welchem der Antikbrper maoglicherweise nicht in
ausreichender Reinheit gewonnen werden konnte oder aber durch die harschen
Elutionsbedingungen teilweise denaturiert oder beschadigt wurde und somit nicht mehr in
der Lage war, sein Antigen spezifisch zu erkennen. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass es mdoglich ist, selektive polyklonale Antikorper gegen sehr kleine Strukturen wie die
Metanephrine zu generieren und als immobilisierte Fangerantikérper in nicht-
kompetitiven, multiplexen Immunoassays einzusetzen. Durch den Einsatz monoklonaler
Fangerantikdrper kdnnte hier die Problematik der Chargen-abhangigen Kreuzreaktivitaten

umgangen werden.

Robustheit und Analytstabilitat

Zwischen der Entnahme und der Analyse von Patientenproben liegen zumeist langere
Transportwege mit unterschiedlichen Lagerungstemperaturen. Haufig werden auch aus
einer Probe mehrfach Analysen durchgefiihrt, die mehrere Einfrier- und Auftau-Zyklen der
Probe nach sich ziehen. Nicht optimale Lagerungsbedingungen sowie zu haufiges
Einfrieren und Wiederauftauen kénnen zur Beschadigung der Analyten fiihren, sodass sie
von ihrem jeweiligen spezifischen Antikérper nicht mehr erkannt werden. Daher ist es
wichtig, die Stabilitat der Analyten gegentiber diesen Bedingungen zu ermitteln, da nur bei
ausreichender Stabilitat ein zuverlassiges Messergebnis gewahrleistet werden kann.
Hierbei ist es sinnvoll, die gangigen Lagerungstemperaturen (Raumtemperatur, 4 °C und
-20 °C) zu untersuchen. Ebenso sollten bis zu drei Einfrier- und Auftauzyklen untersucht

werden, da es im Laboralltag durch die Bestimmung von mehreren Analyten und eventuell
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durchzufiihrenden Nachbestimmungen erforderlich sein kann, ein Probenaliquot bis zu
dreimal aufzutauen. Dabei zeigte sich, dass die Catecholamine, Metanephrine und
Serotonin sehr stabil sind. Alle drei Catecholamine konnen fur 4 h bei RT oder 4 °C
gelagert werden. Auch nach drei Einfrier- und Auftauzyklen kénnen die Analyten
zuverlassig und genau in der Probe quantifiziert werden. Dies konnte auch fir die
Metanephrine und Serotonin gezeigt werden, allerdings ware fur Metanephrin eine
Lagerung von nur 2 h bei RT besser, da hier schon eine leichte Veranderung bei der
Bestimmung der Analytkonzentration nach 4 h festgestellt werden konnte. Daher zeigen
die Analyten eine ausreichende Stabilitdt, um mit Hilfe der multiplexen Assays auch dann
zuverlassig und genau quantifiziert werden zu kénnen, wenn langere Lagerungszeiten,
unterschiedliche Lagerungstemperaturen und mehrfaches Einfrieren und Auftauen
zwischen der Probenentnahme und der Analyse liegen.

5.6 Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und

Serotonin aus Dry Urine Test-Filterkarten

Fur die Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin im Urin muss
dieser angesauert oder mit Stabilisatoren versehen werden, damit es nicht zur Oxidation
der Catecholamine kommt. Zusatzlich muss durch Zugabe von Konservierungsmitteln das
Wachstum von Mikroorganismen verhindert werden. Anschlieend muss der Urin sofort
kuhl gelagert oder tiefgefroren werden und unter diesen Lagerungsbedingungen auch an
das Diagnostiklabor verschickt werden. Dies ist mit einem grof3eren Aufwand wie dem
Versand auf Trockeneis und daher auch mit héheren Kosten verbunden. Zusatzlich
besteht die Gefahr, dass durch zu spétes Anséduern und zu langes Lagern bei
Raumtemperatur ein Grolf3teil der Catecholamine und Metanephrine bereits oxidiert oder
zerfallen ist. Das Sammeln von Urinproben zur Quantifizierung von Catecholaminen,
Metanephrinen und von Serotonin mit Hilfe von Dry Urine Test-Filterkarten der Firma LDN
stellt daher eine einfache Alternative dar, bei der sowohl die Lagerung als auch der
Versand bei Raumtemperatur erfolgen und die auch von ungeschultem Personal gut
durchgefuhrt werden kann. Der Versand kann anschlieBend auch in einem Briefumschlag
bei RT erfolgen. Es wurde nun untersucht, ob die Analyten tatsachlich auf den Filterkarten
und bei RT stabil sind und inwiefern die Quantifizierung der Analyten in einer frischen
Urinprobe, einer mit konventionellen Urinsammelréhrchen gesammelten Probe und einer
mit den Dry Urine Test-Filterkarten gesammelten Probe Ubereinstimmen. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Wiederfindungsrate der in Urin gespikten Analyten bei den Dry

Urine Test-Filterkarten sehr gut ist und die gleichen Analytmengen quantifiziert werden
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wie in einer frischen Urinprobe bzw. einer mit konventionellen Sammelréhrchen
gesammelten Probe. Daher eignen sich die mit Dry Urine Test-Filterkarten gesammelten
Urinproben fur die Quantifizierung der sehr empfindlichen und instabilen Catecholamine,
Metanephrine und von Serotonin mit Hilfe der multiplexen Immunoassays und stellen eine

einfache und wenig fehleranfallige Alternative fir das Sammeln von Urinproben dar.

