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1 Einleitung

1.1 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Entwicklung eines schnellen,
jederzeit verfugbaren und kostengunstigen Verfahrens zur Bestimmung des
Insulin-like  Growth  Factors-ll  (IGF-1l), zu deutsch Insulin-ahnlicher
Wachstumsfaktor-Il, aus Dried Blood Spots (DBS), auch Trockenblutproben
genannt. Als bewahrte Testsysteme zur Bestimmung von IGF-ll werden seit
Jahren Immunassays angewendet. Mit diesen konnen IGF-Il Konzentrationen in
Serum- und Plasmaproben gemessen werden. Aufgrund der zunehmenden
wissenschaftlichen Bedeutung von IGF-Il hinsichtlich des Nachweises von
fetalem und onkogenem Wachstum von Korperzellen sowie neurologischen
Wirkungen (Livingstone 2013; Livingstone und Borai 2014), erscheint die
Vereinfachung und Erweiterung des bisherigen Anwendungsspektrums zur
Bestimmung von IGF-II sinnvoll. Hierzu ist die Optimierung von Puffersystemen,
Extraktionszeiten, Temperaturabhangigkeiten und Lagerbedingungen
unabdingbar. Nach der erfolgreichen Methodenoptimierung soll die Validierung

vorgenommen werden.

1.2 Historischer Exkurs

In den 1950er Jahren begannen wissenschaftliche Untersuchungen zur
Bedeutung und Funktion des menschlichen Growth Hormone (GH). Diese
Arbeiten fuhrten unter anderem zur Identifizierung zweier Peptidhormone.
Salmon und Daughaday (1957) beschrieben erstmalig den Insulin-like Growth
Factor | (IGF-I). Viele Jahre spater konnte auch IGF-Il in seiner Funktion und

Wirkungsweise nachvollzogen werden (Daughaday et al. 1972).

1.3 Die Insulin-like Growth Factor (IGF) Familie
Bei IGF-I1 und -ll handelt es sich um Peptidhormone, die strukturell ahnlich

aufgebaut sind wie Insulin, d.h. sie leiten sich von einem gemeinsamen
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Vorlaufer-Gen ab. Beide IGFs stimmen in den Aminosaurepositionen 1 bis 29 mit
der B-Kette und in den Positionen 42 bis 62 mit der A-Kette von Insulin Uberein.
Daraus ergibt sich, dass 40% der Aminosauren homolog sind (Rinderknecht und
Humbel 1978a; Rinderknecht und Humbel 1978b; Weimann und Kiess 1990;
Zapf und Froesch 1986). Da im Unterschied zu Insulin bei den IGFs das C-Peptid
nicht abgespalten wird, bestehen IGFs lediglich aus einer Peptidkette
(Deutzmann  2016). Weitere Bestandteile @ des  Systems  sind
IGF-Bindungsproteine (IGFBP-1-6), IGF- und Insulin-Rezeptoren sowie
spezifische Enzyme zur SignalUbertragung (Weimann und Kiess 1990). IGFs
werden sowohl pra- als auch postnatal exprimiert, wobei das pranatale
Wachstum beider IGFs nicht von GH reguliert wird (Behrends 2017; Deutzmann
2016). Die pranatale Regulation von IGF-I ist plazentalaktogen induziert,
wohingegen der Mechanismus der IGF-Il Regulation immer noch ungeklart ist
(Piper 2013). Nahezu alle Gewebe kénnen IGFs produzieren. Den gréften Anteil
von 75% der Produktion ubernimmt beim IGF-I die Leber in Abhangigkeit vom
Ernahrungsstatus und dem GH-Spiegel (Hammerman et al. 1992; Roberts et al.
1987). Im Blut zirkuliert lediglich 1% der IGFs frei, die Ubrigen 99% sind an IGFBP
1-6 gebunden. Durch diese Verteilung verlangert sich die Halbwertszeit (HWZ)
von knapp zehn Minuten auf mehrere Stunden, wodurch die Bioverfugbarkeit von
IGFs reguliert und der Transport zur Zielzelle ermdéglicht wird (Doenecke und
Karlson 2005). Wie bereits die Nomenklatur vermuten lasst, haben IGFs durch
Bindung an |IGF1- und Insulinrezeptoren insulindhnliche Effekte, wie
beispielsweise die zellulare Aufnahme von Glukose und Aminosauren,
Zellvermehrung sowie Glykogenese und Lipogenese. Im Gegensatz dazu sind
die Wirkungen auf die Zelldifferenzierung und -proliferation, sowie apoptotische

Mechanismen IGF spezifisch (Ranke et al. 2009).

Nachweisbar sind die IGFs in der Lymphe (Cohen und Nissley 1975), im
cerebralen Liquor (Aberg et al. 2015), in den Follikeln der Ovarien sowie in
Sperma (Adashi et al. 1985; Drescher B. et al. 1997), im Speichel (Costigan et
al. 1988) und in der Muttermilch (Baxter et al. 1984; Costigan et al. 1988).
Dartber hinaus kann IGF-I im Urin (Hizuka et al. 1987) und IGF-II bei malignen
Erkrankungen im Tumorgewebe (Li et al. 1998) nachgewiesen werden.
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Die Wirkungsweise der IGFs sind vielfaltig: Die Leber sezerniert IGFs endokrin,
wohingegen im Knochen lokal in der Wachstumsfuge IGF gebildet wird und auf
parakrinen Wegen wirkt. Demzufolge sind IGFs am Wachstum des Skeletts, der
inneren Organe und der Muskeln beteiligt (Deutzmann 2016). Die autokrine
Wirkungsweise kann in Tumoren nachgewiesen werden: Endogen produzierte
IGFs stimulieren Uber gleichzeitig exprimierte IGF1-Rezeptoren (IGF1-R) das
maligne Wachstum (Hoeflich et al. 2006).

