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1. Einleitung
1.1. Grundlagen der Immunoassay-Techniken

Das Prinzip des Immunoassays beruht auf der spezifischen Bindung des Anayten an einen
Antikorper und dem quantitativen Nachweis des gebildeten Antigen-Antikorper-Komplexes.
Der erste Immunoassay wurde 1959 von YALOW und BERSON [89, S.1157-75] entwickelt. Es
handelte sich dabei um einen Radioimmunoassay (RIA) zur Messung von Insulin im Serum.
Dieses neue analytische Prinzip machte es moglich, Substanzen in geringsten Mengen exakt,
schnell und kostengiinstig zu bestimmen. Von diesem Zeitpunkt an wurden viele neue Assays
in der Klinischen Chemie eingefihrt [26, S.1408].

Zur Klassifizierung von Immunoassays gibt es neben der Einteilung nach ihrem
Detektionsprinzip noch einige weitere Ansdtze. Assay-Systeme, die eine Trennung von
gebundenem und freiem Antigen erfordern, werden als heterogen bezeichnet; solche, die
keinen Trennschritt benétigen, als homogen [57, S.895]. AulRerdem werden Immunoassays in
sechs Gruppen eingeteilt, wenn man den Aufbau des Antigen-Antikorper-Komplexes
berticksichtigt (je nachdem, ob Antigen oder Antikérper im UberschuB vorliegt, und welcher
Reaktionspartner an eine feste Phase gebunden ist). Ausfuhrliche Ubersichten wurden in den
letzten Jahren publiziert [26, S.1409-12].

RIAs zur Bestimmung von Steroiden im Serum wurden erstmals 1969 vertffentlicht [2,
S.262], nachdem ERLANGER et al. Ende der 50er Jahre die Konjugation von Steroiden mit
bovinem Serumalbumin (BSA) zur Gewinnung von Anti-Steroid-Antikérpern beschrieben
hatten [16, S.713-27; 17, S.1090-4]. Dies ist notwendig, da Steroide sehr kleine Molekile
darstellen, die selbst nicht immunogen wirken.

Aufgrund des gesundheitsgeféhrdenden Aspekts der Radioaktivitét, der damit verbundenen
zahlreichen Strahlenschutzvorschriften, der Kurzlebigkeit einiger radioaktiv markierter
Substanzen, der Problematik der notwendigen Abfallbeseitigung und der damit verbundenen
hohen Kosten wurde nach alternativen Markersubstanzen gesucht [26, S.1408]. Wichtige
Qualitdtsmerkmale bel der Entwicklung neuer Methoden sind Sensitivitét und Spezifitét.
Beide missen bei der Suche nach besser geeigneten Tracersubstanzen moglichst hoch sein
und sollten, wenn moglich, die Sensitivitdét und Spezifitdt von Radioimmunoassays
ubertreffen [53, S.289; 62, S.1869-90].

1971 veroffentlichten ENGVALL und PERLMAN [15, S.871] ein neues Assayschema, das sie als
Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA) bezeichneten. Anstelle von Radioisotopen



werden Enzyme zur Signalgenerierung eingesetzt. Enzymimmunoassays stellen heute die am
weitesten verbreitete Methode aller nicht-radioaktiven Immunoassays bel der Bestimmung
von Steroiden dar [53, S.299].

Weitere Detektionsmoglichkeiten sind Fluoreszenz und (Chemi-/Bio-) Lumineszenz.
Abgesehen von der hdheren Sensitivitét im Vergleich zu ELISAs verfigen die Fluorometrie
und die Luminometrie noch Uber die Fahigkeit, Konzentrationen Uber einen sehr weiten
dynamischen Mef3bereich zu bestimmen [53, S.300]. Durch Kombination amplifizierender
Markersubstanzen (beispielsweise eines Enzyms) mit einer ultrasensitiven Detektionstechnik
wurden einige sehr leistungsfahige Assaytechniken entwickelt [35, S.73-88; 47, S.140-8; 43,
Al13; 44, S.564-70]. Der verstéarkte Chemilumineszenz-lmmunoassay (CLIA) mit einem
Luminolderivat und Phenol-Enhancern, stellt den sensitivsten Assay fur Meerrettich-
peroxidaseaktivitét dar [37, S.327].

In den letzten Jahren bestimmten vor alem zwe Ziele die Weiterentwicklung der
Immunoassay-Technologie: Automatisierung und Verbesserung der Assay-Performance [86,
S.1137].

1.2. Das Biotin-(Strept-)Avidin-System

D(+)-Biotin, auch Vitamin H genannt, ist ein sehr kleines Molekil mit einem Molekular-
gewicht von 244,31 Da (Daton). Im Organismus wird es als Co-Faktor carboxylierender
Enzyme bendtigt, so beispielsweise bei der Kondensation von Pyruvat und CO, zu Oxal acetat
mittels der Pyruvatcarboxylase [10, S.627].

Avidin, ein 67 kDa Glykoprotein, besteht aus 4 identischen Untereinheiten mit jeweils 128
Aminosauren und kommt im Hihnereiweil3 vor. Streptavidin wird von Streptomyces avidinii
gebildet und unterscheidet sich funktionell kaum vom Avidin. Beide binden mit sehr hoher
Affinitdt an Biotin. Streptavidin wird hdufig an Stelle von Avidin verwendet, da es beim
Einsatz in heterogenen Immunoassays eine geringere nicht-spezifische Bindung aufweist [28,
S.85-133; 25, S.291-4].

Die Bindung von (Strept-)Avidin zu Biotin ist hochspezifisch und sehr stark. Die
Affinitatskonstante ist die hochste bekannte, nicht-konvalente Bindung und 10°-10°- fach
hoher als die Affinitatskonstanten von Antikorpern zu ihren jeweiligen spezifischen Liganden.
Die Bindung ist daher auch unempfindlich gegeniber den verschiedensten
physikochemischen Einfliissen wie extreme pH-Anderungen, Temperaturschwankungen,

drastischen Anderungen der lonenstérke z.B. bei Waschschritten.



Ein weiterer Vortell ist die Tatsache, dal3 Avidin und Streptavidin jewells vier
Bindungsstellen aufweisen. Da Biotin ein kleines Molekdl ist, beeintréchtigt es auch nicht die
biologische Aktivitat der Makromolekiile, an die es fir analytische Zwecke gekoppelt wird.
Andererseits konnen sowohl Avidin als auch Streptavidin an andere Biomolekile gekoppelt
werden. Die Bindungseigenschaften zu Biotin werden durch die Derivatisierungs-Schritte
nicht beeintréchtigt [10, S.625].

Diese Eigenschaften fuhren dazu, dal3 das Biotin-(Strept-)Avidin-System in der
biochemischen Analytik vielfaltige Einsatzmoglichkeiten findet. Neben seiner Bedeutung bei
Immunoassays wird es auch fir Nukleinsdurehybridisierungs-Techniken und zur Produktion
von monoklonalen Antikdrpern aus Hybridomazellen verwendet [73, S.80]. Das Biotin-
Avidin-System wurde beispielsweise fur DNA-Sequenzierungen, Zell-Hybridisierungen oder
Immunoassays wie z. B fur die Bestimmung von Angiotensin | verwendet [10, S.625-36; 32,
S.445-453]. Neuerdings findet es auch Anwendung bei der Messung von Steroiden im Plasma
[7, S.1161-6; 48, S.211-9; 44, S.564-70].

Eine neuere Anwendung in der Immunoassay-Technologie stellt die Koppelung von
Streptavidin mit Meerrettichperoxidase (HRP) dar [7, S.1161-6; 48, S.211-9]. HRP katalysiert
unter anderem die Oxidation von Luminolderivaten. Dabei wird Licht freigesetzt. Diese

Chemilumineszenz kann man dann mit Hilfe eines Detektors messen.

1.3. Chemilumineszenz als Detektionssystem

Chemilumineszenz entstent, wenn angeregte Molekile in enen stabilen Zustand
zurtickkehren und die dabel freiwerdende Energie in Form von Licht aussenden. Die
energetische Ausbeute ist jedoch sehr gering, sie liegt maxima bel 30 % [29, S.17-9].
Deshalb verwendet man Verstéarker, wie z.B. p-Jodophenol, um die Signalausbeute zu
verbessern [ 78, S.1335].

Licht kann dabei auf zweierlei Arten entstehen: durch einen Single-Elektron-Ubertragungs-
prozel3, bei dem ein radikales lonenpaar entsteht, und durch eine Energielibertragung durch
Singul ett-Sauerstoff [29, S.17-9].

Vorteilhafte analytisch nutzbare Eigenschaften der Chemilumineszenz sind, dal i) viele
Analyten markiert werden konnen, ii) die Geschwindigkeit der Chemilumineszenzreaktion
kontrolliert werden kann — im Gegensatz zur Radioaktivitdt, wo man immer abhangig von der
Halbwertszeit der Radionuklide ist , und iii) mit Chemilumineszenz markierte Substanzen

sehr stabil sind [87, S.907]. Fur die Signalgenerierung bei Immunoassays bietet sie aul3erdem



die Vorteille hoher Sensitivitéat (es kann im gunstigsten Fall bis in den attomolaren Bereich
gemessen werden), Geschwindigkeit (Signalerzeugung innerhalb von Sekunden, die dartiber
hinaus haufig stundenlang anhdlt), Ungefahrlichkeit der Substanzen und enfacher
Handhabbarkeit [36, S.1472].

Als Nachteil der Chemilumineszenz kann man Matrixstoreffekte anfiihren, die dadurch
entstehen, dal3 Serumkomponenten die Freisetzung von Licht bei der Chemilumineszenz-
reaktion loschen (Quensch-Effekt). Dieser Effekt 18t sich durch Verwendung eines
Festphase-Immunoassays oder durch Extraktion der Serumproben minimieren [88, S.349-56;
35, S.73-88].

Verwendung finden vor allem Luminol (Abb.1), Isoluminol und Acridiniumester. Luminol
wurde erstmals 1853 synthetisiert, seine chemilumineszierende Eigenschaft jedoch erst 1928

von ALBRECHT publiziert [4, S.321-30].

Abb.1: Strukturformel von Luminol

Eine grol3e Vielfalt an Enzymen ist in der Lage, die Luminolreaktion zu katalysieren. Es
handelt sich dabei um Cytochromoxidasen und Peroxidasen, wie z.B. die Meerrettich-
peroxidase [63, S.131-6]. Dieses System ist sehr sensitiv und die Lichtemission hat lange an,
wenn man dabei verstérkende Substanzen (Enhancer), wie p-Jodophenol verwendet.

Die Reaktion wird durch folgende Gleichung beschrieben:
HRP
Luminol + H,0, + (p-Jodophenol)—»  Aminophthalat + H,O + Licht

Die Intensitét der Lichtemission wird dabei um einige Grofdenordnungen verstarkt und die
Hintergrund-Lichtemission (blank) deutlich reduziert [36, S.1477].

Das ausgesandte Licht wird von einem Luminometer gemessen und in relative Lichteinheiten
(RLUs) umgerechnet. Aus diesen kann die Konzentration des Analyten in der Serumprobe

ermittelt werden. Die entstandene Lichtmenge ist dabei bei einem kompetitiven Immunoassay



der Menge des gebundenen Tracers proportional, also umgekehrt proportional zur Menge des
in der Probe enthaltenden Steroids.

Verstéarkte Chemilumineszenz eignet sich gut fur den Einsatz in vollautomatischen
Immunoassay-Systemen, die ein wichtiges Kriterium fir den Einsatz in einem Klinisch-
chemischen Routinelabor darstellen [77, S.100].

1.4. Steroidhormone

Steroide sind Hormone, d.h. sie beeinflussen as Signamolekile Richtung und
Geschwindigkeit verschiedenster Stoffwechselwege durch Bindung an spezifische Rezeptoren
in hormonabhangigen Geweben. Sie wirken bereits in geringsten Mengen (10°-10° mol/l).
lhre Wirkung kommt durch Transkriptionsaktivierung spezifischer Gene zustande, die
wiederum zu einer gesteigerten oder gehemmten Biosynthese eines bestimmten Proteins
(Enzyms) oder einer Gruppe bestimmter Proteine (Enzyme) flhren [39, S.644].

Beim Menschen spielen Steroide eine wichtige Rolle als Gluco- und Mineralocorticoide der
Nebennierenrinde, als Geschlechtssteroide (Androgene, Estrogene, Gestagene) der Gonaden,
als Gallensauren und as D-Vitamine. Pharmakologisch interessante Pflanzensteroide sind
z.B. das Herzglykosid Ouabain [41, S.63].