5.7 Vergleich der multiplexen Immunoassays mit den gangigen
Methoden zur Quantifizierung von Catecholaminen und

Metanephrinen im Urin

Nach Abschluss der Entwicklungs- und Validierungsphase wurde ein technischer
Vergleich der multiplexen Assays mit den kompetitiven ELISAs der Firma LDN anhand
gespikter Urinproben und anhand der ELISA Kit-Kontrollen durchgefiihrt. Hier konnte
gezeigt werden, dass die im multiplexen Assay ermittelten Konzentrationen mit den im
ELISA ermittelten Konzentrationen sehr gut Ubereinstimmen und auch der jeweiligen
Sollkonzentration entsprechen. Im Anschluss daran wurde anhand verschiedener
Anwendungsbeispiele gezeigt, dass die Catecholamine, Metanephrine und Serotonin mit
Hilfe der multiplexen Immunoassays erfolgreich in humanem sowie murinem Urin
quantifiziert werden kdnnen. Allerdings wurde hierbei eine starke Unterquantifizierung des
endogenen Noradrenalins bzw. Normetanephrins beobachtet. Daher wurde nochmals
anhand verschiedener Patientenproben die Ubereinstimmung der neu entwickelten
multiplexen Immunoassays mit den in der Routinediagnostik gangigen Verfahren zur
Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin tberprift. Dies sind
sowohl die Quantifizierung mittels ELISA als auch die Quantifizierung mittels HPLC. Fir
den Vergleich wurden die kompetitiven ELISAs der Firma LDN verwendet, fiir den
Vergleich mit der HPLC standen Referenzwerte aus 30 Patientenproben zur Verfiigung, in
welchen Catecholamine und Metanephrine am Universitatsklinikum in Tdbingen mittels
HPLC quantifiziert wurden.

Hier konnte gezeigt werden, dass der multiplexe Immunoassay fir Catecholamine sehr
gut und der multiplexe Metanephrin/Serotonin-Assay gut bis sehr gut mit den kompetitiven
ELISAs sowie den HPLC-Messungen korreliert. Vor allem die Ubereinstimmung des
Dopamin-Assays mit den ELISA- und HPLC-Messungen sowie des Serotonin-Assays mit
dem Serotonin ELISA ist hervorragend. Jedoch konnte die zuvor beobachtete starke
Unterquantifizierung von endogenem Noradrenalin bzw. Normetanephrin im multiplexen
Assay bestatigt werden. Um zu klaren, wodurch trotz perfekter Korrelation die starke

Unterquantifizierung von Noradrenalin bedingt ist, wurden verschiedene Versuche
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durchgefuhrt. Es wurde uUberprift, ob das im multiplexen Immunoassay eingesetzte
Acylierungsreagenz, das von dem im ELISA verwendeten Acylierungsreagenz
verschieden ist, fur den beobachteten Effekt verantwortlich ist. Zudem wurde untersucht,
ob das Vorhandensein zweier verschiedener Stereoisomere des Noradrenalins in diesem
Zusammenhang eine Rolle spielt. Zuletzt wurde versucht, durch saure Hydrolyse eine
eventuelle Maskierung der Epitope des endogenen Noradrenalins zu entfernen und so
dem Antikdrper den Zugang zu seinem Antigen zu ermdglichen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Unterquantifizierung nicht durch die Verwendung eines anderen
Acylierungsreagenzes im multiplexen Assay bedingt ist, da auch bei Durchfiihrung des
ELISAs mit diesem Acylierungsreagenz vergleichbare Analytmengen quantifiziert wurden
wie bei Durchfiihrung mit dem Kit-Acylierungsreagenz. Auch die Vermutung, dass die
Diskrepanz durch das Vorhandensein zweier verschiedener Stereoisomere des
Noradrenalins zu Stande kommt, konnte nicht bestétigt werden. Wurde jedoch nach der
Elution der Catecholamine von der Extraktionsplatte eine saure Hydrolyse durch langeres
Erhitzen der Extrakte durchgefiihrt, konnte die mit Hilfe der multiplexen Immunoassays
guantifizierte endogene Noradrenalinmenge im Patientenurin stark gesteigert werden.
Wurde zuvor mit ELISA- oder HPLC-Messungen etwa 10-mal mehr endogenes
Noradrenalin in den Patientenproben quantifiziert als im multiplexen Assay, waren es jetzt
nur noch etwa 1,5-mal mehr. Dieses Ergebnis spricht dafir, dass im Urin von Patienten
oder gesunden Spendern das endogene Noradrenalin tatséchlich in irgendeiner Form
maskiert vorliegt, wahrend frisch zur Probe hinzugegebenes synthetisches Noradrenalin
fur den Antikdrper frei zuganglich ist. Die Hydrolyse nach der sauren Elution bietet somit
eine einfache Mdglichkeit, diese Maskierung zu entfernen und somit das Ergebnis des
multiplexen Assays fur Noradrenalin wesentlich zu verbessern. Es kdnnte auch sein, dass
durch die Hydrolyse Konjugate der Analyten mit beispielsweise Glucuronsaure aufgeldst
werden und der im multiplexen Assay verwendete Antikdrper die als Konjugate
vorliegenden Analyten nicht erkennt, wahrend diese im ELISA und bei HPLC-Messungen
erfasst werden. Normalerweise erfolgt zumindest bei den Metanephrinen eine saure
Hydrolyse vor der Analyse mittels ELISA oder HPLC, um nicht nur die freien sondern
auch die konjugierten Metaboliten der Catecholamine im Urin zu erfassen. Da die
Catecholamine und Metanephrine in den gespikten Urinproben nicht in konjugierter Form
vorliegen konnen, ware dies eine Erklarung dafir, das zur Urinprobe zugesetztes
synthetisch hergestelltes Noradrenalin richtig quantifiziert wird, das in der Urinprobe
enthaltene endogene Noradrenalin jedoch nicht. Weitere Daten zeigten zudem, dass das
Mal3 an Unterquantifizierung vom verwendeten Antikdrper abhangt (Daten nicht gezeigt).
Je nachdem, welcher Antikorper im multiplexen Assay eingesetzt wurde, wurde in den

Urinproben mehr oder weniger endogenes Noradrenalin quantifiziert. Bei einem der
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Antikorper unterschieden sich die im multiplexen Assay und im ELISA quantifizierten
Mengen an endogenem Noradrenalin sogar nur um den Faktor 2 und dies bereits ohne
Hydrolyse. Allerdings war die Unterquantifizierung nur vom Antikorper, also letztendlich
vom immunisierten Tier abhangig, nicht von der Aufreinigungscharge. Dies spricht
ebenfalls dafir, dass die Epitope, an welche der Antikorper bindet, in den Urinproben
nicht zuganglich sind und da jeder der Antikdrper ein etwas unterschiedliches Epitop
binden wird, ware damit die Beobachtung zu erkldaren, dass das Mall an
Unterquantifizierung vom jeweiligen Antikorper abhéngig ist. Auch hier stellt der Einsatz
von monoklonalen Fangerantikdrpern eine mogliche Lésung des Problems dar, da alle
Antikodrper dasselbe Epitop binden und die Verflgbarkeit eines einmal als spezifisch
identifizierten Antikorpers, welcher endogenes Noradrenalin korrekt quantifiziert, nicht
limitiert ist.