1.3.1 IGF-I

IGF-I hat ein Molekulargewicht von 7649 Dalton (Da) und besteht aus
70 Aminosauren, die Uber drei Disulfidbriicken zur Sekundarstruktur verknupft
sind. Das codierende Gen fur IGF-I ist auf Chromosom 12 lokalisiert
(Rinderknecht und Humbel 1978a; Rinderknecht und Humbel 1978b; Weimann
und Kiess 1990). Postnatal ist IGF-I GH abhangig und wird zeitlebens produziert
(Behrends 2017; Deutzmann 2016). Der Referenzbereich fir IGF-l beim
Menschen variiert alters- und geschlechtsabhangig stark. Die Werte liegen bei
Frauen etwas hoher als bei Mannern (Daughaday und Rotwein 1989). Es qilt,
dass die Konzentration bis zum Pubertatsgipfel ansteigt. Hier erreicht sie,
hormonell bedingt, ihren Hohepunkt und fallt anschliefend kontinuierlich ab
(Clemmons und Van Wyk 1984).

IGF-I spielt insbesondere postnatal eine wichtige Rolle fir die Zellteilung und
Differenzierung. Durch einen negativen Feedback-Mechanismus reguliert IGF-I
zusammen mit anderen Hormonen, wie z.B. Ghrelin, die Sekretion von
Somatoliberin, das auch als Growth-Hormone-Releasing-Hormone (GHRH)
bezeichnet wird (Behrends 2017). Dahingegen stimuliert Somatotropin die
Produktion von IGF in Leber und Knochen. Auch das Gehirn und viele andere
Gewebe bilden IGFs. Hauptsachlich Uben |IGFs ihre Funktion lokal als
Gewebshormone aus (Doenecke und Karlson 2005; Carlsson-Skwirut et al.
1986). IGF-I stimuliet das Langenwachstum durch Proliferation von
Chondrozyten in der epiphysaren Wachstumszone. Des Weiteren verstarkt IGF-I

zellulare Funktionen und inhibiert den programmierten Zelltod (Blum et al. 2011).



Bei pathologisch erhohten IGF-I1 Werten zeigt sich im Kindes- und Jugendalter
das Krankheitsbild des Riesenwachstums. Im Erwachsenenalter, nach Schluss
der Epiphysenfuge, kommt es zum Krankheitsbild der Akromegalie (Schatz et al.
1983; Schulz et al. 2015). Ein verminderter IGF-I Blutspiegel, bei normaler
Hypophysenfunktion, verursacht phanotypisch Kleinwuchs (Backeljauw und
Underwood 2001). Ursachen fur einen IGF-1 Mangel sind: Untererndhrung bzw.
ausgedehntes Fasten, Leber- oder Niereninsuffizenz sowie Hypothyreose
(Ranke et al. 2009).

1.3.2 IGF-II

IGF-Il ist ein saures Polypeptid und besteht aus 67 Aminosauren und einer
Molmasse von 7471 Dalton (Weimann und Kiess 1990). Das IGF 2-Gen wird auf
Chromosom 11 codiert und liegt zwischen dem Insulin- und dem H19-Gen (O'Dell
und Day 1998; Sussenbach et al. 1992). Die Expression des IGF 2-Gens wird
ausschlieBlich durch das vaterlich vererbte Allel vermittelt. Das maternale Allel
ist durch spezifische Methylierung dem Imprinting unterlegen (DeChiara et al.
1991). Die Folgen einer Dysregulation dieses Mechanismuses werden zu einem

spateren Zeitpunkt ausfuhrlicher erlautert (siehe 1.3.2 Loss of imprinting).

Die Primarstruktur von IGF-l und Il ist zu 67% homolog. Im Gegensatz zu IGF-I
bendtigt IGF-II zur postnatalen Bildung nur geringste GH-Mengen. Eine GH
Zunahme bewirkt eine IGF-I Erhéhung, wohingegen die IGF-Il Konzentration
unverandert bleibt, d.h. GH unabhangig arbeitet (Leroith et al. 1991; Horn 2009).
Physiologische Serumkonzentrationen zwischen 521-873 ng/ml (Dynkevich et
al. 2013) werden rasch in den ersten Lebensjahren erreicht und stabilisieren sich
auf diesem Niveau. Erst im hoéheren Alter kann ein langsamer Abfall bemerkt
werden (Yu et al. 1999; Raynaud-Simon 2003). Hierbei gibt es keine

Unterschiede bei den Geschlechtern.