Gemeinsamer Vorlaufer aller Steroide ist, wie aus Abb.2 hervorgeht, das Cholesterin, das in
alen Geweben des Saugers, aul3er im Gehirn, gebildet werden kann [81, S.24]. Die
niedermolekulare Vorstufe des Cholesterins ist Acetat, welches als Acetyl-CoA in den
Syntheseweg aufgenommen wird [81, S.13]. Am haufigsten wird jedoch das mit der Nahrung
aufgenommene Cholesterin, welches zum Uberwiegenden Teil mit den Low Density
Lipoproteinen (LDL) im Blut transportiert wird, zur Synthese der Steroide verwendet [50,
S.721].
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Abb. 2: Syntheseweg der Steroidhormone in der Nebennierenrinde

1= 20,22-L yase (Desmolase); 2= 3p-Hydroxydehydrogenase/ | somerase; 3= 21-Hydroxylase;
4= 11[3-Hydroxylase; 5= 18-Hydroxylase; 6= 18-Hydroxydehydrogenase; 7= 17-Hydroxylase;
8= 17,20-Lyase (Desmolase)

Die meisten Enzyme, die an der Steroidsynthese beteiligt sind, gehdren zur Gruppe der
Cytochrom P450-Oxidoreductasen, so auch die 21-Steroid-Hydroxylase, die 17a-Hydroxy-
progesteron (170HP) in 11-Desoxycortisol umwandelt. lThren Namen verdanken die
Cytochrom P450-Enzyme der Tatsache, dal3 sie Licht der Wellenlénge 450 nm absorbieren,
wenn sie mit Kohlenmonoxid reduziert werden. Allen gemeinsam ist, dal3 sie eine
prosthetische Eisengruppe enthalten [50, S.723].



Es gibt eine grofRe Vielfalt an Steroidhormonen und deren Metaboliten, die alle dasselbe
Grundgerust, das Perhydrocyclopentanaphenantren (Gonan) (Abb.3), aufweisen.

Abb.3: Steroidgrundgertist und Bezeichnung der Kohlenstoffatome

Die C-Atome in Position 10 und 13 sind haufig methyliert. Charakteristisch fur die einzelnen
Steroidhormone sind Hydroxyl- und Ketogruppen an den Positionen 3, 11 und 17,
Doppelbindungen an der Position 4 oder 5 (A4, A5) sowie eine Seitenkette am C-Atom 17.
Bei den Ostrogenen ist der Ring A aromatisiert.

Die Steroidringe A-C liegen vorwiegend in der Sesselkonfiguration vor, da diese den
energiearmeren und damit stabileren Zustand darstellt. Die nach oben aus der Zeichenebene
herausragenden Liganden werden mit dem Buchstaben 3, die unterhalb der Zeichenebene
liegenden Reste mit a gekennzeichnet [81, S.4-12].

Steroide haben ein niedriges Molekulargewicht, und sind als solche nicht immunogen. Sie
konnen jedoch als Hapten funktionieren, wenn sie an einen makromolekularen Trager, wie
bei spielsweise bovines Serumalbumin gebunden werden. Wenn dieselbe reaktive Gruppe fir
die Koppelung an BSA zu Immunisierungszwecken und fur die Koppelung an ene
Markersubstanz verwendet wird, spricht man von einem homologen System; verwendet man
dabei unterschiedliche reaktive Gruppen, so spricht man von einem heterologen System [53,
S.294-5].

Da Steroidhormone im Blut in nanomolaren Konzentrationen vorkommen, sind bereits
kleinste Konzentrationsanderungen physiologisch relevant. Aus diesem Grund ist es wichtig,
analytisch sensitive Methoden zu ihrer Bestimmung zu entwickeln, um diese geringen
Konzentrationsunterschiede erfassen zu konnen. Eine besondere Bedeutung kommt der
Bestimmung von Steroiden mittels Immunoassay bei endokrinologischen Erkrankungen, wie
bei spielsweise der Bestimmung von 170HP beim Adrenogenitalen Syndrom, zu.



1.5. 17a-Hydr oxypr ogester on

17a-Hydroxypregn-4en-3,20-dion (17a-Hydroxyprogesteron/170HP) (Abb.4), ein lipophiles
Steroid, ist, wie aus Abb.2 hervorgeht, als Intermediarprodukt eine direkte Vorstufe des
Cortisols.

Abb. 4: 17a-Hydroxyprogesteron

Nur ein geringer Teil des 170HP zirkuliert frei im Blut. Bel Mannern sind 55% an Albumin
und 41% an Corticosteroid bindendes Globulin (CBG) gebunden [13, S.58-68]. Da zirkadian
die Cortisol-Plasmaspiegel am Abend in nennenswertem Umfang absinken [66, S.439-43],
stehen am CBG mehr Bindungsstellen zur Verfigung, wodurch die an CBG gebundene
Fraktion des 170OHP an Bedeutung gewinnt.

Der Plasmaspiegel von 170HP hangt von Tageszeit, Alter, Geschlecht, Menstruationszyklus
und Vorliegen einer Schwangerschaft ab. Die Schwankungen sind unter anderem darauf
zurtickzufuihren, dal3 es durch Verdnderungen anderer Hormonspiegel (z.B. Progesteron,
Testosteron) aus seiner Bindung an Albumin und CBG verdrangt wird.

170HP ist auch im Speichel nachweisbar; man geht davon aus, dal3 es dort den ungebundenen
Antell des Plasma-170OHP reflektiert [64, S.367-95].

Bei gesunden Méannern stammt das zirkulierende 170OHP hauptsachlich aus dem Hoden [74,
S.930-9] und kann daher neben Testosteron im Serum bestimmt werden, um auf die
endokrinologische Funktion der Testes mit Hilfe eines hCG-Stimulationstests rick-
zuschliessen [54, S.251].

Die Bestimmung von 170HP spielt auch aufgrund der Dysregulation des P450c 170-
Enzymkomplexes eine Rolle bel der Diagnose des Syndroms der polyzystischen Ovarien
(PCOS) [45, S.280-8].



Die grofte Bedeutung kommt jedoch der Bestimmung von 170HP bei Verdacht auf
Adrenogenitales Syndrom (AGS) mit 21-Hydroxylase-Defekt und dessen Verlaufsbeurteilung
in der Perinatalphase zu. Fur die Diagnosestellung des AGS bei Kindern ist es wichtig, den
physiologischen 170HP-Plasmaspiegel bel unterschiedlichen Altersgruppen zu kennen.
SIPPELL et al. [68, S.39-46] fanden fur das Steroidhormon einen sehr hohen Wert zwei
Stunden nach der Geburt (1,55-23,1 ng/ml), der bereits in der ersten Lebenswoche mehr as
siebenfach abnahm und bis etwa zum dritten Lebensmonat konstant blieb. Dann kam es zu
einem zweiten starken Abfall auf nur 3-5 % des Ausgangswertes. Der Spiegel anderte sich
bis zum siebten Lebengahr nicht, dann war ein langsamer pubertétsbedingter Anstieg zu
bemerken. Zwischen Madchen und Jungen gab es auf’er in der Puberté, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten einsetzt, keinen signifikanten Unterschied.

Die Referenzwerte bel erwachsenen Mannern liegen bel 1,5-5,4 nmol/l. Bei prdmenopausalen
Frauen liegen die 170HP-Werte in der Follikelphase bei 0,9-3,0 nmol/l und in der
Lutealphase bei 2,1-10,5 nmol/I [40, S.1035].

1.6. Das Adrenogenitale Syndrom

Das Adrenogenitale Syndrom resultiert aus einem erblichen Defekt eines der finf Enzyme,
die fur die Synthese von Cortisol aus Cholesterin verantwortlich sind [85, S.1519-24]. Es
handelt sich dabei um die Enzyme Desmolase, 3B3-Dehydrogenase, 21-Hydroxylase, 11-
Hydroxylase und 17-Hydroxylase. Zu 99% handelt es sich dabel um einen Defekt der 21-
Hydroxylase oder der 11-Hydroxylase, wobei 90-95% auf einem 21-Hydroxylasemangel
beruhen [55, S.973-1000; 52, S.371-93; 30, S.1044-8].

Der Erbmodus ist autosomal rezessiv. Das Gen befindet sich auf dem kurzen Arm von
Chromosom 6, zwischen HLA | und Il [14, S.1309-11]. Normalerweise gibt es zwei 21-
Hydroxylase Gene, CYP21P und CY P21, die sich zu 98 % gleichen [84, S.5111-5]. CYP21P
ist das Pseudogen, wahrend CYP21 fir das aktive Enzym codiert. Der Genlokus fur 21-
Hydroxylase zeigt eine ungewohnliche interindividuelle Variabilitdt (Polymorphismen). Fehlt
das CYP21 Gen ganz, resultiert daraus die Salt-Wasting-Form des AGS. Bel den anderen
Defekten handelt es sich vorwiegend um Punktmutationen, wobel diese veranderten
Sequenzen interessanterweise auf dem Pseudogen vorkommen. Man erklart sich diese
Veranderungen auf dem CY P21 Gen durch Rekombinations- und Konversionsereignisse beim
crossing-over wahrend der Melose. Neun dieser bekannten Punktmutationen der 21-

Hydroxylase werden fir 95 % aler AGS-Félle verantwortlich gemacht. Anhand dieser



Mutationen |83t sich die Diagnose Adrenogenitales Syndrom stellen [83, S.160]. Die
genetischen Grundlagen des 21-Hydroxylasemangels wurden von MILLER €t al. [51, S.241-6]
genau definiert und mehr als 80% der Félle mit der schweren Form des AGS konnen einer
grof3en Deletion von CYP21 und des benachbarten C4B Gens oder aufgrund von ein oder
zwei definierten Punktmutationen (A/C655G in Intron 2, T999A in Exon 4) zugeschrieben
werden. Eine dritte Mutation (G1683T) tritt mit hoher Frequenz bei Patienten mit der Late-
Onset-Form des Adrenogenitalen Syndroms auf [71, S.584-95; 58, S.210]. Auch |&3t sich
anhand des Genotyps eine Aussage Uber den Schweregrad der Ausprdgung machen [21,
S.285].

Bedingt durch den 21-Hydroxylasemangel kann 170HP nicht zu 11-Desoxycortisol und
schliefdlich zu Cortisol umgewandelt werden. Daraus folgt ein Mangel an Cortisol mit
konsekutiver ACTH-Mehrsekretion. Dies wiederum fuhrt zu einer Akkumulation von
170HP, welches in andere Steroidsynthesewege, hauptsachlich in den Syntheseweg flr
Androgene, umgeleitet wird. 170HP ist somit ein wichtiger Parameter bel der
Diagnosestellung und der Therapieliberwachung des AGS.

Ein weiterer Parameter, der fur die Diagnostik des AGS verwendet werden kann ist 21-
Desoxycortisol. Es wird durch 11-Hydroxylierung aus 170HP gebildet. Dieser Syntheseweg
spielt bei Gesunden eine untergeordnete Rolle, wahrend er bei Patienten mit Adrenogenitalem
Syndrom bei 21-Hydroxylasemangel wichtig wird. Die Werte sind im Falle eines AGS basal
und nach ACTH-Stimulation deutlich erhoht, insbesondere auch bei heterozygoten
Gentragern, die dadurch ermittelt werden kdnnen [20, S.56-64].

Klinisch unterscheidet man drei Formen des AGS. die Simple-Virilizing-Form
(unkompliziertes AGS), die Salt-Wasting-Form (AGS mit Salzverlustsyndrom) und die Late-
Onset-Form (nicht klassisches AGS). Obwohl diese drei Formen in der Literatur als
unterschiedliche Manifestationen beschrieben werden, sollte man betonen, dal? es sich um ein
kontinuierliches Spektrum handelt. Der klinische Verlauf wird entscheidend dadurch gepréagt,
wie hoch die verbleibende Enzymaktivitéat ist, und wieviel Cortisol durch extraadrenales
Gewebe gebildet werden kann [50, S.733]. Folgende Symptome werden bel homozygoten
Trégern des Enzymdefektes aufgrund des Androgentiberschusses beobachtet: bei Madchen
findet man bereits bei der Geburt eine Klitorishypertrophie, Fusion der Labioskrotalfalten und
eine phallische Urethra, wahrend Uterus und Ovarien normal ausgebildet sind. Sowohl bel
Jungen als auch bei Madchen kommt es zu schnellem Wachstum mit fortgeschrittenem
Knochenalter, vorzeitigem Schlu?3 der Epiphysenfugen und daraus resultierendem

Minderwuchs. Knaben zeigen aulRerdem oft einen bilateralen Kryptorchismus, Hypospadie
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und eine Pseudopubertas praecox. Be Madchen konnen postpubertér eine primére oder
sekunddre Amenorrhoe und ein polyzystisches Ovarsyndrom einen Tell der Symptomatik
bilden, bel Frauen fdlt eine Viriliserung auf. Infertilitdt kann bel beiden Geschlechtern
resultieren. Bei der Salt-Wasting-Form kommt es durch den Mangel an Aldosteron, der
dadurch entsteht, da3 bei einem 21-Hydroxylasemangel Progesteron auch nicht in
Desoxycorticosteron umgewandelt wird und somit der Syntheseweg zum Aldosteron ebenfalls
blockiert ist (Abb.2), zu Hyponatridmie und Hyperkalidmie. Heterozygote Gentrager zeigen
meistens keine Symptome, bei Frauen kann jedoch unter Umstdnden eine Virilisierung
auffallen [85, S.1519-24; 8, S.1806-13].

Da Neugeborene mit Salzverlustsyndrom innerhalb der ersten Lebenswochen akut gefahrdet
sind, ist ein frihzeitiges Erkennen dringend indiziert. Die Haufigkeit der klassischen Formen
wurde in enem Multicenter-Neugeborenenscreening mit  1:14000 gefunden; die
Heterozygotenfrequenz betragt in der kaukasischen Population 1:50 [30, S.1044-8; 60, S.866-
74]. Dies entspricht etwa der Haufigkeit der Phenylketonurie, der haufigsten angeborenen
Stoffwechselerkrankung, fur die routineméidig ein Neugeborenenscreening durchgefihrt wird
[85, S.1519-24]. Aus diesem Grund wird diskutiert, ob auch fir das AGS en
Neugeborenenscreening eingeftihrt werden soll [60, S.866-74; 75, S. 583-90; 76, E11; 23,
S.830].