Es konnte also gezeigt werden, dass mit den multiplexen Immunoassays Catecholamine,
Metanephrine und Serotonin erfolgreich in humanem Patientenurin quantifiziert werden
kénnen und die quantifizierten Mengen sehr gut mit den in kommerziell erhéltlichen
ELISAs und mit HPLC-Messungen ermittelten Mengen Kkorrelieren. Die absolut
quantifizierten Mengen stimmen vor allem bei Dopamin und Serotonin perfekt mit den
mittels der gangigen Methoden der Routinediagnostik quantifizierten Mengen tberein und
fur Noradrenalin konnte nach saurer Hydrolyse ebenfalls eine gute Ubereinstimmung

erzielt werden.

5.8 Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und

Serotonin im Urin von Patienten

Um die Anwendbarkeit der neu entwickelten multiplexen Immunoassays fur
Catecholamine, Metanephrine und Serotonin zu demonstrieren, wurde Urin von Patienten
mit unterschiedlichen Krankheitsbildern mit Hilfe der Assays analysiert. Es wurde
Uberprift, ob die Konzentration der Analyten im Urin zuverlassig ermittelt werden kann

und eine Unterscheidung von gesunden und kranken Personen mdglich ist.

Patienten mit einem Phaochromozytom

Da das Phaochromozytom zu den bekanntesten Beispielen Catecholamin-assoziierter
Erkrankungen gehort und mit einer starken Erhohung der Catecholamine und

Metanephrine im Urin der Patienten einhergeht, wurden Spontanurinproben von drei
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Patientinnen mit einem Phaochromozytom mit Hilfe der multiplexen Immunoassays
analysiert. Dabei wurde bei diesen Patientinnen jeweils vor und nach der
laparoskopischen Adrenalektomie Spontanurin gesammelt. Fir zwei der drei Patientinnen
(1 und 3) konnte erwartungsgemaf eine starke Reduktion der Adrenalin-, Noradrenalin-,
Metanephrin- und Normetanephrinkonzentration nach der Adrenalektomie ermittelt
werden. Dabei lagen die Konzentrationen der Analyten vor der Operation weit oberhalb
des Konzentrationsbereichs der Analyten bei gesunden Spendern, nach der Operation
dagegen normalisierten sich die Konzentrationen. Ein widerspriichliches Ergebnis wurde
allerdings fur Patientin 2 erhalten, bei welcher die Konzentrationen an Adrenalin,
Noradrenalin  und Metanephrin vor der Operation in einem normalen
Konzentrationsbereich lagen und sich nach der Operation leicht erhéhten, wahrend fir
Normetanephrin eine Reduktion beobachtet werden konnte. Dies kdnnte dadurch bedingt
sein, dass bei dieser Patientin eventuell kein klassisches Ph&ochromozytom mit einer
Uberproduktion an Catecholaminen und Metanephrinen vorlag sondern eine atypische
Variante der Erkrankung. Die Bestimmung von Dopamin im Urin der Patientinnen
hingegen zeigte, dass alle drei Patientinnen an keinem Dopamin-produzierenden
Ph&ochromozytom leiden, da hier die Konzentrationen vor und nach Operation gleich sind
und im selben Konzentrationsbereich liegen wie bei gesunden Spendern. Dasselbe gilt fur
3-Methoxytyramin fur die Patientinnen 1 und 3, allerdings wurde hier bei Patientin Nr. 2
eine Erhdéhung der 3-Methoxytyraminkonzentration nach der Operation gesehen, die
allerdings nicht bei allen Messungen bestéatigt werden konnte und somit eher kritisch zu
betrachten ist. Fur Serotonin konnten bei allen drei Patientinnen keine Unterschiede
zwischen der Konzentration vor und nach der Adrenalektomie ermittelt werden, die
Konzentrationen lagen im selben Konzentrationsbereich wie bei den gesunden Spendern.
Dies entspricht dem erwarteten Ergebnis, da Phaochromozytome kein Serotonin
produzieren und daher keine Veranderungen in der Serotoninkonzentration vorliegen
sollten.

Es konnten demzufolge mit Hilfe der multiplexen Immunoassays die stark erhdhten
Konzentrationen an Catecholaminen und Metanephrinen vor Entfernung des Tumors bei
den Patienten gemessen und die Reduktion der Konzentrationen nach operativer
Entfernung des Tumors verfolgt werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass zwei
der drei Patientinnen das typische Krankheitsbild mit einer Uberproduktion an
Catecholaminen aufwiesen und keine der Patientinnen an einem Dopamin-
produzierenden Phaochromozytom litt. Die multiplexen Immunoassays eignen sich daher
sehr gut um sowohl stark erhohte als auch normale Konzentrationen der Analyten im Urin

von Patienten und gesunden Spendern zu quantifizieren.
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Patienten mit Gedéachtnisstorungen