Wahrend der Embryonalentwicklung koénnen groRe Mengen von IGF-II
messenger-Ribonukleinsaure (MRNA) in Leber, Skelettmuskulatur, Knochen und
Haut nachgewiesen werden. Wohingegen im Hypothalamus, Gehirncortex,
Hirnstamm (Haselbacher et al. 1985) und Thymus nur geringe Mengen
nachweisbar sind (Han et al. 1988; Rotwein et al. 1988).
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Die IGF-Il Wirkungen sind nicht nur in der pranatalen Entwicklung festzustellen,
sondern auch postnatal zu beobachten. Einige Beispiele werden nachfolgend
aufgefuhrt. IGF-II ist an der Muskelentwicklung beteiligt: Dies zeigt sich bei der
MyoD-induzierten Differenzierung eines Myoblasten zu einem Myozyten: Uber
IGF-Il Bindung an den I|GF1-Rezeptor kommt es zur Aktivierung der
Phosphoinositid-3-Kinase (P13-Kinase) und des Akt-Signalweges. Folge ist die
MyoD-induzierte Proliferation und Differenzierung (Wilson et al. 2003). Bei der
Knochenentwicklung wird IGF-IlI verstarkt exprimiert und vermittelt dadurch
pranatal im Knochen Proliferation und Differenzierung. Postnatal halt es das
Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau und -abbau aufrecht. Damit ist IGF-II
der am meisten von Osteoblasten gebildete Wachstumsfaktor des Menschen
(Jehle 2001). Das enge Zusammenspiel von Knochenwachstum und IGF-Il wird
deutlich, weil bei der Einnahme von Cortison eine IGF-Il Abnahme mit

gleichzeitiger Reduktion der Knochenmasse assoziiert ist (Minuto et al. 2005).

Neueste Erkenntnisse an Mausen beschreiben auch neurologische Wirkungen
von IGF-II. Hierbei wurde die medikamentdse Ketaminbehandlung und deren
Auswirkungen auf depressives Verhalten erforscht. Beobachtungen ergaben,
dass es innerhalb der ersten 24 Stunden nach Ketamingabe zu einer Erhéhung
der IGF-Il mRNA Bildung im Hippochampus kommt. Die dadurch erhdhten IGF-II
Spiegel beeinflussen den antidepressiven Effekt von Ketamin positiv (Grieco et
al. 2017).

Neben den vielfaltig beschriebenen fetalen und postnatalen Einflissen spielt
IGF-II als onkogener Wachstumsfaktor eine wesentliche Rolle. Hierauf wird im
Folgenden genauer eingegangen. Zunachst soll Tabelle 1 einen Uberblick Giber

bekannte Tumore mit IGF-Il induzierter Hypoglykamie geben:



Tabelle 1 IGF-Il induzierte Tumore bei Non-islet-cell tumor hypoglycemia; sinngemaR nach
(Dynkevich et al. 2013)

IGF-Il induzierte Non-islet-cell tumor hypoglycemia (NICTH)

o Hepatozellulares/adrenocorticales
Epithelialen Ursprungs . _
Karzinom, Magenkarzinom

Fibrosarkom, Fibrom, Mesotheliom,

Hamangiosarkom/- endotheliom/- perizytom,
Mesenchymalen Ursprungs L

Leukamie, Lymphom, Lymphosarkom,

Myelom

Rhabdomyosarkom, Liposarkom,
Neurofibrom, Neurofibrosarkom,
Histiozytom, Neuroblastom,

Andere
mesoblastisches Nephrom, Schwannom,

Meningiom, klarzelliges Beckensarkom,

retikulares Zellsarkom

Tumore mit 1 IGF-Il Serumkonzentration:

Leberzellkarzinom
Mammakarzinom
Ovarialkarzinom
Endometriumkarzinom

Prostatakarzinom

Trojan et al. (2006) nutzten die IGF-II-Konzentrationsbestimmung in Studien zur
Untersuchung von Prostataerkrankungen im Vergleich zum prostataspezifischen
Antigen (PSA). Eine IGF-Il Erhohung korreliert mit der Diagnose maligner
Prostatakarzinome. Bei benignen Prostatahyperplasien sind die Werte nicht oder
nur gering gesteigert. Selbiges Ergebnis gilt flr PSA. Ebenso ermdglicht die
Bestimmung der IGF-lI-Konzentration eine Aussage Uber die Progression der

Karzinomentwicklung.  Aggresive  Tumorgenese und ein  erhohtes



Metastasierungsrisiko korrelieren mit einem gesteigerten IGF-Il Spiegel im
Serum (Guo et al. 2003; Trojan et al. 2006).