Wichtig fur Diagnose und Therapie ist auch die prénatale Diagnose eines AGS. Dies wird
jedoch nur bel Verdacht auf 21-Hydroxylase-Defekt, also bei Zweitgeborenen (erstes Kind
hat ein AGS) und bei Kindern von Miuttern mit bekanntem Adrenogenitalen Syndrom
durchgefthrt, da die prénatale Diagnostik aufwendig, teuer und risikoreich ist. Diese kann
entweder durch HLA-Typisierung, Analyse des CYP21 Gens oder durch intrauterine
Hormondiagnostik (170HP), jewells im Rahmen einer Amniozentese oder einer
Chorionzottenbiopsie, ermittelt werden. Die prénatale Diagnose ist von Bedeutung, da nur
durch die bereits intrauterin durchgefihrte Therapie eine Viriliserung der weiblichen
Genitalien verhindert werden kann. Mitter erhalten bereits 4 Wochen post conceptionem
taglich 20 pg/kg Korpergewicht Dexamethason, wenn ein erhdhtes Risiko fir einen
Gendefekt des Kindes besteht, da die Entwicklung der externen Genitalien zwischen der 6.
und der 12. Schwangerschaftswoche stattfindet [24, S.451]. Diese Behandlung birgt auch
Risiken in sich, insgesamt gilt die Therapie jedoch als sicher. Fortgefthrt wird die Therapie
nur, wenn der Fetus weiblich ist und sich der Verdacht bestétigt. Dadurch kann in den meisten
Falen die Viriliserung der externen Genitalien und eine falsche Geschlechtsbestimmung bei
der Geburt verhindert werden [59, S.866-72; 34, S.445-51; 21, S.284-9; 11, S.24-9].

11



Durch die bereits intrauterin gestellte Diagnose kann bei Kindern mit AGS sofort nach der
Geburt mit der adaquaten Therapie begonnen werden. Diese besteht in der Substitution der
fehlenden Mineralo- und Glucocorticoide; die Dosis richtet sich nach dem Schweregrad des

Enzymdefektes [59, S.875-7; 23, S.827-31].
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2. Problemstellung

2.1. Konzept fur einen kompetitiven 17a-Hydr oxyprogester on-lmmunoassay

Basierend auf der Tatsache, dal3 die Spezifitét eines Antikdrpers bel Steroiden um so grofer
ist, je weiter die Kopplungsstelle des Haptens fir Albumin von funktionellen Gruppen
entfernt ist (Landsteiner’s Prinzip) [38, S.240-66], entwickelten LuPPA et al. [42, S.2345-52]
einen Immunoassay fur Testosteron, der einen Steroid-Tracer verwendet, welcher an Position
70, also weit entfernt von den funktionellen Gruppen, biotinyliert ist. Biotin wird mittels
eines definierten Brickenarms an der gleichen Position am Steroid angekntpft, wie das
Immunogen, welches zur Produktion des spezifischen Antikdrpers verwendet wurde.
Charakteristisch fur diesen Immunoassay ist die Verwendung dieses ,, near-to-native”-Tracers,
der durch den Antikorper nahezu identisch zu Testosteron wiedererkannt wird. Steroid und
Steroid-Tracer konkurrieren kompetitiv um die Bindungsstelle am Antikorper. Dies fuhrt zu
hoher Spezifitét aufgrund der Konformations-Ahnlichkeit von Hapten und Tracer.

Diesem Prinzip folgend sollte nun ein Chemilumineszenz-Immunoassay (CLIA) fur 17a-
Hydroxyprogesteron aufgebaut werden. Hierfir wurde ein Tracer verwendet, an dem die
Biotin-Gruppe Uber einen aliphatischen C;1-Verbindungsarm an die Position 7 des 170HP
gekoppelt ist.

Der Immunoassay wird in Mikrotiter-Testwells (Cups) durchgefiihrt, die mit einem Ziege-
anti-Kaninchen-Antikorpern beschichtet werden. Diese sollen als Fangerantikorper fir einen
Position 7a-spezifischen polyklonalen Kaninchen-anti-170OHP-Antikdrper dienen. Die sich in
Losung befindenden Zweitantikdrper werden von den Fangerantikorpern an ihrem Fc-Teil
gebunden (Abb.5).

Im né&chsten Schritt sollen das Steroid aus der zu messenden Probe und der biotinylierte
Tracer um die Bindungsstellen am anti-170OHP-Antikdrper konkurrieren. An den Biotinrest
des Tracers kann nun wiederum das mit Meerrettichperoxidase gekoppelte Streptavidin (SAv-
HRP) mit hoher Affinitdt binden, welches im dritten Schritt zugegeben wird. Die
Meerrettichperoxidase setzt in einer lichtproduzierenden Reaktion ein Luminolderivat als
Substrat um. Die Chemilumineszenz wird dann mittels Luminometer detektiert.

Uber die Signale der Lichtresktion kann anhand einer fir kompetitive Immunoassays
typischen Standardkurve, die mittels Standards bekannter Konzentrationen festgelegt wird,

auf die vorhandene 170HP-K onzentration in der Probe geschl ossen werden.
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Abb.5: Assayprinzip fur den 170HP-CLIA

2.2. Evaluierung des 170HP-Chemilumineszenz-l mmunoassays

Durch Vergleich mit anderen, bereits etablierten, analytischen Methoden soll nach der
Entwicklung des neuen 170HP-CLIA dessen Gulte und Qualitét bestimmt werden. Es werden
dabel Prazision, analytische Senditivitét und Spezifitét, sowie die Richtigkeit des Assays
bestimmt. Letztere wird anhand der Linearitédt, der Wiederfindung nach Aufstockung und der
Messung von Richtigkeitskontrollen ermittelt.

Ziel ist es, eine moglichst sensitive und spezifische Methode zur Bestimmung des Hormons
zu entwickeln. Anhand der ermittelten Referenzbereiche fur Manner und prémenopausale
Frauen in verschiedenen Zyklusphasen und der Messung von Seren padiatrischer AGS-
Patienten soll schliefdlich die klinische Validitat des Verfahrens getestet werden.
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3. Material und Methoden
3.1. Material
3.1.1. Steroide

Folgende Steroide wurden verwendet, um Stockldsungen fir Standards herzustellen, bzw. um die

Kreuzreaktivitét des verwendeten Antikorpers zu evaluieren:

- 170-Hydroxypregn-4-en-3,20-dion (17a-Hydroxyprogesteron), MG = 330,5 g/mol von Sigma
Chemical Co., MO, USA

- 3a,170-Dihydroxypregnan-20-on (17a-Hydroxypregnanolon), MG = 334,5 g/mol von Sigma

- A*-Pregnen-3,20-dion (Progesteron), MG = 314,5 g/mol von Schering AG, Berlin

- 4-Androsten-3,17-dion (Androstendion), MG = 286,4 g/mol von Schering AG

- 17a,21-Dihydroxy-4-pregnen-3,20-dion (11-Desoxycortisol), MG = 346,5 g/mol von
Schering AG

- 21-Hydroxy-A*pregnen-3,20-dion (Desoxycorticosteron), MG = 330,5 g/mol von Schering
AG

- 17B-Hydroxyandrost-4en-3-on (Testosteron), MG = 288,43 g/mol von Merck, Darmstadt

- 3B,170-Dihydroxy-A°-pregnen-20-on (17a-Hydroxypregnenolon), MG = 332,5 g/mol von
Research Plus, Inc., Bayonne, N.J.,USA

- 3B-Hydroxy-A®-pregnen-20-on (Pregnenolon), MG = 316,5 g/mol von Research Plus, Inc.

- 11B,170,21-Trihydroxy-A*-pregnen-3,20-dion (Cortisol), MG = 362,5 g/mol von Research

Plus, Inc.

3.1.2. Antikor per

Als spezifischer 170HP-Antikérper wurde ein polyklonaler Kaninchen-AK der Firma ICN
Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, USA eingesetzt. Als Immunogen wurde 170-
Hydroxyprogesteron-7a-CETE-BSA verwendet.

Fur die Beschichtung der Testwells wurde Ziege-anti-Kaninchen Immunglobulin G (H+L) rabbit,
der Firma Biogenesis, als Fangerantikorper verwendet. Die Beschichtung der Testwells wurde wie
unter 3.1.10 beschrieben, durchgefiihrt.
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3.1.3. Peroxidase

Um eine optimale Lichtausbeute im Test zu erreichen, wurde, wie aus Vorversuchen [65, S.40-3]
bekannt, die an Streptavidin gekoppelte Meerrettichperoxidase der Firma Vector Laboratories,
Inc., Burlingame, CA, USA verwendet.

3.1.4. Tracer

Der Tracer, 17a-Hydroxypregn-4-en-3,20-dion-7a (biotinyl-6-N-undecylamid) (7a-Bio-170HP),
MG = 726,08 g/mol, wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. H. Hauptmann, Institut for
Organische Chemie der Universitdt Regensburg, as Konzentrat von 3543,72 pumol/l, in Ethanol
gel6st, hergestellt (Abb.6).

Die Synthese des Tracers in Kurze: Hierfur gibt man zu 3,417 g (10,35 mmol) in n-Butanol
gelostem 170HP 10,55 g (41,4 mmol) Chloranil. Durch Erhitzen der Mischung wird fir 6
Stunden unter Ruckflul? gekocht und anschlief3end nach Filterung das Losungsmittel abdestilliert.
Den trockenen Rlckstand extrahiert man mit CH,Cl,. Die organische Phase wurde mit H,O und
5% NaOH gewaschen und tiber Na,SO, getrocknet. Auf diese Weise entsteht 17a-Hydroxypregn-
4,6-dien-3-on a's Zwischenprodukt. Dies wird mit BrMg(CH,);:OTBDMS in THF und Cu(l) zur
Reaktion gebracht. Dann wird die Silylgruppe von der Seitenkette mit Tetrabutylammonium-
fluorid (TBAF) entfernt. Der so entstandene Alkohol wird mit Mesylchlorid zu einem Mesylat
umgewandelt. Die Abgangsgruppe Mesylat wird mit Natriumazid umfunktionalisiert. Als
néachstes erfolgt eine Reduktion mit n-Tributyl phosphin, wodurch man das freie Amin erhélt. Die
Biotinylierung erfolgt im letzten Schritt. 34 mg (100 umol) (+)-Biotinyl-N-hydroxysuccinimide-
Ester und 27 pl EtsN (200 umol) werden zu dem Aminin 2 ml DMF gegeben und 18 Stunden
lang bei Raumtemperatur gertihrt. Das Ldsungsmittel wird im Vakuum abgezogen und das
Produkt anschlief3end mit MeOH/CH,Cl, chromatographiert, um 80 umol (80%) des gewtiinschten
Endproduktes zu erhalten [6, S.44-52].
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Abb.6: Syntheseschema des an Position 7a-biotinylierten 170HP-Tracers
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3.1.5. Chemikalien

- 0,9% NaCl-Losung von Delta Pharma GmbH, Pfullingen

- Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO4* 2H,0), MG = 156 g/mol, von Serva, Heidelberg

- Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO4* 2H,0), MG = 178 g/mol, von Serva, Heidelberg

- Bovines Serum Albumin (BSA), MG = 66000 g/mol, von Sigma Chemical Co., MO, USA

- Aktivkohle (Charcoal), von Sigma Chemical Co., MO, USA

- Triton X-100, von Merck, Darmstadt

- Ethanol (C;HsOH), von Merck

- Methanol (CH3;OH) , von Fluka Chemika, Buchs, Schweiz

- Dichlormethan (CI,CH,), von Merck

- Diethylether (C,Hs),0, von Merck

- Acetonitril (C;H3N), von Fluka

- Sodium Dodecy! Sulfate (SDS), von Bio-Rad, Anaheim, CA, USA

- Dextran T 500, von Pharmacia, Uppsala, Schweden

- Borat Waschpuffer, Amerlite-System der Firma Johnson & Johnson, Amersham, UK

- Signalreagenz (Luminolreagent mit 6-Hydroxybenzothiazol asVerstérker), Amerlite-System
der Firma Johnson & Johnson

- Fir Verdinnungs- und Standardreihen wurde steroidfreies Serum (SFS) der Firma Biogenesis

verwendet.

3.1.6. 17aHydr oxypr ogester on-Standar ds

Die 170HP-Standards wurden hergestellt, indem eine 170HP-Stockldsung von 10 uM (3,3 mg
170HP in 1 ml Ethanol geldst) zu den jeweiligen Endkonzentrationenvon 0/0,3/1/3/5/10/
15/ 30 nmol/I mit steroidfreiem Serum verdinnt wurde.

170HP-Kalibratoren zur Richtigkeitskontrolle wurden von Prof. Dr. L. Siekmann, Institut fir
Klinische Biochemie, Universitét Bonn, bezogen. Dabei handelte es sich um acht lyophilisierte
Serumproben, die mit 3 ml destilliertem Wasser rekonstituiert wurden. Sie waren mit Sollwerten
von 2,54/ 3,67/5,36/7,01/9,34/ 11,78 / 15,68 / 22,52 nmol/l ausgewiesen, die mittels einer
massenspektrometrischen Referenzmethode bestimmt worden waren [67, S.117-23]. Diese Proben

wurden mit Ether extrahiert, bevor seim 170HP-CLIA vermessen wurden.