Da die Catecholamine Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin zu den wichtigsten
Neurotransmittern zéhlen, gehen verschiedene Erkrankungen des Nervensystems mit
einer Veranderung der Konzentration an Catecholaminen und Metanephrinen im Gehirn
sowie in verschiedenen Korperflissigkeiten einher. Insbesondere bei Morbus Parkinson
und Morbus Alzheimer kommt es zur Degeneration von Neuronen, die im Spatstadium zu
einer schweren Demenz bei den Patienten fiihrt. Daher wurde untersucht, ob im Urin von
Patienten mit Gedachtnisstérungen Veranderungen in der Konzentration von
Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin im Urin ermittelt werden kénnen. Dabei
handelte es sich um Patienten mit einer leichten kognitiven Stérung, auch als
Altersvergesslichkeit bekannt, sowie um Patienten mit einer beginnenden oder bereits
bestehenden Alzheimer- oder Parkinson-Demenz. Es konnte gezeigt werden, dass zwar
bei fast allen Patienten die Konzentration mindestens eines Analyten um mehr als die
dreifache Standardabweichung vom Mittelwert der Konzentration bei gesunden Spendern
abweicht, jedoch konnte keine allgemeine Tendenz ermittelt werden, die auf eine
krankheitsbedingte Erhdhung oder Reduktion bestimmter Analyten im Zusammenhang mit
einer leichten kognitiven Storung oder Morbus Alzheimer hinweist. Die signifikante
Erhéhung der Konzentration an Dopamin und 3-Methoxytyramin bei Patient 7 ist bedingt
durch die Therapie dieses an Parkinson-Demenz leidenden Patienten mit Levodopa.
Dieses wird im Korper zu Dopamin verstoffwechselt und kann daher zu einer Erh6hung
der Dopamin- und 3-Methoxytyraminkonzentration im Urin flihren. Somit wird bei diesem
Patienten nicht die endogene Konzentration der beiden Analyten erfasst, sondern die
durch die Therapie mit Levodopa erzeugte Konzentration. Bei den Patienten mit einer
beginnenden, leichten Alzheimer-Demenz (Patient 6, 8, 10, 13, 15, 18, 19) wurde kein
einheitliches Ergebnis erhalten. Die Patienten zeigten teilweise eine Erhdéhung der
Adrenalinkonzentration und eine Reduktion der Serotoninkonzentration, bei einigen
Patienten lagen jedoch die Konzentrationen aller Analyten im selben
Konzentrationsbereich wie bei gesunden Spendern. Patient 12, welcher an einer
mittelschweren  Alzheimer-Demenz  litt, zeigte eine starke Erhdéhung der
Noradrenalinkonzentration. Dies steht im Einklang mit der Theorie, dass es im
fortgeschrittenen Erkrankungsstadium trotz des Verlusts an noradrenergen Neuronen
durch UbermaRige kompensatorische Mechanismen zu einem Anstieg der Konzentration
an Noradrenalin in der Zerebrospinalflissigkeit kommt [55]. Dies kdnnte dann auch
Auswirkungen auf die Konzentration des Analyten im Urin haben. Bei den Patienten mit
einer leichten kognitiven Stérung (Patient 1, 3, 16) und bei den Patienten ohne

nachgewiesene Storung (Patient 4, 5, 17) konnten ebenfalls keine wesentlichen
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Verédnderungen im Vergleich zu gesunden Spendern ermittelt werden. Fir die Patienten 2
und 11 standen keine Diagnosen zur Verfigung. Bei Patient 9, bei welchem eine
signifikante  Erhéhung einiger Analyten, vor allem Dopamin, Noradrenalin,
3-Methoxytyramin, Metanephrin und Serotonin ermittelt werden konnte, handelte es sich
jedoch um eine geblindete gesunde Kontrolle. Allerdings zeigte keiner der acht bzw. elf
bekannten gesunden Spender eine Erhéhung der Analytkonzentrationen, die
Konzentrationen aller Analyten lagen bei diesen Spendern in einem ahnlichen Bereich.
Demzufolge kann die starke Erhéhung der Analyten bei Patient 9 nicht erklart werden. Es
konnte entweder ein Fehler bei der Quantifizierung der Analyten im multiplexen
Immunoassay oder ein Fehler bei der Quantifizierung von Kreatinin vorliegen. Auch ein
Fehler beim Sammeln der Urinprobe kénnte zu falsch hohen Ergebnissen fihren. Ebenso
konnten Interferenzen durch Nahrungsmittel oder Medikamente, welche der gesunde
Kontrollspender vor der Abgabe der Urinprobe zu sich nahm, fur die Erh6hung der
Analytkonzentrationen verantwortlich sein. Letztlich kann auch nicht ausgeschlossen
werden, dass der gesunde Spender eventuell doch an einer Catecholamin-assoziierten
Erkrankung leidet, die jedoch noch keine Symptome zeigt und daher bislang unbemerkt
blieb.

Patienten mit einer Nierenerkrankung

Catecholamine und deren Abbauprodukte, die Metanephrine, werden in freier oder
konjugierter Form tber den Urin ausgeschieden. Daher passieren sie auch die Niere und
werden hier filtriert. Eine veranderte Nierenfunktion wirkt sich daher auf die Konzentration
der Catecholamine und Metanephrine sowohl im Urin als auch im Plasma aus. So steigt
bei Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion aufgrund der verminderten
Ausscheidung der Analyten im Urin die Konzentration an Catecholaminen und
Metanephrinen im Plasma an [133]. Dagegen sinkt die Konzentration der Catecholamine
im Urin mit fortschreitender Verschlechterung der Nierenfunktion stetig [132, 134]. Daher
wurden Spontanurinproben von Patienten mit unterschiedlichen Nierenerkrankungen auf
ihre Konzentration an Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin mit Hilfe der
multiplexen Immunoassays untersucht. Dabei konnten nur bei den Patienten mit fokal
segmentaler Glomerulosklerose und diabetischer Nephropathie signifikante Unterschiede
in den Konzentrationen mehrerer Analyten im Vergleich zu gesunden Personen ermittelt
werden. Bei den Patienten mit fokal segmentaler Glomerulosklerose konnte eine
Reduktion der Catecholamine im Urin ermittelt werden sowie eine signifikante Erhdhung