Daruber hinaus zeigen eine Vielzahl IGF-II assoziierter Tumore dasselbe
Symptom: Hypoglykdmie ohne erhohten Insulinspiegel. Tumore mit dieser
Eigenschaft werden unter dem Begriff Non-islet-cell tumor hypoglycemia
(NICTH) zusammengefasst. Typisches Kennzeichen der NICTH sind eine
tumordse Uberproduktion von IGF-II und seltener auch big IGF-II (15 kDa). Unter
der Bezeichnung big IGF-ll versteht man ein Prohormon des IGF-Il. Als
Uberbegriff aller IGF-Il sezernierenden Tumoren wird der Begriff IGF-2-oma
eingesetzt. Die Abklrzung ,oma“ stammt aus dem Griechischen und bedeutet
Tumor oder Geschwulst. Bei IGF-2-oma handelt es sich im Regelfall um
mesenchymale (Ron et al. 1989) und epitheliale Tumore wie Fibrosarkome,
Hepatome, Nebennierentumore und Karzinoide. Big IGF-Il bindet in
stoffwechselaktiven Geweben, wie z.B. in Tumorgeweben an Insulinrezeptoren
und erhoht dadurch den Glukoseverbrauch. Folge des gesteigerten Verbrauchs
ist die Entwicklung einer Hypoglykamie. Dartberhinaus kann big IGF-II Gber den
IGF1-Rezeptor in Hypophyse und Pankreas die GH- und Insulinsekretion
unterdriicken. Durch den daraus resultierenden IGF-I- und GH-Abfall, wird die
IGFBP Konzentration verandert. IGFBP-3 sowie acid-labile subunit (ALS) werden
weniger und IGFBP-2 verstarkt synthetisiert. Damit kommt es zu einer
Verschiebung der ternaren und binaren IGFBP-Komplexe. Infolgedessen andern
sich die Bindungsaffinitaten, sodass big IGF-Il vermehrt an Insulin- und
IGF2-Rezeptoren bindet, der Glukoseverbrauch steigt (Ranke und Binder 2001).
Bedingt durch den steigenden Glukoseverbrauch fallt der Glukosespiegel im Blut
ab. In physiologischer Hinsicht resultiert daraus ein Anstieg der Ketonproduktion,
um die Energiezufuhr im Organismus — insbesondere im Gehirn — zu
gewahrleisten (Cahill, JR et al. 1966). Tumorassoziierte Hypoglykamien fihren
durch Rezeptoraktivierung nicht zum Ketonanstieg, der Energiemangel
vergroRert sich. Folgeerscheinungen des Energiemangels im Gehirn auf3ern sich
durch Verwirrtheit oder Amnesie und kénnen bis zum Tod fuhren (Fukuda et al.
2006; Cryer 2007). Therapeutische Malknahmen von IGF-2-oma liegen in der
operativen Tumorreduktion. Auf diese Weise wird die IGF-Il Menge, die das
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Wachstum ermdéglicht, vermindert (Ranke und Binder 2001; Shlosberg et al.
2011; Ron et al. 1989; Allolio und Schulte 2010). Eine vollstandige
Tumorentfernung ist selten mdglich, da Tumormassen von mehreren Kilogramm
keine Ausnahme darstellen (Dynkevich et al. 2013). Teale und Marks (1998)
konnten, durch regelmaRige Mahlzeiten und medikamentése Glukokortikoid- und

GH-Gabe, erfolgreiche Therapien durchfuhren.

Bei zahlreichen Erkrankungen ist eine starke IGF-Il Uberexprimierung
nachgewiesen worden. Verantwortlich daflr ist, wie bereits weiter oben erwahnt,
das loss of imprinting (LOI). LOIl bewirkt, dass flur das maternale Gen die
Inaktivierung verloren geht und das IGF 2-Gen biallelisch exprimiert, d.h.
uberexprimiert wird (Kuemmerle 2012). Zu den Erkrankungen, denen ursachlich
LOIl zugrunde liegt, wird auch das Beckwith-Wiedemann Syndrom (BWS)
gezahlt. BWS aulerst sich phanotypisch in fetalem und neonatalem
Riesenwuchs und wird mit einem erhdhten Risiko fur Krebs im Kindesalter
assoziiert (Morison und Reeve 1998). LOI ist ebenfalls in annahernd 90% der
Falle ein Ausléser fur Wilms Tumore. Diese sind maligne embryonale
Nierentumore und werden als Nephroblastom bezeichnet (Ravenel et al. 2001).
LOI ist ebenfalls bei Hepatoblastomen, Rhabdomyosarkomen,
Chorionkarzinomen, Lungen-, Gebarmutterhals- und Hodenkrebs zu beobachten
(Li et al. 1998; McCann et al. 1996).

Eine verstarkte IGF 2-Gen Expression ist auch bei einer Mutation des
Sonic hedgehog (Shh) Gens zu beobachten. Diese Mutation wirkt sich auf die
Transkription des IGF 2-Gens aus. Hierbei kommt es ausgehend von Shh zu
einer Coexpression von IGF-Il und daraus folgernd wird die Tumorgenese
induziert. Shh selbst entspricht einem angiogenen Faktor. Auch kann Shh den
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) aktivieren. Insbesondere bei Kindern
entwickeln sich oft durch ein erhdhtes IGF- Il Vorkommen, Medulloblastome und
Rhabdomyosarkome (Ingram et al. 2002; Hahn et al. 2000). Durch die verstarkte
Vaskularisierung und IGF-Il  Bildung fordert Shh maligeblich das

Tumorwachstum.



1.3.3 Insulin-like Growth Factor binding protein (IGFBP) 1-6

Bei den IGFBPs handelt es sich um sechs Tragerproteine, die die IGFs im Serum
mit einer 2- bis 50-fach hoheren Affinitat binden, als dies beim IGF1- Rezeptor
der Fall ist. Aufgebaut sind die IGFBPs aus drei unterschiedlichen Domanen:
N-Terminus, Linker und C-Terminus (Chao und D'Amore 2008). Durch
Wechselwirkungen der N- und C-Termini der IGFBPs mit den IGFs, kommt es
zur IGF-Rezeptorbindung. Dadurch werden die IGF-Aktivitaten behindert (Forbes
et al. 2012). Trotz der grofRen strukturellen Ahnlichkeiten unterscheiden sich die
IGFBPs deutlich in ihren Aufgaben (Chao und D'Amore 2008). Clemmons (1997)
beschreibt die Eigenschaften wie folgt:

- IGFBP-1: physiologische Werte stimulieren die IGF-I Aktivitat;
Uberschiisse inhibieren die mitogenen und insulindhnlichen Aktivitaten
von IGF-l und Il

- IGFBP-2: reguliert die Aktivitat von IGFs; inhibiert die IGF induzierte DNA
Synthese

- IGFBP-3: ist Haupttragerprotein aller IGFs im Serum sowie wichtigster
Vermittler der endokrinen Vorgange; steigert die IGF Aktivitaten

- IGFBP-4: einziges Protein, das die IGF Vorgange durchgangig inhibiert;
Expression ist gewebeabhangig

- IGFBP-5: inhibiert die IGF-I abhangige DNA-Stimulation; assoziiert mit der
extrazellularen Matrix, wird die Affinitat des Bindungsproteins vermindert
und folglich die IGF Aktivitat gesteigert

- IGFBP-6: bindet hauptsachlich IGF-II und wirkt auf diese Weise im Korper
regulierend bei der Zellproliferation und Differenzierung sowie

antiapoptotisch

Die Ausfuhrungen verdeutlichen die Bedeutung der IGFBPs als Regulatoren der
IGF-Bioverfugbarkeit.