18



3.1.7. Serumproben

Es wurde Blut von gesunden Mannern und Frauen zwischen 20 und 60 Jahren verwendet. Bei
Frauen wurde zwischen der Follikel- und der Lutealphase, und einer bestehenden
Schwangerschaft unterschieden, da 170HP ein zyklusabhéngiges Hormon ist. Alle Seren wurden
nach Zentrifugation aliquotiert und bis zu ihrer Verwendung bei —20°C eingefroren.

Die Proben des Ringversuchs HM 1/98 der DGK C wurden zur Richtigkeitskontrolle verwendet.
Es wurde auch versucht, durch selbst hergestelltes steroidfreies Serum die Ergebnisse zu
optimieren. Hierzu wurde SFS mit Dextran-beschichteter Aktivkohle (1,259 Dextran und 12,5 g
Aktivkohle auf 500 ml Serum) versetzt und Uber Nacht bei +4°C gerthrt. Die an die Kohle
gebundenen Steroide wurden durch 45 min Zentrifugation bei 3000 U/min und +4°C vom
restlichen Serum getrennt. Reinigung des Serums von Kohlepartikeln Gber einen 0,45 um Filter.
Auch wurden Seren von behandelten/unbehandelten Kindern mit gesichertem AGS bei homo-
zygotem 21-Hydroxylasemangel gemessen, die Prof. Dr. H. G. Dorr, Abteilung fur Padiatrische
Endokrinologie, Universitdt Erlangen, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt hatte.

3.1.8. Geréte

Zur Herstellung und Verarbeitung der Reagenzien wurden bendtigt:
- Wasserbad Huber Ministat der Firma Huber, Offenburg- Elgersweier
- Thermomixer 5433 von Eppendorf Gerédtebau Netheler und Hinz, Hamburg
- Ruhrer und Heizplatte Ikamag Typ RCT, der Firma Janke & Kunkel, Staufen
- Prazisonswaage Typ Analytic AC 1205, der Firma Sartorius AG, Gottingen
- Amerlite Schittelinkubator Model ZLE 164,
Amerlite Waschstation Model ZLE 201,
Amerlite Luminometer Model ZLT 100, alle von Johnson & Johnson
- 1219 Rackbeta Fllissigkeitsszintillationszahler, LKB Wallac, Bromma, Schweden
- pH-Meter (WTW STH 600) der FirmaWTW, Weilheim
- Filtrationsvorrichtung, der Firma Sartorius, Goéttingen
- Speedvac” Plus, SC 110 A, der Firma Savant Instruments Inc., Holbrook, NY, USA

3.1.9. Sonstiges Zubehor

Neben den oben aufgefiihrten Substanzen wurde fir den Aufbau des Assays weiterhin bendtigt:
- 20 ml Polyvids, von Zinsser Analytic GmbH, Frankfurt
- Opti-Fluor Szintillations-Cocktail von Packard Instruments B.V., Groningen, Niederlande
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- Auswertungsprogramm Securia von Packard Instruments, Meriden, CT, USA

- Microtiterstrips (Testwells) der Firma Dynatech Laboratories, Inc. Chantilly, Virginia, USA.

- Coated-Tube Radioimmunoassay fur 170HP der Firma DSL, Sinsheim

- Radioimmunoassay OHP-CT der Firma CIS bio international, Gif-sur-Y vette Cedex,
Frankreich

- Enzymimmunoassay fur 170HP von DRG Instruments GmbH, Marburg

- Fur die Extraktion wurden Sep Pak C,g Cartridges der Firma Waters, MA, USA, verwendet.

- 17a-Hydroxy[1,2,6,7-2H]progesteron der Firma Amersham Life Science, Buckinghamshire,
England

3.1.10. Beschichtung der Testwells

Fur die Beschichtung der Testwells wurde ein Immunglobulin G vom Kaninchen 1:50 mit PBS-
Puffer verdinnt und jedes Testwell mit 250 pl der AK-LOsung versetzt. Diese wurden fir 16
Stunden bel Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschlief3end wurden sie mit
dem Amerlite Waschgerdt gewaschen und es wurde pro Rohrchen 200 pl Blockierungspuffer
(PBS/2% BSA-Puffer) zugesetzt, 30 Minuten bei 37°C unter Rtteln inkubiert und wieder
gewaschen. Die Strips wurden in Gl&sern mit Trockenmittel gelagert.

3.2. Methoden

Folgende experimentelle Teilschritte waren zum Aufbau des 170-Hydroxyprogesteron-
Chemilumineszenz-lmmunoassays nétig: Zunachst mufte in Vorversuchen getestet werden,
welche optimale Konzentration der polyklonale anti-17OHP-Antikorper fur den CLIA haben
sollte. Weiterhin, in welcher Tracerverdinnung optimale Ergebnisse erzielt werden. In
Verdrangungsexperimenten (displacement experiments) mit Tritium-markiertem 170HP als
Tracer sollten darUber hinaus Informationen Uber die Kompetitionsfahigkeit des verwendeten 7a-
Bio-170HP-Tracers erhalten werden. Speziell gat es zu prifen, in  welchem
Konzentrationsbereich der Aquivalenzbereich des Tracers beziiglich des Tritium-markierten
170HP liegt. Anschlief3end sollte die Adaption der Testbedingungen auf die Verhaltnisse in den
eigentlichen Testwells erfolgen. Hier muf3ten erneut die Antikorper- und die Tracerverdiinnung
auf ihre Eignung fir den Test geprift werden. Ermittelt werden muf3te weiterhin, in welcher Form
das Probenmaterial einzusetzen war und ob eine Serumextraktion notwendig sein wirde. Ziel der
Anpassung der Komponenten auf das Mikrotitersystem war die optimale Signalausbeute und die

Festlegung des am besten geeigneten Probenmaterials.
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Im nédchsten Schritt mufte der 170HP-Chemilumineszenz-lmmunoassay hinsichtlich seiner
Leistungsmerkmale evaluiert werden. Anschlief3end sollte fiir den CLIA ein Referenzbereich fur
170HP im Serum erstellt, Proben von Kindern mit Adrenogenitalem Syndrom vermessen und ein
Methodenvergleich mit einem routineméafdig verwendeten RIA und einem kommerziellen ELISA

durchgefiihrt werden.

3.2.1Vorversuche
3.2.1.1. Antikor per bindungsver suche

Fur den zur Verfigung stehenden polyklonalen anti-17OHP-Antikorper sollte die Verdinnung mit
dem besten Bindungsvermdgen mit Hilfe eines Tritium-markierten Antikorpers ermittelt werden.
Hierzu wurde das Antiserum mit PBS / BSA-Puffer 1:100 / 1:500 / 1:1000 / 1:2000 / 1: 4000 und
1:6000 verdiinnt. Das als Tracer eingesetzte Tritium-markierte 170HP (*H-170HP) wurde 1:2500
verdiinnt. Die Konzentration betrug somit 5,2 nmol/I.

100 pl jeder AK-Verdiinnung wurden mit je 100 pl *H-170HP und 300 ul Puffer zwei Stunden
lang bei 37°C inkubiert [1, S.194]. Anschliefiend wurden 500 pl eines Aktivkohle / Dextran-
Gemisches (10 mg Dextran, 100 mg Aktivkohle und 40 ml Assaypuffer), das Uber Nacht bei 4°C
geruihrt worden war, zugegeben und bei 4°C 30 min inkubiert. Die Trennung der freien- und AK-
gebundenen Fraktion des *H-170HP gelingt dadurch, dal nur der freie Anteil an Aktivkohle
adsorbiert wird [2, S.265; 70, S.119].

Nach 20 minitiger Zentrifugation bei 2000 U/min und 4°C wurde der Uberstand von 800 pl (mit
dem AK-gebundenen °H-170HP) aus jedem Réhrchen zu 5 ml Szintillationsgel in ein
Szintillationsmef3réhrchen pipettiert und die Radioaktivitét im R-Counter vermessen. Die
Ausgangsaktivitdt der eingesetzten Menge an *H-170HP wurde dadurch bestimmt, da? 80 pl der
1:2500 Ausgangsverdiinnung des *H-170HP vermessen und als Wert fir 100% zugrunde gelegt
wurden. Ausgehend von diesen 100%-Werten wurden fur alle AK-Verdinnungen die relativen
Bindungsprozente aus den zugehdrigen Mef3daten errechnet und so das Bindungsvermégen der AK
bestimmt.

3.2.1.2. Verdrangungsver suche

Um die optimale Tracerkonzentration zu ermitteln, wurden ebenfalls Vorversuche durchgefiihrt.
Dabel sollte geklart werden, ob der Tracer (70-Bio-170HP) das Substrat (170HP) von der
Bindungsstelle am AK in geeigneter Weise verdrangt.

Aus einer 70-Bio-170HP-Stocklosung der Konzentration 10 pmol/l wurden die Verdinnungen
1,513 / 3,026 / 7,565 / 15,13 / 30,26 / 75,65 und 151,3 nmol/l mit Puffer hergestellt. Als
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Antikorperverdinnung wurde 1:100 gewahlt, da bei dieser Konzentration in den Antikorper-
bindungsversuchen das beste Bindungsvermégen erzielt worden war.

Die AK-Verdinnung wurde mit alen 7a-Bio-170HP-Verdinnungen in Doppelbestimmung
getestet: 100 pl AK, 100 pl 70-Bio-170HP, 100 pl *H-170HP in einer Konzentration von 5,2
nmol/l und 200 pl Assaypuffer wurden fir 2 Stunden bei 37°C im Wasserbad inkubiert.
AnschliefRend wurden alle Ansdtze mit 500 pl des Aktivkohle / Dextran- Gemisches, wie unter
Punkt 3.2.2.1 fur die Auswahl des Antikorpers beschrieben, versetzt, zentrifugiert und 800 pl des
Uberstands im -Counter gemessen. Die MeRBwerte wurden als %B gegen die log-7a-Bio-170HP-
Konzentrationen aufgetragen. Als optimale Tracerkonzentration wurde diejenige gewahlt, die 50 %
relative Bindung im Bezug auf den Nullwert (rel %B) ergab.

3.2.2. Adaption an das Mikrotiter platten-System

3.2.2.1. Antikorper- und Tracerverdinnung

Diein den Vorversuchen ermittelten AK- und Tracerverdiinnungen sollten nun an die Bedingungen
im Well angepaldt werden. Dazu wurde der Antikorper 1:25/ 1:50/ 1:100 / 1:200 / 1:500 / 1:1000 /
und 1:2000 mit Assaypuffer verdinnt. Es wurden jeweils 100 pl AK-Verdinnung zusammen mit
50 pl Puffer und 50 pl 1:2500 verdiinntem (5,2 nmol/l) *H-170HP in die Mikrotiter-Wells gegeben
und 1h bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert. Anschlief3end wurde der Inhalt der Wells abpipettiert
und diese im Waschgerd mit Boratpuffer gewaschen. Um die gebundenen Ag-AK-Komplexe
wieder von der Wand abzuldsen, wurden 200 pl einer 1% Triton X-100-Lésung in die Wells
pipettiert und 20 min bei 37°C auf dem Schttelinkubator inkubiert. Fir die Messung im 3-Counter
wurden 5 ml Szintillationsgel, der Inhalt der Wells und die Wells selbst in Szintillationsrohrchen
gegeben.

Um optimale Bedingungen fur den Assay zu schaffen, wurden weitere Versuche mit verschiedenen
AK- und Tracerkonzentrationen durchgefihrt. Die Messungen erfolgten mittels Chemilumineszenz
und die verschiedenen Standardkurven wurden miteinander verglichen. Als ideal definierte man:
moglichst hohe counts (gute Lichtausbeute), sigmoider Kurvenverlauf mit Abfall der B/B%-Werte
auf 20%.

3.2.2.2 Serumvor behandlung

Native Seren sind fir die Messung im CLIA nicht geeignet, da es zu Storungen der
Signalgenerierung durch die Serummatrix kommen kann. Aus diesem Grund wurden verschiedene
Extraktionsmethoden getestet. Entscheidend war die Wiederfindung des 170HP nach Extraktion,

die durch Versuche mit Tritium-markiertem 170HP als internem Standard bestimmt wurde.
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Fur die Extraktion wurden die C;g Saulen zunachst mit 2 ml Methanol, dann 2 ml H)O
konditioniert. Es folgte die Zugabe von 200 ul der Probe. Anschlief3end wurde die Saule mit 2 ml
H,O gewaschen. Das Eluat wurde schliefflich mit 2 ml eines Methanol/Acetonitril-Gemisches (1:1)
aus der Saule gewaschen, in 5 ml Glasréhrchen aufgefangen und in einer Speedvac™ -Zentrifuge bei
mittlerer Temperatur getrocknet.

Die Proben wurden in trockenem Zustand luftdicht gelagert. Vor Gebrauch wurden sie jeweils mit
200 pl steroidfreiem Serum rekonstituiert und 30 min bei 37°C gerdittelt.