der Konzentration an freien Metanephrinen. Die Reduktion der Catecholamine im Urin
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stimmt mit den in der Literatur [132-134] beschriebenen Beobachtungen tberein, jedoch
ist die stark erhdhte Konzentration an Metanephrinen widersprichlich zur der ebenfalls
erwarteten Reduktion der Konzentration aufgrund einer verminderten Nierenfunktion.
Ahnliche Ergebnisse wurden auch fir die Patienten mit diabetischer Nephropathie
erhalten. Anhand einer hierarchischen Clusteranalyse konnte ermittelt werden, dass bei
manchen Patienten eine starke Erhdéhung der Metanephrine im Urin vorliegt. Diese
Patienten gehorten jedoch verschiedenen Gruppen an und nicht bei allen Patienten einer
Gruppe konnte eine Erhéhung der Konzentration an Metanephrinen festgestellt werden.
Daher lasst sich kein Bezug zwischen einer bestimmten Nierenerkrankung und der
Erhéhung der Konzentration an Metanephrinen im Urin herstellen. Wodurch allerdings
diese Erhéhung bedingt ist bleibt unklar. Ebenso konnte nur fir die Patienten mit fokal
segmentaler Glomerulosklerose eine Reduktion der Catecholamine im Urin im Vergleich
zu gesunden Probanden ermittelt werden, fir alle anderen Patientengruppen jedoch nicht.
Dies bedeutet, dass anhand der Quantifizierung von Catecholaminen und Metanephrinen
allein keine zuverlassige Identifizierung von Patienten mit einer Nierenerkrankung
erfolgen kann, wenngleich sie auch bei reduzierter Catecholaminkonzentration Hinweise
auf das Vorliegen einer solchen Erkrankung geben kann. Allerdings konnte mit dieser
grofRen Patientengruppe gezeigt werden, dass es mit Hilfe der multiplexen Immunoassays
moglich ist, schnell und kostenguinstig eine grof3e Anzahl an Proben gleichzeitig
zuverlassig zu quantifizieren und Unterschiede zwischen Patienten und gesunden

Probanden zu ermitteln.

5.9 Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und

Serotonin im Urin von Alpha-Adrenozeptor-Knockout-Mausen

Catecholamine sind Uber a- und B-Adrenozeptoren an der Regulation vieler
Stoffwechselprozesse im Korper wie beispielsweise der Lipolyse und Glykogenolyse
beteiligt. Dieses System kann durch verschiedene Faktoren wie
Ernahrungsgewohnheiten, Ubergewicht und Fettleibigkeit sowie Stress beeinflusst
werden. Stress sorgt fur eine erhohte Aktivitdt des Sympathikus sowie eine vermehrte
Sekretion an Catecholaminen [148]. Ebenso kénnte Fettleibigkeit zu einer erhdhten
Aktivitdt des Sympathikus fuhren [79]. In einer Studie der Universitat Turku sollte daher
untersucht werden, welche Rolle Stress bei der Entwicklung von Fettleibigkeit und
Stoffwechselerkrankungen spielt. Als Modellorganismus wurden Mause verwendet,
welche einen Knockout des Alpha-2A- bzw. des Alpha-2A- und Alpha-2C-Adrenozeptors

besitzen. Diese beiden Knockouts fihren zu einer chronisch erhdhten Aktivitat des
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Sympathikus sowie einer erhéhten Catecholamin-Sekretionsrate bei den Tieren und
simulieren somit einen chronischen Stresszustand. Die Tiere wurden zunéchst mit einer
normalen Kost und anschlieBend Uber einen Zeitraum von zwei Wochen mit einer
fettreichen Kost ernahrt, welche mit einem Fettgehalt von 45 % die sehr fettreiche
Ernahrung der westlichen Zivilisation reflektieren sollte. Ziel der Studie ist es zu ermitteln,
ob eine erhdhte Aktivitat des Sympathikus die Tiere anfélliger fir die Entwicklung von
Fettleibigkeit macht oder aber ob die UbermafRige Produktion an Catecholaminen der
Fettleibigkeit vorbeugt. Dazu wurden die Konzentrationen der Catecholamine und
Metanephrine im Urin der Tiere bestimmt und mit einer Kontrollgruppe verglichen. Fir den
Alpha-2AC-Adrenozeptor-Knockout-Stamm  konnte fir alle Catecholamine und
Metanephrine sowie fur Serotonin eine signifikante Erhéhung der Konzentration der
Analyten im Urin bei fettreicher Erndhrung ermittelt werden. Ergebnisse der Universitat
Turku (Daten noch nicht veréffentlicht) zeigen, dass die Alpha-2AC-Adrenozeptor-
Knockout-Tiere auch bei fettreicher Erndhrung keine Fettleibigkeit entwickeln. Somit
deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass bei chronischem Stress und einer tberméafigen
Produktion an Catecholaminen, vor allem an Adrenalin und Noradrenalin, die Entwicklung
von Fettleibigkeit verhindert wird. Fir die Alpha-2A-Adrenozeptor-Knockout-Tiere
hingegen konnte keine signifikante Erhdhung der Catecholaminkonzentrationen ermittelt
werden, hier waren nur die Metanephrin- und Serotoninkonzentrationen bei fettreicher
Ernahrung erhoht, jedoch nicht in so hohem MalRe wie bei dem Doppel-Knockout-Stamm.
Bei diesen Tieren beobachtete die Universitat Turku eine starke Gewichtszunahme mit
Entwicklung von Fettleibigkeit bei Ernahrung mit fettreicher Kost, wobei diese nicht so
stark an Gewicht zulegten wie die Wildtyp-Kontrolltiere. Da die Alpha-2A-Adrenozeptor-
Knockout-Tiere weniger Catecholamine bei fettreicher Erndhrung sekretieren als die
Doppel-Knockout-Tiere konnte dies ein Hinweis darauf sein, dass die geringeren
Konzentrationen an Catecholaminen nicht ausreichend sind um die Tiere vor der
Entwicklung von Fettleibigkeit zu schitzen. Die Wildtyp-Tiere zeigen zwar auch fur
Dopamin und Noradrenalin erhéhte Konzentrationen bei fettreicher Ernahrung, jedoch
nicht fur Adrenalin. Diese Tiere legen bei fettreicher Erndhrung auch stark an Gewicht zu.
Diese Ergebnisse konnten darauf hindeuten, dass eine sehr hohe Aktivitat des
Sympathikus mit einer Uberm&Rigen Sekretion an Catecholaminen, vor allem von
Adrenalin, wie es bei Stress der Fall ist, vor einer starken Gewichtszunahme und der
Entwicklung von Fettleibigkeit schitzt. Um hier jedoch die genauen Zusammenhange
zwischen sympathischer Aktivitat, Catecholamin-Sekretionsrate und der Entwicklung von
Fettleibigkeit aufklaren zu konnen, sind weitere Versuche notwendig. Ebenfalls sollte
geklart werden, weshalb die Metanephrine im Urin bei fettreicher Ernahrung bei allen