Im Blutkreislauf liegen 75% der IGFs als ternare Komplexe von 150 Kilodalton
(kDa) vor. Diese Komplexe bestehen aus IGF-I oder -ll, IGFBP-3 (53 kDa),
seltener auch IGFBP-5 und ALS (85kDa). IGFBP-3 und ALS werden GH
abhangig zum groten Teil von der Leber synthetisiert (Firth und Baxter 2002;
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Baxter 2001; Ranke und Binder 2001; Isermann et al. 2001). Diese Komplexe
kénnen das Kapillarendothel nicht passieren. Des Weiteren gibt es 25% binare
Komplexe, bestehend aus IGFs und IGFBP-1/-2/-4/-5 oder -6. Diese sind mit
40— 50 kDa kleiner als die ternaren Komplexe und so deutlich flexibler. Sie

kénnen das Kapillarendothel passieren (Juul 2003; Lewitt et al. 1994).

Fir die Regulierung der IGFBPs gibt es verschiedene Proteasen, wie z.B.
Plasmin, Metallomatrixproteasen. Diese spalten die IGFBPs und setzen IGFs aus
den Komplexen frei (Jehle 2001). Auf diese Weise kdonnen frei gewordenen IGFs

lokal eine Proliferation bewirken (Puschel 2011).

IGFBP-3 spielt eine wichtige Rolle fur den menschlichen Organismus. Nach den
ersten Lebenswochen hat es die hochste Konzentration in der Zirkulation. Da
80% der IGFs an IGFBP-3 binden, reguliert dieses die Bioverfligbarkeit der IGFs
malfgeblich. IGFBP-3 dient mit einer molaren Masse von 28,1 kDa und der
Fahigkeit zur Komplexbildung als Speicher und zirkulierendes IGF-Lager (Martin
und Baxter 1986; Firth und Baxter 2002; Baxter 1988). Dartber hinaus ist
inzwischen die apoptotische Wirkung von IGFBP-3 gesichert (Jogie-Brahim et al.
2009).

IGFBP-1 bis -5 haben nahezu die gleichen Bindungsaffinitaten fur IGF-l und
IGF- 1l (Siwanowicz et al. 2005). Hiervon weicht IGFBP-6 mit einer 20 bis
100-fach hoheren Affinitat fur IGF-1I stark ab. Verantwortlich fir die gesteigerte
Affinitat ist die NN-Subdomane (Sitar et al. 2006; Chandrashekaran et al. 2007),
die als Bindungsregion dient. Es kommt zur Bindung von IGFBP-6 mit IGF-II. Die
IGF-Il Bioverfugbarkeit und das IGF-Il abhangige Tumorwachstum werden
vermindert (Headey et al. 2004).

Neben den beschriebenen Wirkungsweisen sind auch |GF-unabhangige
Vorgange von IGFBPs nachgewiesen (Jones et al. 1993; Wheatcroft und
Kearney 2009). Unter anderem ist es mdglich, dass IGFBPs selbst als Hormone
wirken. Aufierdem konnten membrangebundene Rezeptoren fur IGFBP-3 und -5
nachgewiesen werden. Durch einen Importin-B-abhangigen Mechanismus

gelangen IGFBP-3 und -5 in den Zellkern. Innerhalb des Kerns interagiert
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IGFBP-3 mit dem Retinoid-X-Rezeptor a (RXRa). Hierbei handelt es sich um
einen Kernrezeptor, sodass IGFBP-3 durch die Interaktion direkt an der
Entwicklung von Transkriptionseinheiten beteiligt ist und die Gen-Transkription in
Gang setzt (Blum et al. 2011).

IGFBP-2, -3, -5 und -6 kdnnen kernlokalisiert auftreten und auf diese Weise
IGF-unabhangig Genexpression und Zellsignale vermitteln (Xu et al. 2004;
Miyako et al. 2009; Lee et al. 2011; Azar et al. 2011).