3.2.2.3 Herstellung der 170HP-Standards

Die 170HP-Standards fur den CLIA wurden aus einer 10 mM 170HP-Stockldsung (3,305 mg
170HP in 1 ml Ethanol) hergestellt. Die Standards 0,3/1,0/3,0/ 5,0/10/15 und 30 nmol/l wurden in
PBS/2% BSA aufgenommen. Durch mehrfache Messung von Proben, deren 170HP-Gehalt
massenspektrometrisch bestimmt worden war, wurde festgestellt, dal’3 dieser Puffer nicht die
geeignete Matrix fur die Standards ist. Daraufhin wurden die Standards in steroidfreiem Serum
hergestellt.

3.2.3. Evaluierung des Chemilumineszenz-l mmunoassays

Die Evaluierung wurde in Anlehnung an allgemeine Empfehlungen von FELDKAMP et al. [18, S.
49-95] und analog zu anderen CLIA-Evaluierungen fir die Steroide Estron und Testosteron von
LupPA et al. [44, S.564-70; 42, S.2345-52] durchgefihrt.

3.2.3.1 Prazision

Die Unprézison eines Mel3verfahrens ist auf die zufallsbedingten Variationen (zufélige Fehler)
jedes mit grofdter Sorgfalt durchgefiihrten Tellschrittes der Analyse zurlickzufthren [72, S.11].

Um diese zu bestimmen, wurden in jedem CLIA-Ansatz verschiedene Prézisionskontrollen
mitgefuhrt. Hierzu wurden Serumpools mit niedrigem, mittlerem und hohem 170OHP-Gehalt
verwendet.

Die 3 Prazisionskontrollen wurden sowohl fir die Intra- as auch fir die Interassayprazision
herangezogen. Bis zur Messung waren die Poolseren zu je 250 pl aliquotiert bei —70°C tiefgefroren
und wurden jeweils vor dem Einsetzen in den CLIA extrahiert und rekongtituiert.

Fur die gemessenen 170HP-Konzentrationen wurden die Mittelwerte (MW), die Standard-
abweichungen (SD) und die Variationskoeffizienten (VK) berechnet.
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Die Intraassay-Prézision ist definiert als die Prézision, die beim wiederholten Messen einer
bestimmten Probe innerhalb derselben Testreihe erreicht wird. Hierfir wurde jede der 3
Prézisionskontrollen als 10fach Bestimmung in einem Assay gemessen.

Die Interassay-Prézision ist ein Mal3 fur die Fahigkeit des Tests, ein und dieselbe Probe von Tag zu

Tag mit dem gleichen Wert zu bestimmen. Jede der 3 Kontrollen wurde in Doppel bestimmung an
mindestens 11 Tagen gemessen. Auch bel der Interassay-Prézision wurde fur jede Kontrolle
Mittelwert, Standardabweichung und V ariationskoeffizient bestimmt.

3.2.3.2. Analytische Sensitivitat

Als anaytische Senstivitdt bezeichnet man den kleinsten mef3baren Wert, der von Null
unterschieden werden kann. Sie ist bei Immunoassays und speziell im Falle des 1770HP-CLIA
abhangig von dem verwendeten Antikorper, dem Tracer und der verwendeten Meerrettich-
peroxidase. Die Senditivitét kann durch die Bestimmung der unteren Nachweisgrenze und die
Erfassung der unteren Diskriminationsfahigkeit des Assays abgeschétzt werden.

3.2.3.2.1. Untere Nachweisgrenze

Zur Ermittlung der unteren Nachweisgrenze wird der Null-Standard 20mal gemessen. Aus den
relativen Lichteinheiten (RLU) errechnet man den Mittelwert und die dreifache
Standardabweichung (-3 SD). Mittels der Standardkurve bestimmt man fir den RLU-Wert MW — 3
SD die zugehorige 170HP-K onzentration [49, S.291; 46, S.706]. Dieser Wert kann mit 99,7 %iger
Wahrscheinlichkeit vom Nullwert unterschieden werden.

3.2.3.2.2. Untere Diskriminationsfahigkeit des Assays
Die untere Diskriminationsfahigkeit (LDP) eines Assays beschreibt die analytische Sensitivitét,
die unter realistischen Bedingungen mit einem analytischen Verfahren erzielt werden kann. Die

Differenz der niedrigsten Konzentrationen, deren 2 SD-Bereiche sich nicht mehr Uberlappen,
wird berechnet und dient als Mal3 fir die LDP (Abb.7) [18, S.72; 44, S.565-6].
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Abb.7: Untere Diskriminationsfahigkeit des Assays

Wie man aus den graphischen Verlangerungen, parallel zur Abszisse, fur +2 SD von X1 bis X3
erkennen kann, Uberschneiden sie jeweils die + 2 SD Bereiche. Erst die Bereiche +2 SD von X3
und X4 werden nicht mehr geschnitten. Daraus 183t sich die kleinste Differenz zwischen zwei

Werten ermitteln, die noch voneinander unterschieden werden kdnnen, also X4 — X3.

3.2.3.3. Richtigkeit

Die Richtigkeit der Analysenergebnisse ist eine wesentliche Voraussetzung fir deren zuverldssige
medizinische Beurteilung und klinische Bedeutung. Die Prufung der Richtigkeit einer Analysen-
Methode erfolgt in der Regel durch folgende Mal3nahmen [72, S.12-3]: Linearitét, Wiederfindung
nach Aufstockung und Messung von Proben mit bekanntem Analyt-Gehalt.

3.2.3.3.1. Linearitat

Die Messung der Linearitét eines Assays wird durchgefihrt, um zu ermitteln, ob eine Probe nach

Verdinnung unter Berticksichtigung des Verdinnungsfaktors den gleichen Konzentrationswert fir
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die Analyten wie die Ausgangsiésung ergibt [18, S.73-4]. Zu diesem Zweck werden Proben mit
unterschiedlicher 170HP-Konzentration 1:2, 1:4, 1:8 und 1:16 verdinnt und danach ihr 170HP-
Wert bestimmt. Trégt man die gemessenen Konzentrationen ohne Einberechnung des

Verdinnungsfaktors gegen das effektive Probenvolumen auf, so sollte sich eine Gerade ergeben.

3.2.3.3.2. Wiederfindung nach Aufstockung

Die Wiederfindung beschreibt die Fahigkeit des Assays, die einer Probe zugegebene Menge des
Analyten auch quantitativ wiederzuerhalten. Fur diese Versuche werden sechs Serumproben mit
verschiedenen in Puffer hergestellten 170OHP-Konzentrationen aufgestockt und nach Extraktion
gemessen.

Die Wiederfindung wird nach folgender Formel berechnet [18, S.77] :

Konz. gemessen
Konz. theoretisch

R = *100

3.2.3.3.3. Messung von Proben mit bekanntem 170HP-Gehalt

Mit dem CLIA wurden 8 Referenzproben mit zuvor massenspektrometrisch definiertem 170HP-
Gehalt mehrfach gemessen. Die Proben im niedrigen Bereich (2,5/3,7/5,4/7,0/9,3 nmol/l) wurden
7fach im CLIA gemessen, die Proben mit hoher 170OHP-Konzentration (11,8/15,7/22,5 nmol/l)
wurden 15fach bestimmt. Es wurden die Ergebnisse der beiden Analyseverfahren miteinander
verglichen, da die Bestimmung mittels Massenspektrometrie eine Referenzmethode darstellt [67,
S.117-23].

3.2.3.3.4. Messung von Ringver suchseren
Zur Uberpriifung der Richtigkeit des CLIA wurden die beiden Proben eines Ringversuchs der

Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie (DGKC) mit dem CLIA gemessen und mit den
angegebenen 170HP-Werten verglichen.

26



3.2.3.4. Spezifitat

Definition: Als Spezifitdt einer Methode bezeichnet man die Fdhigkeit dieser Methode, nur
digienige(n) Komponente(n) zu bestimmen, die sie zu messen vorgibt [72, S.13].

Die Spezifitat wird bei Immunoassays vor allem durch die Bestimmung der Kreuzreaktivitét erfalit.
Die Kreuzreaktivitat mit anderen, strukturell dhnlichen Stoffen, die sich in der zu messenden Probe
befinden konnen, ist um so geringer, je spezifischer der Antikorper fir sein Substrat ist. Diese wird
ausgedriickt als die relative Konzentration, die benttigt wird, um 50% der maximaen
Tracerbindung zu ersetzen [2, S.262-3].

Fur die potentiell kreuzreagierenden Steroide, die unter Punkt 3.1.1.1. aufgefihrt sind, werden
daher Verdinnungen in Assaypuffer hergestellt, und fir jedes Steroid eigene Standardkurven
ermittelt. Dieswird in Abb.8 dargestellt.

%B 110 -
170HP XY-Steroid
100 - Std-Kurve Std-Kurve
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80 -
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50 g Punkt
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170HP-Konz.  XY-Konz. [nmol/l]
bei 50% B bei 50% B

Abb.8: Bestimmung der Kreuzreaktivitét

Die 170HP-Konzentration und die Konzentration des Steroids XY werden bei 50% bestimmt. Die
Kreuzreaktivitdt errechnet sich dann nach ABRAHAM [2, S.263] wie folgt:

170HP-Konz. bei 50%B
XY-Konz. bei 50%B

Kreuzreaktivitat (%) = *100
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3.2.4. 170HP-Messungen mit dem Chemilumineszenz-l mmunoassay
3.2.4.1. Methodenbezogener Referenzbereich

Zur Festlegung von Referenzbereichen wurden 68 Seren gesunder Ménner und Frauen mit dem
CLIA gemessen. Bei den Frauen wurde zwischen Luteal- und Follikelphase, und einer bestehenden

Schwangerschaft unterschieden.

3.2.4.2. Messung von 170HP in Serumproben von Kindern mit Adrenogenitalem Syndrom

Kinder mit Adrenogenitalem Syndrom bel 21-Hydroxylasemangel haben erhdhte Werte fir
170HP. Der CLIA sollte diesbeziiglich tUberprift werden, ob er auch im hohen Konzentrations-
bereich 170HP verlddlich messen kann und somit geeignet fur die Diagnostik des AGS ist.

Hierfur wurden 13 Proben von Kindern mit AGS nach Extraktion im CLIA gemessen.

3.2.4.3. Methodenver gleiche

Der neue 170HP-CLIA wurde mit einem in der Routine verwendeten RIA und einem
kommerziellen ELISA verglichen. Zu diesem Zweck wurden 24 Manner- und 24 Frauenseren
jeweils mit alen 3 Methoden gemessen. Die linearen Regressionsparameter fur die zu
vergleichenden Assays wurden nach PASSING und BABLock [61, S.709-20] berechnet und
graphisch dargestellt.

3.2.5. Statistische M ethoden

Fur die Datenverarbeitung und Kurvenanpassung der CLIAs mittels der Spline-Funktion wurde das

Programm Securia Il von Packard Instruments, Meriden, CT, USA benutzt. Die Methoden-
vergleiche wurden nach der Methode von PASSING und BABLOK berechnet [61, S.709-20].
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4. Ergebnisse

4.1. Vorversuche

In den Vorversuchen, wie unter 3.2.1. — 3.2.2. beschrieben, wurde die optimale Antikorper-
konzentration bel einer Verdinnung von 1:500 gefunden. Fur den Tracer stellte sich heraus,
da3 er in einer 20 nM Ldsung eingesetzt werden muf3. Der an Position 7a biotinylierte Tracer
bewies gute Kompetitionsfahigkeit mit 170HP an dem fur die Position 7a-spezifischen
polyklonalen anti-170HP-AK. In 4 Versuchen mit einer *H-170OHP-Konzentration von 5,2

nmol/l ergab sich im Mittel eine 50%-V erdréangungskonzentration des Tracersvon 22 nM.

4.2. Optimierung der Bedingungen fur das Mikrotiter platten-System

4.2.1 Serumvor behandlung

Um Storeffekte der Serummatrix zu vermeiden, wurden alle Standards und Proben vor der
Messung im CLIA, wie unter 3.2.2.2. beschrieben, extrahiert. In Versuchen mit Tritium-
markiertem 170HP wurde die Wiederfindung der Extraktionsmethode mit 95+ 1,8 % (n=4)
festgestellt..

4.2.2. Assayprotokoll

Zunéchst werden jeweils 200 pl einer gebrauchsfertigen anti-170HP-Antikorper-Losung
(1:500 in PBS/2% BSA) in die mit Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper beschichteten Wells
pipettiert und eine Stunde lang bei 37°C im Schiittelinkubator inkubiert. Anschlief3end werden
die Mikrotiterplatten in einem vierfachen Waschschritt mit Boratpuffer gewaschen.

Als néchstes werden je 50 pl der fertig rekonstituierten Standards bzw. Proben (nach
Extraktion), 100 pl Assaypuffer, und 50 pl einer frisch hergestellten 7a-Bio-17OHP-LAsung
(20 nmol/l in PBS/2% BSA) in die Wells pipettiert. Nicht-spezifische Bindungen (Blank-
Wert) werden durch das Vermessen von 200 pl Assaypuffer bestimmt. Nun folgt erneut eine
einstindige Inkubation bei 37°C im Schittelinkubator und anschlief3end ein vierfacher
Waschschritt mit Boratpuffer. Im nachsten Schritt werden 200 ul  Meerrettichperoxidase
(1:20000 in PBS/2% BSA) in jedes Well pipettiert. Nach einer 30minttigen Inkubation bei
37°C, die ebenfalls im Schittelinkubator stattfindet, wird noch einmal gewaschen. Zum
SchluR3 gibt man 250 pl Signalreagenz in jedes Rohrchen, wartet 2 Minuten und mif3t dann im

Luminometer.
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Die so erhaltenen relativen Lichteinheiten (RLU) werden mittels des Programms Securia |l
ausgewertet. Aus den Werten der Standards wird eine Standardkurve erstellt, anhand dieser
diejewellige 170HP-Konzentration der Serumproben ermittelt wird.