Tieren stark erhoht sind. Dieses Ergebnis steht nicht im Einklang mit der nur leicht oder
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nicht erhéhten Konzentration der Catecholamine bei den Alpha-2A-Knockout-Tieren sowie
den Wildtyp-Tieren, da nicht klar ist, woher bei normalen oder leicht erhdhten
Konzentrationen an Catecholaminen die groBen Mengen ihrer Abbauprodukte

herkommen.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Catecholamine und Serotonin sind fur eine Vielzahl von Prozessen im Korper, wie zum
Beispiel der Neurotransmission, der Regulation des Herz-Kreislauf-Systems oder der
Regulation verschiedener Stoffwechselprozesse von essentieller Bedeutung. Daher
spielen Catecholamine und Metanephrine als deren inaktive Metaboliten sowie Serotonin
eine wichtige Rolle bei vielen Erkrankungen, da eine Veranderung ihrer Konzentration in
Korperflissigkeiten wie Plasma und Urin Auskunft Uber das Vorliegen verschiedener

Erkrankungen geben kann.

In dieser Arbeit wurden multiplexe Immunoassays entwickelt, die eine einfache, schnelle
und prazise Quantifizierung der Catecholamine Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin
sowie ihrer Metaboliten 3-Methoxytyramin, Normetanephrin, Metanephrin und von
Serotonin erlauben. Multiplexe Assays bieten hierbei den Vorteil, dass aus einem
geringen Probenvolumen mehrere Parameter gleichzeitig bestimmt und hunderte von
Proben parallel analysiert werden konnen. Somit stellen diese Assays im Vergleich zu
herkbmmlichen immunologischen Verfahren wie dem ELISA und zu HPLC- bzw.
Massenspektrometrie-basierten Verfahren eine Zeit, Material und damit Kosten sparende
Methode dar.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, selektive
polyklonale Antikérper gegen sehr kleine und strukturell sehr dhnliche Molekile wie die
Catecholamine, Metanephrine und Serotonin als Fangerantikérper in nicht-kompetitiven,
Sandwich-Immunoassay-ahnlichen multiplexen Assays einzusetzen. Anhand der bei der
Assayvalidierung ermittelten Parameter konnte gezeigt werden, dass die multiplexen
Immunoassays eine sehr gute Sensitivitdt sowie einen ausreichend grof3en dynamischen
Bereich besitzen, um eine préazise Quantifizierung der Analyten im Urin sowohl bei
gesunden Personen als auch bei Patienten mit erhfhten Analytkonzentrationen zu
erlauben. Dartber hinaus konnte die sehr gute Korrelation der neu entwickelten
multiplexen Immunoassays mit den in der Routinediagnostik gangigen Verfahren zur
Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin demonstriert werden.
Herausragend war vor allem die perfekte Ubereinstimmung des Dopamin-Assays mit
einem kommerziell erhéltlichen ELISA sowie den Ergebnissen aus HPLC-Messungen.
Ebenso konnte eine sehr gute Ubereinstimmung des Serotonin-Assays mit einem

kommerziellen ELISA demonstriert werden. Auch fur die anderen Analyten zeigte sich
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eine gute Ubereinstimmung mit den bisherigen Standardverfahren. Die zunachst
beobachtete starke Unterquantifizierung von endogenem Noradrenalin im multiplexen
Assay konnte durch eine saure Hydrolyse nach der Probenvorbereitung fast vollstandig

behoben werden.

Die Anwendbarkeit der multiplexen Immunoassays konnte anhand von Urinproben von
Patienten mit verschiedenen Diagnosen demonstriert werden. So konnten die stark
erhdohten Catecholamin- und Metanephrinkonzentrationen im Urin von Patienten mit
einem Phaochromozytom zuverlassig quantifiziert und deren Reduktion nach operativer
Entfernung des Tumors verfolgt werden. Bei Patienten mit verschiedenen
Gedachtnisstérungen wurde kein einheitliches Ergebnis erhalten, es konnte jedoch bei
einigen Patienten eine Erhdhung der Analytkonzentrationen beobachtet werden. Ebenso
zeigten nur manche Patienten mit einer Nierenerkrankung eine starke Erhéhung der
Metanephrine. Hier konnte jedoch kein eindeutiger Zusammenhang mit der zugrunde
liegenden Nierenerkrankung hergestellt werden.

In einer Zusammenarbeit mit der Universitat Turku konnte gezeigt werden, dass sich die
hier entwickelten multiplexen Immunoassays auch fir die Quantifizierung von
Catecholaminen, Metanephrinen und Serotonin im Urin von Ma&usen eignen. Die
Ergebnisse der Studie zeigten hierbei eine vom Genotyp abhangige, unterschiedlich
starke Erhéhung der Catecholamine, Metanephrine und von Serotonin bei sehr fettreicher

Ernahrung der Tiere.

Anhand dieser Proben konnte auch demonstriert werden, dass die hier entwickelten
multiplexen Immunoassays eine schnelle, einfache und parallele Bearbeitung einer
groBen Anzahl an Urinproben ermdglichen, da sieben Analyten mit nur zwei Assays
quantifiziert werden konnen, wohingegen in den bisher standardméaRig eingesetzten

kompetitiven ELISAs flur jeden einzelnen Analyten ein separater Assay notwendig war.