1.3.4 Die IGF-Rezeptoren

1.3.4.1 IGF1-Rezeptor (IGF1-R)

Hauptsachlich wirken IGFs durch den IGF1-R, der zu 85% homolog zum
Insulinrezeptor ist. Hierdurch vermitteln IGFs Zellproliferation, Differenzierung
und Stoffwechselprozesse (Denley et al. 2005; Deutzmann 2016). Die hochste
Affinitat hat der Rezeptor fur IGF-I. Die Affinitat nimmt far IGF-11 und noch mehr
far Insulin ab. Der IGF1-R wird, ebenso wie der Insulinrezeptor, zur Familie der
Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (RTK) gezahlt. Es handelt sich um einen
membranstandigen Hormonrezeptor. Sowohl der Insulinrezeptor, als auch der
IGF1-R werden als Rezeptor-Subfamilie bezeichnet. Sie unterscheiden sich in
Struktur und Funktion von den Ubrigen RTKs. In den Zellen liegen diese
Typ-I-Rezeptoren bereits ligandenunabhangig als Homo- oder Heterodimere vor.
Sie bestehen aus zwei Untereinheiten mit je einer a- und einer B-Kette, die durch
drei Disulfidbriicken verbunden sind. Die a-Kette liegt extrazellular, wahrend die
B-Kette die Membran durchzieht und in das Zellinnere ragt. Durch
Ligandenbindung erfolgt eine Konformationsanderung des Rezeptors, indem sich
die a- und B-Ketten einander annahern. Es resultiert eine Autophosphorylierung
durch die in der B-Kette enthaltenen Tyrosinkinase. Anschliefend werden
185 kDa schwere Insulin-related Substrates 1 und 2 (IRS-1, IRS-2)
phosphoryliert. IRS-1 und IRS-2 werden Uber SH2-Domanen von anderen
Proteinen erkannt und dienen als Adaptorproteine. Als Adaptorproteine gehen
sie eine Bindung mit dem Enzym Lipidkinase ein und bringen dieses in Richtung
Membran. An der Membran bewirkt Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2)
unter Bildung von Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat  (PIP3) die
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Phosphorylierung der IRS. Dadurch wird die membranverankerte Pl3-Kinase
oder die Ras-Raf-mitogen-aktivierte Proteinkinase (Ras-Raf-MAPK) aktiviert. Auf
diese Weise vermitteln zellulare Signalproteine die gewtnschten Hormoneffekte
(Schulz et al. 2015; Horn 2009; Berg et al. 2011).

1.3.4.2 Insulinrezeptor-A (IR-A) und Insulinrezeptor-B (IR-B)

Bei diesen Rezeptoren handelt es sich um Splicevarianten des Insulinrezeptors.
IR-A dominiert im embryonalen Gewebe und in Tumoren mit Uberwiegend
mitogener Wirkung. IR-B kommt vermehrt in Leber, Fettgewebe und Muskeln mit
metabolischen Eigenschaften vor. IGF-Il kann seine mitogene Wirkung durch
Bindung an den IR-A Rezeptor verstarken. IR-B hat fur IGF-Il nur eine geringe
Affinitéat (Behrends 2017).

1.3.4.3 IGF2-Rezeptor (IGF2-R)

Durch die Bindung von IGF-Il an den IGF2-R, der identisch zum
kationenunabhangigen Mannose-6-Phosphat Rezeptor ist, kann der IGF2-R als
Clearance Rezeptor wirken. Das bedeutet, dass die Bindung zur Endozytose und
zum IGF-Il Abbau fuhrt und somit die Bioverfluigbarkeit von IGF-Il beeinflusst
(Brown et al. 2009). Damit ist der IGF-Il Effekt proportional zum Angebot der
IGF2-R (Saka et al. 1982; Tally et al. 1987). Das IGF2-R Gen wird von
mutterlicher Seite aus vererbt (Reik et al. 2000). Der Rezeptor hat keine
Tyrosinkinaseaktivitat, liegt Uberwiegend intrazellular vor und kann Insulin nicht
binden. Chemisch betrachtet, hat der Rezeptor drei Bindungsstellen fur IGF-I|

und zwei weitere fur Lysozyme (Horn 2009; Weimann und Kiess 1990).

1.3.4.4 Insulinrezeptor

Kommen die IGFs in sehr hohen Konzentrationen, d.h. in der Regel mit mehr als
800 ng/ml vor, so kdnnen sie an den Insulinrezeptor binden (Morrione et al.
1997). Hierbei ist die Bindungsaffinitdt von IGF-Il an den Insulinrezeptor zu
binden, funf bis zehnfach hoher als die Affinitat von IGF-I. Wie bereits zuvor
beschrieben, wird dieser Mechanismus insbesondere beim [|IGF-2-oma
beobachtet, wohingegen eine Bindung unter physiologischen Bedingungen nur

selten vorkommt (Ranke und Binder 2001).
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1.4 Dried Blood Spots (DBS)

In der medizinischen Diagnostik ist die Bestimmung zahlreicher Laborparameter
durch vendse oder arterielle Blutabnahme sowie durch Kapillarblutgewinnung
haufig anzutreffen. Ublicherweise wird abgenommenes Blut, je nach
medizinischer Fragestellung, als Serum oder Plasma untersucht. Weniger
bekannt, obwohl seit vielen Jahrzehnten angewendet, ist die Untersuchung von
Blutbestandteilen aus DBS, zu deutsch Trockenblutproben. Da die Anwendung
von Trockenblutproben als Methode dieser Arbeit genutzt wurde, wird im

Folgenden ein Uberblick Uber die Thematik gegeben.

1.4.1 Neugeborenen Screening

Seit den 1960er Jahren werden DBS taglich beim Neugeborenen Screening
verwendet. Ziel des Screenings ist es, seltene angeborene Stdorungen des
Stoffwechsels zu erkennen, um fruhzeitig geistigen und korperlichen
Entwicklungsstérungen entgegenwirken zu koénnen. Wahrend der zweiten
Vorsorgeuntersuchung werden wenige Bluttropfen aus der Ferse oder Vene
eines jeden Neugeborenen entnommen. Das entnommene Blut wird auf eine
Filterpapierkarte getropft, so dass DBS entstehen. Nach zweistundiger
Trocknung bei Zimmertemperatur, kdnnen die gewonnenen Proben, mittels
Tandem-Massenspektrometrie (TMS), untersucht werden. Zehn verschiedene
Stoffwechselkrankheiten und zwei Hormonstérungen werden verlasslich
abgeklart. Die Teilnahme am Neugeborenen Screening ist freiwillig, die Kosten
hierflr Gbernehmen die gesetzlichen Krankenkassen. Bei positivem Befund wird
eine weitere diagnostische Untersuchung erforderlich (Bundesausschuss der
Arzte und Krankenkassen 2011; Zabransky 2012).