4.2.3. Korrekturfaktor fur die 170HP-Standards

Durch Mehrfachmessungen von Proben, deren 170HP-Gehalt zuvor massenspektro-metrisch
bestimmt worden war, stellte sich heraus, dal3 die im CLIA gemessenen Konzentrationen von den
massenspektrometrisch ermittelten Werten proportional zur Konzentration des 170HP abwichen.
Die Proben wurden wie unter 3.2.3.3.3. beschrieben 7- bzw. 15-fach gemessen. Die Mittelwerte der
so erhaltenen 170HP-Konzentrationen wurden durch die aus der Massenspektrometrie bekannten
170HP-K onzentrationen dividiert. Daraus ergab sich der Korrekturfaktor. Uber den gesamten
MefRbereich wird der Korrekturfaktor durch eine Exponentialfunktion, die in Abb.9 dargestellt ist,

beschrieben.
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Abb.9: Korrekturfaktor-Bestimmung

Anhand der so ermittelten Kurve wurden fir den 170HP-CLIA alle Standards mit dem Faktor
korrigiert. Der 170HP-Gehalt von unbekannten Serumproben konnte nun wie gewohnt
anhand der korrigierten Standardkurve ermittelt werden.
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4.2.4. Standar dkurve des 170HP-Chemilumineszenz-l mmunoassays

Anhand der Standards mit bekanntem 170HP-Gehalt (mittels Faktor korrigiert) in
steroidfreiem Serum wurde eine Standardkurve erstellt. Jeder Standardwert wurde in 20
Interassay-Messungen bestimmt und der Mittelwert + 2 SD berechnet. Die Abbildung der
Standardkurve, Abb.10, beschreibt deutlich deren sigmoiden Verlauf.
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Abb.10: Standardkurve
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4.3. Evaluierung desCL1As
4.3.1. Prazision

Fur die Intraassay-Prézision ergaben sich die in Tab.1 aufgefiihrten Ergebnisse.

Pool |n |Mittelwert £1 SD [nmol/l] |VK [%]

1 12 |1,62+0,14 8,5
2 12 |2,70+0,18 6,6
3 12 |5,19+0,39 7,6

Tab.1: Intraassay-Prézision

Bel der Bestimmung der Interassay-Préazision wurden folgende Resultate (Tab.2) erzielt.

Pool |n |Mittelwert £1 SD [nmol/l] |VK [%]

1 11 | 1,76 +0,47 26,9
2 13 | 531+0,78 14,7
3 12 (13,67 +1,34 9,8

Tab.2: Interassay-Prazision

4.3.2. Analytische Sensitivitat
4.3.2.1. Untere Nachweisgrenze

Die untere Nachweisgrenze stellt der Wert dar, der mit 99,7 % Wahrscheinlichkeit von Null
unterschieden werden kann. Dieser wurde durch die 20fache Messung des Null-Standards
ermittelt: MW = 110075 RLUs, SD = 5454. Daraus resultierte fur die untere
Nachweisgrenze: MW — 3 SD = 9464,8 RLUs. In der Standardkurve entspricht dies einer
170OHP-K onzentration von 0,08 nmol/I.
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4.3.2.2. Untere Diskriminationsfahigkeit des Assays

Die untere Diskriminationsfahigkeit ist ein Mal3 fur die analytische Sensitivitéat eines klinisch-
chemischen Verfahrens. Fur die Versuche wurde mit 170HP aufgestocktes steroidfreies
Serum verwendet. Das Ergebnisist in Abb.11 graphisch dargestellt. Die untere Diskrimination
des CLIA liegt bel ca. 2,0 nmol/l, da sich zwar zwischen 1,0 und 0,5 nmol/l (Differenz 0,5
nmol/l), aber nicht mehr zwischen 2,40 und 1,0 nmol/l Uberschneidungen ergeben. Durch
Intrapolation im Bereich zwischen 1,0 und 2,4 nmol/l 183 sich unter der Voraussetzung
konstanter Standardabweichungen die untere Diskriminationsfahigkeit bei einem 170HP-
Wert von 2,0 nM berechnen.

170HPgefunden (nmol/l)

w
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Abb.11: Untere Diskriminationsféahigkeit
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4.3.3. Richtigkeit
4.3.3.1. Linearitat

6 Seren mit 170HP-Konzentrationen von 1,65 bis 16,01 nmol/l als Ausgangswerte wurden
nach Extraktion und Rekonstitution in vier Schritten stufenweise (1.2 / 1.4 / 1.8 / 1:16)
verdunnt. Abb.12 zeigt das Ergebnis, wobei das effektive Probenvolumen gegen die
gemessene 170HP-K onzentration aufgetragen ist.
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Abb.12: Linearitét

Aus dieser Abbildung ist ersichtlich, dal3 die Linearitét des CLIA bel Verdinnung der Proben
sowohl im Bereich mit niedriger as auch im Bereich mit hoher 170HP-Konzentration sehr
gut ist.
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4.3.3.2. Wiederfindung nach Aufstockung

Fir die Wiederfindung wurden 6 Seren mit Ausgangskonzentrationen von 1,0/ 1,21/ 1,92/
2,23 / 2,33 und 2,88 nmol/l 170HP verwendet Die Ergebnisse nach Aufstockung sind in
Tab.3 zusammengefalit.

Probe | Ausgangswert | Sollwert nach Istwert nach Wiederfindung
[nmol/I] Aufstockung [nmol/I] | Aufstockung [nmol/I] | [%]

1 1,0 1,37 1,37 100
3,03 3,28 108

2 1,21 1,57 1,72 109,5
3,23 2,64 82

3 1,92 2,24 2,24 100
3,91 47 120

4 2,23 2,53 3,08 122
472 50 119

5 2,33 2,63 2,42 92
43 4,86 113

6 2,88 3,15 3,22 102
4,82 5,52 114,5

Tab.3: Wiederfindung nach Aufstockung

Die Wiederfindung des CLIAs liegt somit zwischen 82 und 122 %, im Mittel bei 107 %.

4.3.3.3. Messung von Proben mit bekanntem 170HP-Gehalt

Die Proben, deren 170HP-Gehalt durch massenspektrometrische Bestimmung bekannt war,

wurden mit dem CLIA in 6-facher Weise vermessen. Die Ergebnisse sind unter
Berticksichtigung des Korrekturfaktors fur die Standards (vgl. 4.2.3.) in Tab.4 aufgefihrt.

Massenspektrometrie 2,542 3,668 5,358 7,008 9,336
[nmol/l] [[nmol/l] |[nmol/I] |[nmol/l] |[nmol/l]
CLIA 1 [nmol/I] 1,997 3,410 5,713 6,149 9,997
CLIA 2 [nmol/I] 2,751 3,085 4,944 6,888 |[11,357
CLIA 3 [nmol/l] 2,877 3,418 4,684 7,053 9,198
CLIA 4 [nmol/l] 2,657 3,804 6,533 6,799 8,610
CLIA 5 [nmol/I] 2,483 4,528 4,634 7,137 8,031
CLIA 6 [nmol/l] 2,714 3,844 5,859 7,750 7,896
MW  [nmol/l] 2,580 3,682 5,394 6,963 9,182

Tab.4: Messung von Proben mit bekanntem 170HP-Gehalt
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4.3.3.4. Messung von Ringversuchseren

Als weitere Moglichkeit, die Richtigkeit des Assays zu Uberprifen, wurden zwel Proben aus
einem Ringversuch der Deutschen Gesellschaft fr Klinische Chemie (DGKC) mit dem
CLIA gemessen (Tab.5). Die ermittelten 170HP-Werte beider Proben lagen im Bereich der
von der DGK C angegebenen Zielwerte.

Ringversuch |Probe |CLIA [nmol/l] |Zielwert Ringversuch [nmol/l] | SD Ringversuch

HM 1/98 A 12,2 14,0 4,24

B 34 4,35 1,54

Tab.5: Ringversuchseren

4.3.4. Spezifitat
4.3.4.1. Kreuzreaktivitat

Die Versuche zur Bestimmung der Kreuzreaktivitét potentiell kreuzreagierender Steroide mit
Strukturhomologien zum 170HP mit dem eingesetzten polyklonalen anti-170HP-AK ergab
folgende Ergebnisse (Tab.6).

Steroid Steroid  (IJUPAC-Nomenklatur) 50% Hemmungs- | Kreuz-
[9, S.5575; 33, S.277] konzentration reaktivitét
[nmol/I] [%0]
11-Desoxycortisol 17a,21-Dihydr oxy-4-pregnen-3,20-dion 350 3,17
Progesteron A*-Pregnen-3,20-dion 15243 0,07
Desoxycorticosteron | 21-Hydr oxy-A’-pr egnen-3,20-dion 8846 0,125
170-OH Pregnanolon | 3a,17a-Dihydroxypregnan-20-on 47948 0,023
Testosteron 17B-Hydroxyandr ost-4-en-3-on > 100000 <0,01
Androstendion 4-Androsten-3,17-dion > 100000 <0,01
170-OH Pregnenolon | 3B,17a-Dihydr oxy-A°-pr egnen-20-on 3692 0,196
Pregnenolon 3B-Hydr oxy-A’-pr egnen-20-on > 100000 <0,01
Cortisol 11B,170,21-Trihydr oxy-A"-pr egnen-3,20- > 100000 <0,01
dion
170HP 17a-Hydroxypregn-4-en-3,20-dion 11,1/7,24 100

Tab.6: Kreuzreaktivitéat

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dald auf3er 11-Desoxycortisol keines der Steroide eine

nennenswerte Kreuzreaktivitdt mit 170HP zeigt.
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4.4, 170HP-Messungen mit dem Chemilumineszenz-l mmunoassay

4.4.1. Methodenbezogener Referenzbereich

In der folgenden Tabelle sind die Referenzbereiche fur 170HP fir Manner, prémenopausale
Frauen in der Follikel- und Lutealphase und Schwangere im I. und Il. Trimenon aufgefihrt.
Angegeben wird jewells der Mittelwert, die Standardabweichung und das 95%-Konfidenz-
intervall der 170HP-Konzentrationen (Tab.7).

Gruppe n [170HP [nmol/l] | 17OHP [nmol/l]
(MW=18D) (95%-Konfidenzintervall)
Manner 34 [2,63+£1,39 2,16-31
Frauen: Follikelphase 12 (2,16 +1,44 1,35-2,97
Luteal phase 14 [3,05+1,75 2,13-3,97
Schwangere 8 [6,08+3,04 3,97-8,19
(I. und 1. Trimenon)

Tab.7: Referenzbereiche

Die gefundenen Referenzbereiche sind gut vereinbar mit entsprechenden Werten aus der
Literatur [56, S.320-6; 40, S.1035].

4.4.2. Messung von klinischen Proben
Es wurden 13 Seren von Kindern mit Adrenogenitalem Syndrom bei gesichertem 21-

Hydroxylasemangel im CLIA gemessen. Hierbei |&3t sich zwischen behandelten und

unbehandelten Kindern unterscheiden, wie aus Tab.8 hervorgeht.

Gruppe n | 170HP [nmol/l] 170HP [nmol/1]

(MW) (95%-K onfidenzintervall)
Behandelt 8 (1,98 1,08-2,88
Unbehandelt |5 |47,17 4,57 — 89,77

Tab.8: Proben von AGS-Patienten

Die gefundenen Werte sind mit Angaben aus der Literatur vereinbar [23, S.828].
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4.4.3. Methodenver gleich mit einem Radioimmunoassay

Fur den Methodenvergleich mit dem RIA der Firma CIS bio international wurden jeweils
Seren von 24 Méannern und 24 Frauen im RIA und CLIA gemessen. Zur Verwendung im
CLIA wurden die Proben in gewohnter Weise extrahiert. Abb.13 und Abb.14 zeigen die
dazugehdrigen Mel3wertepaare. Aulerdem wurden die Parameter der linearen Regression
nach PASSING und BaBLock [61, S.709-20] und der SPEARMANSche Korrelationskoeffizient
berechnet.

Der Methodenvergleich der 24 Frauenseren mit dem RIA ergab folgende Werte:

Lineare Regression: (y = a+ bx) mity =-0,15 + 0,47x;

SPEARMANScher Korrel ationskoeffizient: rs = 0,675

Fur die 24 Mannerseren wurden folgende Werte berechnet:

Lineare Regression: (y =a+ bx) mity = 0,44 + 0,35x;

SPEARMANScher Korrel ationskoeffizient: rs = 0,786

CLIA [ nmol/l]

RIA [ nmol/l ]

Abb.13: Methodenvergleich 170HP RIA/CLIA Frauenseren
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CLIA [ nmol/l ]
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RIA [ nmol/l]

Abb. 14: Methodenvergleich 170HP RIA/CLIA Mannerseren
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4.4.4. Methodenver gleich mit einem Enzyme-linked | mmunosorbent Assay

Zur Durchfihrung des Methodenvergleichs mit dem ELISA der Firma DRG wurde analog
wie in Punkt 4.4.3. vorgegangen. Es wurden die selben Seren verwendet wie fir den
Methodenvergleich RIA / CLIA.