Die in dieser Arbeit entwickelten multiplexen Immunoassays besitzen daher eindeutig das
Potential flr den Einsatz in der Routinediagnostik. Sie bieten eine einfache, schnelle und
prazise Methode zur Quantifizierung von Catecholaminen, Metanephrinen und von
Serotonin im Urin. Dennoch wird langfristig der Einsatz von monoklonalen
Fangerantikdrpern angestrebt, um die beobachteten starken Schwankungen zwischen
einzelnen Chargen der polyklonalen Antikorper zu eliminieren und durch optimierte und
vereinheitlichte Aufreinigungsprotokolle die Ausbeute der Antikorper zu verbessern. Des

Weiteren bieten monoklonale Antikdrper den Vorteil einer nicht limitierten Verfugbarkeit,
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was besonders im Hinblick auf den Bedarf groRerer Mengen an Fangerantikorpern fur die
Immobilisierung auf den Mikrosphéren von Vorteil wére. Daruber hinaus sollten die
multiplexen Immunoassays zuklinftig auch fur die Quantifizierung der Analyten im Plasma
anwendbar sein, da vor allem die Plasma-Metanephrine wichtige Indikatoren fir viele
Erkrankungen sind.
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Anhang

8. Anhang

Tabelle 45: Ergebnisse der Proteinbestimmung nach Bradford fiir die Eluate der
Antikorperaufreinigung.

Volumen Eluat Eluat Eluat Eluat Gesamt-
Antikorper eingésetztes 1 2 3 4 Ausbeute
Antiserum

[mL] [mgl  [mg]  [ug]l  [md] [ug]
a-3-Methoxytyramin Nr. 3 1,35 42,7 38,2 24,9 20,3 126,1
a-Metanephrin Nr. 7 5,5 228,7 142,2 116,9 78,6 566,4
a-Normetanephrin Nr. 8 1,35 17,3 18,3 23,2 26,2 85,1
a-Serotonin Nr. 10 2,7 201,0 173,99 140,7 106,4 622,0

Tabelle 46: Kreuzreaktivitit in % im Catecholamin-Assay. Die Kreuzreaktivitdt des
a-Normetanephrin-Antikorpers Nr. 8 ist stark abhangig von der jeweiligen Antikdrperaufreinigungs-
Charge. Hier sind die Daten fur die Kreuzreaktivitat einer anderen Charge des a-Normetanephrin-
Antikorpers Nr. 8 aufgeflihrt als fir die Charge, die in Tabelle 33 dargestellt ist.

c a-3-MT a-MN a-NMN
Substanz
[ng/mL] AK Nr. 3 AK Nr. 7 AK Nr. 8
Dopamin 2000 100 0,11 0,10
Adrenalin 200 1,21 100 0,14
Noradrenalin 1000 1,10 0,69 100
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Tabelle 47: Messergebnisse fir die einzelnen Methoden des Vergleichs zwischen
multiplexem Catecholamin-Immunoassay, ELISA und HPLC in den Referenz-Urinproben aus
dem Zentrallabor des Universitiatsklinikums in Tiibingen.

Probe Dopamin [ng/mL] Adrenalin [ng/mL] Noradrenalin [ng/mL]
Nr. Multiplex ELISA HPLC | Multiplex ELISA HPLC | Multiplex ELISA HPLC
1 212,4 2477 197,0 1,6 34 <5 6,6 63,9 63,0
2 286,6 - 279,0 3,3 - <5 10,6 - 161,0
3 473,6 494,6  361,0 <1,6 0,5 <5 <0,8 - -
4 461,4 - 338,0 <1,6 - <5 <0,8 - -
5 603,6 713,6 486,0 13,7 13,8 7,2 4,6 50,2 40,0
6 88,9 - 80,0 2,1 - <5 3,2 - 30,0
7 190,9 233,2 164,0 2,2 3,8 <5 34 38,0 31,0
8 212,0 246,4 187,0 16,2 11,5 8,8 4,9 59,0 41,0
9 989,9 1087,2 845,0 189,2 115,8 98,0 11,5 118,3 117,0
10 226,8 - 197,0 <1,6 - <5 2,2 - 22,0
11 220,9 - 199,0 <1,6 - <5 2,5 - 22,0
12 146,2 - 124,0 3,9 - <5 34 - 35,0
13 79,4 1456 81,0 2,9 3,2 <5 1,8 32,0 22,0
14 77,3 - 80,0 1,6 - <5 1,6 - 22,0
15 116,8 - 115,0 3,0 - <5 1,1 - 13,0
16 148,1 - 97,0 3,6 - <5 6,7 - 69,0
17 382,1 521,4 346,0 3,2 7,3 <5 5,0 72,1 71,0
18 214,5 - 211,0 2,2 - <5 3,6 - 48,0
19 187,8 - 169,0 4,4 - <5 2,8 - 35,0
20 204,8 - 143,0 3,0 - <5 3,8 - 38,0
21 102,9 133,3 100,0 <16 1,6 <5 1,0 22,5 13,0
22 197,1 - 177,0 <16 - <5 1,8 - 21,0
23 132,7 - 108,0 <16 - <5 11 - 12,0
24 97,2 - 93,0 <16 - <5 11 - 13,0
25 83,3 - 61,0 <16 - <5 <0,8 - 6,0
26 333,6 - 304,0 5,0 - <5 5,6 - 61,0
27 86,2 117,2 84,0 2,9 3,2 <5 1,6 19,8 14,0
28 221,7 - 201,0 <16 - <5 3,6 - 35,0
29 173,0 - 158,0 <16 - <5 2,4 - 23,0
30 91,9 - 103,0 <16 - <5 1,6 - 16,0

31 676,1 1001,3 - 6,9 121 - 3,9 71,2 -
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Tabelle 48: Messergebnisse fiir die einzelnen Methoden des Vergleichs zwischen
multiplexem Metanephrin/Serotonin-Immunoassay, ELISA und HPLC in den Referenz-
Urinproben aus dem Zentrallabor des Universitidtsklinikums in Tiibingen.