1.4.2 Weitere Anwendungsbereiche von DBS

Im Jahre 1998 gelang es Ahluwalia et al. (1998), Ferritinmessungen aus
serumgetrankten, getrockneten Filterpapierproben, durchzufihren. Wenig spater
gelang es auch Flowers und Cook (1999), valide Messungen des Ferritin- und

Transferrinrezeptorspiegels mittels DBS zu erhalten. Fortan war es auch in
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landlichen Regionen ohne den Zugang =zu Laboratorien moglich,
epidemiologische Studien durchzufuhren.

Seit Ende des 20. Jahrhunderts konnen IGF-I, IGFBP-2 und IGFBP-3 sowie
Wachstumshormone verlasslich und effizient in Trockenblutproben bestimmt
werden. Hierzu werden Vollblutproben durch Venenpunktion oder
Kapillarblutproben aus der Fingerbeere enthommen. Im Anschluss an die
Blutabnahme wird das Blut im Abstand von 1-2 cm auf Filterpapierkarten
getropft. Voraussetzung fir die valide Messung ist, dass die praparierten
DBS-Proben einen Durchmesser von 1,5 cm aufweisen, zwei bis vier Stunden an
der Luft trocknen und direkt verarbeitet oder bei -20°C gelagert werden. Zur
Verarbeitung werden mittig der DBS 6-8mm grof3e Proben, abhangig von der
Grolle des Stanzers, entnommen und in einem sauren oder neutralen Puffer
geldst. Die Messung der geldsten Bestandteile erfolgt mittels ELISA oder RIA
(Jones 2001; Schutt et al. 2003; Langkamp et al. 2008).

In einem aktuellen Bericht des Robert Koch Instituts aus dem Jahr 2015 kommen
DBS auch bei der Ermittlung von Drogen- und chronischen Infektionskrankheiten
wie HIV, Hepatitis B und Hepatitis C zur Anwendung (Robert Koch-Institut 2016).

1.4.3 Vor- und Nachteile von DBS

Aufgrund des langjahrig validierten Verfahrens der DBS wird deren Anwendung
immer beliebter. Uberzeugend ist die unkomplizierte und platzsparende
Lagerung, die tagelange Probenstabilitat bei unterschiedlichen Temperaturen
sowie der kostengunstige und wirtschaftliche Transport. Beschadigungen der
Proben durch ungewollte Tauvorgdnge oder durch zerbrochene
Aufbewahrungsbehalter, kbnnen ausgeschlossen werden (Diamandi et al. 1998;
Therrell et al. 1996; Europe 2017). Vorteilhaft ist auch die Art der Blutentnahme
aus Sicht der Patienten, da nur geringe Blutmengen, im Vergleich zu
konventionellen Blutproben, erforderlich sind. Auch ist es mdglich, dass sich die
Patienten nach einer erfolgten Schulung selbst Blut entnehmen. Das praparierte
DBS wird anschlielend vom Patienten in einen verschlieBbaren Plastikbeutel mit
Trockenmitteltite verpackt und in einem Briefumschlag auf postalischem Wege

in ein Diagnostiklabor geschickt.
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Vor der Anwendung von DBS gilt es den Hamatokritwert im Vollblut kritisch zu
beurteilen. Werte zwischen 31-60% beeinflussen den Plasmagehalt nicht
signifikant, der nach Praparation der DBS in diesen vorhanden ist. Innerhalb
dieses Bereiches ist das Blutvolumen des Bluttropfens konstant. Allerdings kann
selbst dann noch ein systematischer Fehler von +10% auftreten (Hoffman et al.
1996; Gressner und Arndt 2013).

1.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Um Molekule wie Proteine, Viren und Hormone in Korperflussigkeiten
nachzuweisen, dienen ELISA’s als sensitive Immuntests. Deren hohe
Empfindlichkeit beruht auf der spezifischen Bindung eines Antigens (AG) aus
einer stark verdinnten Ldsung an einen spezifischen Antikérper (AK).
Unterschieden wird zwischen nicht-kompetitiven und kompetitiven ELISA’s.
Daruber hinaus gilt der sogenannte Sandwich-ELISA, ebenfalls nicht-kompetitiv,
als gangiges Verfahren zum Nachweis von antigenen Strukturen. Insbesondere
dessen Funktionsweise ist zum Verstandnis der vorliegenden Arbeit notig. Aus
diesem Grund wird hier exemplarisch das Prinzip des nicht-kompetitiven
Sandwich-ELISA’s erlautert.