Hierbei ergaben sich folgende Werte, die in Abb.14 und 15 dargestellt sind:

Im Vergleich der Frauenseren:

Lineare Regression: (y = a+ bx) mity =-0,08 + 0,71x;

SPEARMANScher Korrelationskoeffizient: rs = 0,793

Im Vergleich der Mannerseren:

Lineare Regression: (y = a+ bx) mity = 0,34 + 0,46x;

SPEARMANScher Korrelationskoeffizient: rs = 0,888

CLIA [ nmol/l ]

0 1 2 3 4 5 6 7
ELISA [ nmol/l ]

Abb.15: Methodenvergleich 170HP ELISA/CLIA Frauenseren
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CLIA [ nmol/l ]

ELISA [ nmol/l ]

Abb.16: Methodenvergleich 170HP ELISA/CLIA Mannerseren
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5. Diskussion

Die Bestimmung von 17a-Hydroxyprogesteron im Serum spielt eine grof3e Rolle im
endokrinologischen Labor, vorwiegend in der pé&diatrischen Endokrinologie. 170HP ist der
wichtigste Parameter bel der Diagnosestellung des Adrenogenitalen Syndroms bel 21-
Hydroxylasemangel, einer der haufigsten Erbkrankheiten mit einer Inzidenz von 1:14000 in
der kaukasischen Bevolkerung [60, S.866-74]. Die Heterozygotenfrequenz betrégt ca.1:50;
man vermutet, dal? in der Normalbevolkerung jeder Tausendste von der mild verlaufenden
nicht-klassischen Form dieser Erkrankung betroffen ist [50, S.732]. Das Adrenogenitale
Syndrom resultiert aus einem autosomal rezessiven Erbleiden. Das defekte Gen befindet sich
auf dem kurzen Arm von Chromosom 6, inmitten des Haupthistokompatibilitdtskomplexes
[14, S.1309-11]. Normalerweise gibt es zwei 21-Hydroxylase Gene, CY P21P und CY P21, die
sich zu 98% gleichen [84, S.5111-5]. CYP21P ist das Pseudogen, wahrend CY P21 fir das
aktive Enzym codiert. Die genetischen Grundlagen des 21-Hydroxylasemangels wurden von
MILLER et al. [51, S.241-6] genau definiert und mehr as 80% der Falle mit der schweren
Form des AGS konnen einer grof3en Deletion von CY P21 und des benachbarten C4B Gens
zugeschrieben werden oder werden von ein oder zwei definierten Punktmutationen (A/C655G
in Intron 2, T999A in Exon 4) bedingt. Eine dritte Mutation (G1683T) tritt mit hoher
Frequenz bel Patienten mit der Late-Onset Form des Adrenogenitalen Syndroms auf [71,
S.584-95; 58, S.210]. Anhand des Genotyps &3t sich auch eine Aussage Uber den
Schweregrad der Auspragung machen [21, S.285]. Bedeutung bekommt dieses Wissen bel der
pranatalen Diagnostik des genetischen Defektes. Bei Kindern von Mittern mit AGS und
Kindern von Miittern, die bereits ein Kind mit 21-Hydroxylasemangel geboren haben, sucht
man bereits intrauterin nach diesem Defekt, um eine Virilisierung der externen Genitalien bel
Mé&dchen zu verhindern und um auf Salzverlust-Krisen bei Neugeborenen vorbereitet zu sein.
Diese Diagnostik kann im Rahmen einer Amniozentese oder Chorionzottenbiopsie durch
HLA-Typisierung, Hormonbestimmung (170HP) oder Anayse des CYP21 Gens durchge-
fahrt werden [59, S.866-72; 34, S.445-51]. Die molekularbiologische Analyse des CY P21
Gens durch Southern Blot oder Polymerase Kettenreaktion (PCR) [59, S.853-91] wird
aufgrund der vielfdtigen genetischen Defekte nicht routineméldig bel allen Schwangeren
durchgefthrt. Dartber hinaus besteht ein erhdhtes Abortrisko nach Amniozentese und
Chorionzottenbiopsie. Mit den molekularbiologischen Verfahren &t sich eine exakte
Diagnose stellen; die Bestimmung von 170HP ist jedoch weiterhin notwendig, um ein AGS

bei Kindern zu diagnostizieren, das nicht bereits intrauterin erkannt wurde. Weiterhin sind
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Verlaufskontrollen unter Therapie bel Kindern mit einem 21-Hydroxylasemangel indiziert.
Die beiden Verfahren ergénzen sich gegenseitig.

Das Einfuhren eines Neugeborenenscreenings (Bestimmung von 170HP im Serum) wurde
immer wieder diskutiert und auch vielerorts probeweise durchgefihrt, in Deutschland hat es
sich jedoch noch nicht durchgesetzt [60, S.866-74; 75, S.583-90; 76, E11; 23, S.830].

170HP wird auch bei Verdacht auf das Syndrom der polyzystischen Ovarien bestimmt, da
man bel diesen Frauen erhdhte Werte im Serum findet. Man vermutet bel diesem Syndrom
eine Dysregulation des Cytochrom P450c 17a-Enzymkomplexes [45, S.280-8].

Das im Blut zirkulierende 170HP ist hauptséchlich an Albumin und CBG gebunden; nur ein
geringer Tell liegt in freler Form vor [13, S.58-68]. Zur Zeit wird dieses Hormon fast
ausschliefdich durch radioimmunometrische Methoden bestimmt. Es besteht jedoch weiterhin
der Trend, alternative nicht-radioaktive Methoden zu finden, da diese automatisierbar sind.
Bisher beschriebene nicht-radioaktive Assays konnten die RIAs noch nicht ablésen, da
letztere eine sehr gute Sensitivitét und Spezifitdt aufweisen und die Ergebnisse binnen
weniger Stunden vorliegen [31, S.766-73; 19, S.660; 3, S.331; 82, S.544; 5, S.3037].

Mit dem Ziel, einen nicht-radioaktiven Immunoassay zu entwickeln, der mit den derzeit
routinemaldig verwendeten RIAs konkurrieren kann, wahlten wir als Assay-Design einen
kompetitiven nicht-radioaktiven Immunoassay mit einem 7a-biotinylierten-170OHP-Tracer, da
bereits Assays desselben Prinzips fur die Bestimmung von Estron und Testosteron im Serum
entwickelt wurden und gute Ergebnisse im Bezug auf Sensitivitét, Spezifitat, Prézision und
Richtigkeit vorlagen [42, S.2345-52; 44, S.564-70]. Die Methode |3 sich folgendermal3en
beschreiben: Als Fangerantikdrper, der an die Wellwand einer Mikrotiterplatte gebunden
wird, dient ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper, der einen polyklonalen, im Kaninchen
generierten Position 7a-spezifischen anti-170HP-AK  Uber dessen Fc-Tell sekundar
immobilisiert. Um die Bindungsstellen des anti-170HP-AK konkurrieren das in der Probe
enthaltene 170HP und der biotinylierte 17OHP-Tracer.

Die anschlief3end zugegebene an Streptavidin gekoppelte Meerrettichperoxidase katalysiert
die Reaktion von Luminol mit H,O, zu H,O und Aminophthalat, bel der Licht freigesetzt
wird, welches im Luminometer detektiert werden kann. Da Streptavidin fest an Biotin bindet
[10, S.625-36], ist das entstehende Licht direkt proportional zur Menge des gebundenen
Tracers und damit umgekehrt proportional zu der in der Probe vorhandenen 170HP-
Konzentration, die folglich aus den relativen Lichteinheiten berechnet werden kann. Die

Chemilumineszenzreaktion wird durch sogenannte Enhancersubstanzen noch verstérkt,
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wodurch die Lichtausbeute erheblich gesteigert und die Sensitivitét somit noch verbessert
wird [37, S.325-31].

Einflud auf die Eigenschaften des nicht-radioaktiven Immunoassays hat vor alem die
Derivatisierungsposition des zu bestimmenden Steroids, die fur die Kopplung an das Carrier-
Protein zur Antikorpergenerierung einerseits und an die prosthetische Enzymgruppe zur
Tracersynthese andererseits verwendet wird. In der vorliegenden Arbeit wird ein CLIA mit
einem an Position 7 biotinylierten Tracer aufgebaut. Die Position 7 trégt beim 170HP keine
funktionelle Gruppe und ist weit entfernt von der Region des Hormons, die fur 170HP
charakteristisch ist (Landsteiner's Prinzip) [38, S.240-66]. Die Spezifitdt bei der
Wiedererkennung durch den polyklonalen Antikorper, welcher mit Hilfe eines 170-
Hydroxyprogesteron-70-CETE-BSA als Immunogen produziert wurde, wird dadurch nicht
vermindert; im Gegentell, es hat sich herausgestellt, dal’ Tracer, die direkt am Steroidgertst
markiert werden, eine bessere Spezifitdt aufweisen, als solche, die an ihren funktionellen
Gruppen derivatisiert werden [43, A113; 42, S.2345-52]. Diese Art der Markierung am
Steroidgertst unter Umgehung der funktionellen Gruppen wird als , near-to-native” - Konzept
bezeichnet [43, A113; 42, S.2345-52].

Abb.17: Hyperchem™-Darstellung des sAv/7a-Cy;-Bio-T-Komplexes
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In Abb.17 wird dieser Sachverhalt in einer Molecular-modeling-Darstellung sichtbar gemacht.
Diese wurde freundlicherweise von Dr. rer. nat. T. Kaiser vom Institut fur Klinische Chemie
und Pathobiochemie, Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitde Minchen, zur
Verfligung gestellt.

Die Lange des Verbindungsarms zwischen Steroid und Biotin hat ebenfalls Einfluld auf die
Spezifitét des Immunoassays. Man spricht von einem Brickeneffekt, wenn der Spacer anstelle
des Steroids vom Antikorper erkannt wird [22, S.95-108; 80, S.251-7]. Die hier verwendete
aliphatische Cj1-Kette erméglicht optimale Bindungsvoraussetzungen fir das System
Antikorper - biotinyliertes Steroid - Streptavidin-Meerrettichperoxidase, wie sich in
Versuchen mit biotinyliertem Testosteron herausstellte [42, S.2345-52].

Auf die analytischen Vorteile der Benutzung des Biotin-(Strept-)Avidin-Systems wurde
bereits unter Punkt 1.2 detailliert eingegangen. Dal3 biotinylierte Tracer bei ihrem Einsatz in
Immunoassays gute Ergebnisse erzielen, wurde auch von DRESSENDORFER et al. bel der
Bestimmung von 170HP im Speichel bestétigt [12, S.650-5]. Durch die starke Affinitét der
beiden Molekile zueinander [28, S.85-133] bewirkt der Tracer eine optimale Signalgebung.
Auch die Waschschritte storen die Bindung nicht. Dies ist ein deutlicher Vorteil gegentber
der direkten Markierung mit Meerrettichperoxidase, die ja letztendlich fur die adaguate
Chemilumineszenz-Signalgenerierung verantwortlich ist. Eine weitere Verbesserung der
Sensitivitat wird durch den zugegebenen Enhancer erreicht.

Als Antikorper wurde ein Position 7a-spezifischer polyklonaer anti-170OHP-Antikorper
ausgewdhlt, der in den Vorversuchen zeigte, dal3 der Tracer das Tritium-markierte 170HP
kompetitiv von seinen Bindungsstellen verdréngte. Diese gute Kompetitionsfahigkeit wird
dadurch erreicht, dal3 der Tracer und das Immunogen, welches fur die Generierung des
Antikorpers verwendet wurde, beide an der selben Position am Steroidgerist derivatisiert
sind.

Vor ihrem Einsatz im Assay wurden sowohl die Serumproben als auch die in steroidfreiem
Serum hergestellten Standards extrahiert. Dadurch konnte i) die Gesamtkonzentration des
Steroidhormons ermittelt werden, da die Proteine, an die esim Serum gebunden ist, ausgefallt
werden, und ii) die stérenden Matrixeffekte minimiert werden. Die Wiederfindung nach
Extraktion ergab ausgezeichnete Werte, die im Mittel bei 95,8 % lagen (verglichen mit 80-90
% anderer RIAs bzw. 102 % eines anderen CLEIA) [19, S.659-67; 5, S.3036-9]. Die
Extraktion hat daher keinen nennenswerten Einfluld auf die Messungen und der minimale
Verlust an Steroid wurde bel der Ergebnisermittlung nicht weiter berticksichtigt.
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Die Richtigkeitskontrollen mit den Referenzproben von SIEKMANN zeigten eine systematische
Abweichung, die gesetzmallig durch eine Exponentialfunktion beschrieben werden konnte
(vgl. 4.2.4)). Die Standards wurden deshalb durch Umrechnung der Konzentrationswerte
mittels des Korrekturfaktors auf die massenspektrometrische Referenzmethode bezogen, der
Assay also an der MS-Methode kalibriert.