Probe Metanephrin [ng/mL] Normetanephrin [ng/mL] Serotonin [ng/mL]
Nr. Multiplex ELISA HPLC | Multiplex ELISA HPLC | Multiplex ELISA HPLC
1 7,7 32,0 30,0 17,6 70,7 2820 61,1 95,0 -
2 9,1 - 63,0 30,3 - 519,0 120,8 - -
3 15,4 11,6 - 15,7 6,3 - 25,0 39,0 -
4 12,9 - - 14,5 - - 18,0 - -
5 28,3 55,0  100,0 15,6 44,8  294,0 175,9 297,1 -
6 5,9 - 39,0 6,0 - 132,0 259 - -
7 5.2 18,1 32,0 6,8 40,6  144,0 35,5 80,5 -
8 11,2 22,5 72,0 10,7 63,9 2340 46,2 50,8 -
9 878,4 976,4 9747,0 66,3 992,8 4752,0 118,5 159,6 -
10 7.4 - 35,0 7,8 - 105,0 34,7 - -
11 6,5 - 30,0 7,0 - 101,0 34,7 - -
12 11,9 - 51,0 12,0 - 160,0 68,6 - -
13 6,9 20,7 48,0 6,6 41,1 117,0 30,5 43.3 -
14 6,7 - 45,0 6,2 - 129,0 30,5 - -
15 11,5 - 47,0 4,6 - 61,0 51,8 - -
16 7,5 - - 16,8 - - 88,0 - -
17 13,0 40,5 23,0 15,1 92,9 77,0 122,0 288,8 -
18 7,0 - 34,0 13,4 - 242,0 47,9 - -
19 8,4 - 42,0 7.4 - 138,0 56,6 - -
20 12,4 - 107,0 10,6 - 231,0 55,5 - -
21 3,8 10,5 19,0 3,8 15,6 70,0 51,9 73,2 -
22 57 - 23,0 6,5 - 96,0 102,4 - -
23 11,0 - 49,0 4,6 - 60,0 48,6 - -
24 4,8 - 27,0 4,9 - 83,0 47,0 - -
25 9,7 - 24,0 10,1 - 54,0 41,1 - -
26 11,2 - 45,0 14,4 - 209,0 151,8 - -
27 5,3 19,3 23,0 4,2 17,8 69,0 42,1 54,5 -
28 31 - 12,0 6,2 - 97,0 123,5 - -
29 3,5 - 33,0 5,6 - 104,0 108,1 - -
30 57 - 35,0 4,6 - 81,0 33,9 - -
31 19,4 61,3 - 10,7 87,6 - 230,7 320,1 -

195



196




Lebenslauf

9. Lebenslauf

Personliche Daten

Name:

Nadja Baur

Schulische und universitare Ausbildung

03.2010 -12.2013

09.2012

10.2004 - 02.2010

Promotion im Fach Biochemie am Naturwissenschaftlichen und
Medizinischen Institut an der Universitat Tubingen, Abteilung
Biochemie in Reutlingen

Thema der Dissertation: Multiplexe Immunoassays zur
Quantifizierung von biogenen Aminen

Betreuer: Prof. Stefan Stevanovi¢, Dr. Thomas Joos,

Dr. Nicole Schneiderhan-Marra

Forschungsaufenthalt bei Myriad RBM, Saranac Lake, NY, USA
Aufgaben: Entwicklung multiplexer Immunoassays fur die
Quantifizierung von biogenen Aminen aus Dry Urine Test-
Filterkarten

Betreuer: Laurie Stephen, PhD

Studium der Biochemie an der Eberhard Karls Universitat in
Tlbingen

Schwerpunkte: Pharmazeutische Chemie und Toxikologie
Diplomarbeit: angefertigt am Naturwissenschaftlichen und
Medizinischen Institut an der Universitat Tubingen, Abteilung
Biochemie in Reutlingen

Thema der Diplomarbeit: Stabilisierung von Concanavalin A zur
Stimulation von Vollblut kombiniert mit multiplexer Proteinanalytik
Betreuer: Dr. Thomas Joos, Dr. Nicole Schneiderhan-Marra

Abschluss: Diplom

197



198

Lebenslauf

04.2008 — 09.2008 Praktisches Studienhalbjahr am Max-Planck-Institut fir Biochemie
in Martinsried und an der Ludwig-Maximilians-Universitéat in
Minchen

e Arbeitsgruppe von Zuzana Storchova, PhD: Erforschung der
Mechanismen der Zellzyklusregulation in Hefe

o Arbeitsgruppe von Prof. Elena Conti: Sf9 Insektenzell-
Expression von Proteinen des gamma-Tubulin Komplexes
aus Drosophila melanogaster

e Arbeitsgruppe von Dr. Friedrich Lottspeich: Analyse eines
Standardproteingemisches mit der ICPL-Quadruplex-
Methode

e Arbeitsgruppe von Prof. Franz Bracher: Synthese von
potentiell cytotoxischen Bauerin-C-Derivaten

09.1995 - 06.2004 Allgemeinbildendes Gymnasium der Liebfrauenschule in
Sigmaringen

Abschluss: Allgemeine Hochschulreife



Wissenschaftliche Arbeiten

10. Wissenschaftliche Arbeiten

Publikationen

Gottheil R, Baur N, Becker H, Link G, Maier D, Schneiderhan-Marra N, Stelzle M
Moving the solid phase: a platform technology for cartridge based sandwich
immunoassays.

Biomed Microdevices, 2013

Schmohl M, Schneiderhan-Marra N, Baur N, Hefner K, Blum M, Stein GM, Joos TO,
Schmolz M

Characterization of immunologically active drugs in a novel organotypic co-culture model
of the human gut and whole blood.

Int Immunopharmacol, 2012

Posterprasentationen

Baur N, Schneiderhan-Marra N, Booltink E, Manz G, Joos TO, Manz B
Multiplex Immunoassay for Catecholamines in urine.
Dechema-Tagung “Functional Genomics and Proteomics — Applications, Molecular

Diagnostics & Personalized Medicine”, Frankfurt am Main, 2013

Baur N, Schneiderhan-Marra N, Booltink E, Manz G, Joos TO, Manz B
Multiplex Immunoassay for Catecholamines.

“The Tenth International Catecholamine Symposium”, Pacific Grove, CA, USA, 2012

Aroner SA, Rosner B, Tamimi RM, Tworoger SS, Baur N, Joos TO, Hankinson SE
Plasma Matrix Metalloproteinase-2 and Risk of Invasive Breast Cancer in the Nurses’
Health Study.

“Dana Farber/ Harvard Cancer Center”, Boston, MA, USA, 2012

Weiterbildung

SPHINX Clinical epidemiology and Biomarker discovery Workshop

Institut Pasteur de Tunis, Tunesien, 2012

199



200