Durch Verdinnung einer 170HP-Stockldsung mit steroidfreiem Serum wurden die Standards
hergestellt. Bel —20°C sind diese mindestens 4-6 Wochen haltbar. Die Standardkurve des
CLIAs zeigt einen fir kompetitive Immunoassays typischen sigmoiden Verlauf. 170HP-
Konzentrationen konnen in einem Bereich von 0,12 — 30 nmol/l bestimmt werden. Patienten
mit homozygotem 21-Hydroxylase-Defekt haben deutlich hohere Werte, die jedoch
problemlos gemessen werden kdnnen, da der Assay auch bel Verdiinnung e ne ausgezeichnete
Linearitdt aufweist.

Vergleicht man die Intraassay-Préazision mit der anderer Immunoassays, vorzugsweise RIAS,
so schneidet dieser mit Variationskoeffizienten von 6,6 bis 8,5 % gegenuber 7,2 — 11,9 % bei
HUGHES et al. [31, S.766-73], 7,7 % bei ABRAHAM et al. [3, S.325-35] und 10,3-10,6 % bel
dem CLEIA von ARAKAWA et al. sehr gut ab [5, S.3036-9].

Die Interassay-Prézision bei mittleren und hohen 170HP-Konzentrationen liegt durchaus im
Bereich der Prézision anderer Assays mit 9,8 — 14,7 % gegenuber 12,6 % bei HUGHES et al.
[31, S.766-73], 14,7 % bei ABRAHAM €t al. [3, S. 325-35] und 16,9 — 18,5 % bei ARAKAWA et
al. [5, S.3036-9]; FIET et al. [19, S.659-67] konnten eine Interassay-Prézision von 8,8 %
erreichen. Im unteren Bereich ist die Prézision nicht zufriedenstellend. Es bleibt weiteren
Assayverbesserungen vorbehalten, den CLIA fur 170HP routinetauglich zu machen.

Die untere Nachweisgrenze konnte bei 0,08 nmol/I und eine LDP von 2,0 nmol/l bestimmt
werden, was zufriedenstellend ist, da die niedrigsten Referenzwerte flur Frauen in der
Follikelphase ab 1,35 nmol/l beginnen. Andere RIAs detektieren Konzentrationen ab 0,06
(FiET et.al.) oder 0,24 nmol/l (HUGHES et al.) bzw. der Chemilumineszenz Enzym
Immunoassay (CLEIA) von ARAKAWA et al. 0,016 nmol/I.

Die 170HP-K onzentrationen hangen von Alter, Geschlecht, Zyklusphase und Tageszeit ab. In
diesem CLIA wurden folgende Referenzbereiche ermittelt: fir Manner bei 2,16 - 3,1 nmol/l,
bei Frauen in der Follikelphase von 1,35 — 2,97 nmol/l, in der Lutealphase bei 2,13 - 3,97
nmol/l. Fir Schwangere im I. und I1. Trimenon liegen die Werte bei 3,97 - 8,19 nmol/l. Diese
Werte stimmen mit Angaben anderer Autoren tberein [40, S.1035; 69, S.72; 19, S.661].

Des weiteren wurden verschiedene Seren mit unterschiedlichen 170OHP-Konzentrationen

aufgestockt und anschlief3end die Wiederfindungsrate berechnet. Diese lag zwischen 82 und
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122 %, im Mittel bei 107 %. In dem CLIA fir Testosteron, der ebenfalls auf dem , near-to
native' - Prinzip beruht, wurden 87 - 128 % wiedergefunden [65, S.52]. SIPPELL et al. konnten
in ihrem simultanen Radioimmunoassay fur Plasma Aldosteron, Corticosteron, 11-
Desoxycorticosteron, Progesteron, 17-Hydroxyprogesteron, 11-Desoxycortisol, Cortisol und
Cortison nur 52 - 68,2 % wiederfinden [69, S.66].

Durch Bestimmung des 170HP-Gehalts von den beiden Seren eines Ringversuchs der DGKC
im CLIA und Vergleich mit den von der DGKC angegebenen Werten, konnte die Richtigkeit
des CLIAs Uberprift werden. Der CLIA ergab Werte fir 170HP, die sich im Bereich einer
Standardabweichung vom Mittelwert befanden, also durchaus im zulassigen Streubereich.
Potentiell kreuzreagierende Steroide, also 11-Desoxycortisol, Progesteron, 11-Desoxy-
corticosteron, 17a-Hydroxypregnanolon, Testosteron, Androstendion, 17a-Hydroxy-
pregnenolon, Pregnenolon und Cortisol wurden getestet, um eine Aussage beziiglich der
Spezifitdt des Immunoassays treffen zu konnen. 11-Desoxycortisol zeigte as einziges
Hormon eine Kreuzreaktivitdt Uber 1 %. Mit 3,17 % ist diese jedoch auch zu vernachl&ssigen,
da dieses Steroid im Serum Werte von 0,34 nmol/l im Mittel nicht Uberschreitet. Selbst bei
AGS-Patienten mit 21-Hydroxylase-Defekt, bei denen bis 6,5 nmol/l im Serum erreicht
werden, verfalscht es die Ergebnisse kaum [19, S.661]. WALKER et al. [82, S.544] ermittelten
eine Kreuzreaktivitdt von 3,3 % fur 11-Desoxycortisol, FIET et al. [19, S.660] fanden die
hochste Kreuzreaktivitdt mit 1,8 % fur 17a-Hydroxypregnenolon. Daraus kann man
schlief3en, dal3 die Spezifitdt besser as bei anderen Methoden liegt.

Wie bereits erwéhnt, sind bei Kindern mit 21-Hydroxylase-Defekt die Serumwerte des
Steroidhormons im CLIA deutlich erhdht. Es konnte zwischen behandelten und
unbehandelten Kindern unterschieden werden. Auch hohe Werte kénnen verlafdlich gemessen
werden; die oben beschriebene Verdinnungslinearitét trégt einen wesentlichen Tell dazu bei.
Es konnte auf diese Weise gezeigt werden, dald die etablierte CLIA-Methode durchaus
geeignet ist, als Routineverfahren eingesetzt zu werden.

Schliefdlich wurde noch ein direkter Methodenvergleich mit einem kommerziellen RIA der
Firma CIS bio international und einem ELISA der Firma DRG durchgefiihrt. Die Werte lagen
Uber den gesamten Mef3bereich von 0,12 bis 30 nmol/l niedriger als bel den beiden anderen
Verfahren. Die SPEARMANSchen Korrelationskoeffizienten betrugen r = 0,675 und 0,786 fur
den Vergleich RIA / CLIA und 0,793 und 0,888 fur den Vergleich ELISA / CLIA. Bei den
Mannerseren waren die Ergebnisse jewells néher an denen der Vergleichsmethode, wobel die
CLIA-Werte besser mit denen des ELISAs korrelierten als mit denen des RIAs. Fur beide
Methoden liegen Kreuzreaktionsdaten vor, die den Schlul3 nahelegen, dal? sie eine geringere
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Spezifitdt aufweisen as der CLIA. Dies erklart, dald3 sowohl fur den RIA als auch fir den
ELISA im Mittel immer hohere 170HP-Werte gefunden werden alsim CLIA.

Der hier vorgestellte kompetitive nicht-radioaktive Chemilumineszenz-Immunoassay erfillt
die Anforderungen, 170HP im Serum sensitiv, spezifisch und prazise zu ermitteln.
Verglichen mit der derzeitig am haufigsten eingesetzten Bestimmungsmethode, dem RIA, hat
er den Vorteil, dal3 der Umgang mit radioaktiven Substanzen wegfédllt. Fir den Einsatz als
Routinemethode birgt er jedoch den Nachteil, mehr Zeit in Anspruch zu nehmen, da die
Proben vor der Messung extrahiert werden missen. Die Ergebnisse sind jedoch noch am
selben Tag verflgbar; damit ist er dem friher entwickelten CLEIA von ARAKAWA et al. [5,
S.3036-9], der Uber Nacht inkubiert werden muf3, Uberlegen. Anzustreben wére noch eine
Verbesserung der Prézision, vorwiegend im unteren Mef3bereich. Wichtiger bel der
Diagnosestellung des 21-Hydroxylase-Defektes ist aber die sichere Bestimmung hoher
170HP-Konzentrationen, die der vorliegende Test bietet.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurde en  kompetitiver, nicht-radioaktiver
Chemilumineszenz-lmmunoassay zur Bestimmung von 170-Hydroxypregn-4-en-3,20-dion
(170OHP) im Serum entwickelt, seine Leistungsdaten evaluiert und mit anderen Methoden zur
Bestimmung des Steroidhormons verglichen.

Charakteristisch fur den Assays ist der an Position 7a biotinylierte 17OHP-Tracer, der mit
dem Steroidhormon um die Bindungsstellen an einem anti-170HP-Antikorper konkurriert.
Dieser Position 7o-spezifische polyklonale, im Kaninchen generierte Antikorper wird
indirekt Uber einen an die Wellwand gebundenen Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper
immobilisiert. Weiterhin wird das Biotin-(Strept-)Avidin-System benutzt, indem man
Streptavidin an Meerrettichperoxidase koppelt, welches wiederum mit dem biotinylierten
Tracer ene starke Bindung eingeht. Die Meerrettichperoxidase katalysiert die
Chemilumineszenzreaktion des Luminol, welche zusétzlich durch das Vorhandensein von
Enhancern verstérkt wird. Die gemessenen relativen Lichteinheiten sind umgekehrt
proportional zu der in der Probe vorhandenen 170HP-K onzentration.

In Verdrangungsversuchen wurde die gute Kompetitionsfahigkeit des Tracers mit 170HP
bestétigt, welche die Voraussetzung fur den Testaufbau darstellte. Im Assay wurden die
einzelnen Komponenten folgendermal3en eingesetzt: 200 pl Antikorper in einer 1:500
Verdinnung; 50 ul Probe / Standard, 100 pl Assaypuffer, 50 ul 70-Bio-170HP in einer 20
nM Konzentration; 200 ul Streptavidin-M eerrettichperoxidase-Konjugat in einer Verdinnung
von 1:20000. Als Assaypuffer diente Phosphat-Puffer mit 2 % BSA und einem pH von 7,4.
Die Serumproben und die Standards wurden vor dem Einsetzen im Assay extrahiert, um
Matrixstoreffekte zu minimieren. Die Standards wurden aus einer Stocklsung hergestellt und
in steroidfreiem Serum aufgenommen. Die Standards wurden an einer massenspektro-
metrischen Referenzmethode kalibriert. Es wurden folgende Standards fir den Assay
ausgewahit: 0/0,12/0,4/1,2/ 2,35/ 6,3/ 11,1/ 30 nmol/l.

Der Mefdbereich des Immunoassays reicht von 0,12 bis 30 nmol/l 170HP. Die Intraassay-
Prézision ergab Werte von 6,6 - 8,5 %; die Interassay-Prézision lag zwischen 9,8 und 26,9 %.
Die analytische Sensitivitét wurde durch Bestimmung der unteren Nachweisgrenze (0,08
nmol/l) und der unteren Diskriminationsfahigkeit, die bei 2,0 nmol/l liegt, ermittelt. Der
Assay weist eine ausgezeichnete Linearitdt bei Verdinnung der Proben sowohl im niedrigen
as auch im Bereich hoher 170HP-Werte auf. Die Richtigkeit wurde durch Wiederfindungs-

versuche mit aufgestockten Seren und durch vergleichende Messungen von Ringversuchs-
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Proben Uberpriift. Die mittlere Wiederfindung lag bei 107 %. Die Spezifitét wurde durch
Kreuzreaktivitdtssmessungen  ermittelt. Fir  keines der  untersuchten  potentiell
kreuzreagierenden Steroidhormone wurde eine Kreuzreaktivitét in nennenswertem Umfang
festgestellt (alle KreuzreaktivitétsWerte kleiner 3,17 %). Der Referenzbereich wurde fir
Méanner mit 2,16 - 3,1 nmol/I gefunden; fir pramenopausale Frauen in der Follikelphase mit
1,35 — 2,97 nmol/l, in der Lutealphase mit 2,13 — 3,97 nmol/l. Bel Schwangeren im I. und I1.
Trimenon konnten Werte zwischen 3,97 und 8,19 nmol/l ermittelt werden. Es wurden Proben
von behandelten und unbehandelten Kindern mit Adrenogenitalem Syndrom (21-
Hydroxylasemangel) gemessen. Die gefundenen Werte stimmen mit Werten aus der Literatur
uberein. Im Methodenvergleich mit einer RIA-Methode wurde folgende Korrelation
gefunden: y = -0,15 + 0,47 x; rs = 0,675 fir die Frauenseren und y = 0,44 + 0,35 Xx; rs = 0,786
fUr die Mannerseren. Die Korrelation mit einem ELISA ergab: y =-0,08 + 0,71 X; rs = 0,793
fr die Frauenseren; y = 0,34 + 0,46 X; rs = 0,888 fur die Mannerseren.

Die Ergebnisse zeigen, dal? der Chemilumineszenz-lmmunoassay die Voraussetzungen fur die
Bestimmung von 170HP im Serum erfullt. Aufgrund der anaytischen Sensitivitdt und der
hervorragenden Spezifitét konnen niedrige und aufgrund der ausgezeichneten Verdinnungs-
linearitét hohe Konzentrationen genau ermittelt werden. Der Assay ist leicht zu handhaben,

die total assay time betrégt 5h.
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