Voraussetzung ist die Bindung eines Fang-AK, auch als Primar-AK bezeichnet,
an eine Mikrotiterplatte (MTP). Dieser Fang-AK hat eine Spezifitat fir das zu
erfassende Antigen. Nach Zugabe des geldsten AGs, erfolgt durch den Fang-AK,
die AG Bindung. Durch Waschung werden ungebundene Komplexe entfernt,
sodass AK-gebundene AG-Komplexe zurlickbleiben. Da der Primar-AK blockiert
ist, wird ein zweiter AK hinzugegeben. Dieser AK wird als Detektions-AK
bezeichnet und richtet sich gegen ein anderes Epitop des AG. An den
Detektions- AK ist eine alkalische Phosphatase oder Peroxidase gebunden, die
die AG-AK-Reaktion durch Substratumwandlung katalysiert und sichtbar macht.
Diese Bestandteile bilden einen AK-AG-AK-Komplex, den Sandwich-ELISA.
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1.5.1 Testprinzip des IGF-II-ELISA E30

Fir den ELISA E30 der in Reutlingen ansassigen Firma Mediagnost,
Gesellschaft fur Forschung und Herstellung von Diagnostika GmbH, gilt das
allgemein in der Wissenschaft bekannte ELISA Testprinzip mit kleineren
Modifikationen. Eine kurze Beschreibung dieses Sandwich-ELISA’s E30 soll

Aufschluss Uber eingesetzte Materialien und Unterschiede geben.

Als Grundlage im E30 werden zwei spezifische und hochaffine Antikorper
verwendet. Der aus Mausen gewonnene Primar-AK ist an die MTP gekoppelt.
Der zugesetzte zweite AK ist biotinyliert und aus Ziegen gewonnen. Dieser bindet
an ein Epitop des IGF-Il der Probe. Im darauffolgenden Schritt wird der
Sekundar-AK durch das Streptavidin-Peroxidase-Enzymkonjugat gebunden. Die
Substratreaktion katalysiert den Farbumschlag. Die umgesetzte Substratmenge
ist proportional zur vorhandenen AG-Menge der Probe. Mittels Photometer wird
der quantitative IGF-lI-Probengehalt ermittelt. Um Assay-Interferenzen zu
vermeiden, wird im E30 der IGF-II-IGFBP-Komplex durch Verdlinnung im sauren
Puffer (pH < 2,8) dissoziiert. Die frei gewordenen IGFBPs werden durch
Uberschusszugabe von IGF-I blockiert (Mediagnost Gesellschaft fiir Forschung

und Herstellung von Diagnostika GmbH, Testanleitung 2007).

1.6 Fragestellung der Dissertation

Samtliche Versuche der vorliegenden Arbeit wurden mit dem Sandwich-ELISA
E30 der Mediagnost GmbH (Reutlingen) durchgefihrt. Seit Jahren ist der E30
kommerziell erhaltlich. Angewendet wird der Assay fur die Ermittlung der IGF-I
Konzentrationen in Serum-, Plasma-, Urin-, Speichel- sowie Liquorproben und im
Zellkulturmedium. Zur Anwendungserweiterung wurde die Moglichkeit
untersucht, IGF-Il aus DBS zu extrahieren und im E30 zu bestimmen. Im
Vorhinein wurde festgelegt, dass bei der Konzentrationsbestimmung der
DBS-Proben Abweichungen von +20% zur Sollkonzentration als akzeptabel
gelten. Die konkrete Entscheidungsgrenze von 120% basiert auf klinischen
Ergebnissen. Je nach Tumorart sind die IGF-Il Werte in Bezug auf die

5.Perzentile erniedrigt (z.B. bei Endometriumkarzinomen, akuter lymphatischer
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Leukdmie oder Non-Hodgkin-Lymphomen) (Mohnike et al. 1995). Hingegen
konnte bei NICTH eine Erhohung der IGF-Il Werte um das 20fache
nachgewiesen werden (Frystyk et al. 1998).

Konkret wurden folgende Fragen untersucht:

e |st, entsprechend dem bei IGF-I etablierten und eingesetzten Verfahren,
eine Bestimmung von IGF-Il Konzentrationen aus DBS durch einen
konventionellen Immunoassay moglich?

e Kann der bereits exsistierende ELISA E30 zur Bestimmung von humanem
IGF-1l aus DBS eingesetzt werden?

e Welche Optimierungsschritte beziglich Puffersystemen, Probenmengen,
Extraktionszeiten, Schittelfrequenzen sowie Temperaturen sind fir den
Einsatz des ELISA E30 notig?

e Unter welchen Bedingungen und fur welchen Zeitraum kdnnen die
Filterpapierproben  gelagert werden, ohne dass verfalschte
Konzentrationsmessungen zu erwarten sind?

e Weichen die gemessenen DBS-Konzentrationen in Bezug auf die
korrespondierenden Plasmaproben nicht mehr als +20% ab?

e Gibt es physiologische Einflussfaktoren, die die Extraktionseffizienz
beeinflussen?

e Wie resistent ist das Testsystem in Bezug auf Kreuzreaktivitaten,

analytische Sensitivitat, Linearitat, Inter- und Intra-Assay-Varianz?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 IGF-Il ELISA E30

Der verwendete IGF-Il ELISA E30 (IGFBP blockiert) ist gegen den
internationalen Standard WHO NIBSC 96/538 kalibriet und als
Enzymimmunoassay fur die quantitative Bestimmung von Human Insulin-like
Growth Factor-ll anzuwenden. Zugelassen ist der Assay fur die in-vitro

Diagnostik.
Tabelle 2 enthaltene Materialien im ELISA E30 Kits

IGF-Il ELISA E30 Mediagnost Gesellschaft fir Forschung
- Antikorperkonjugat (6 ml) | und Herstellung von Diagnostika GmbH

- Enzymkonjugat (12 ml) (Reutlingen, Deutschland)
- Kontrollseren

(lyophilisiert):

KS 1 (250 pl)

KS 2 (250 pl)

- Probenpuffer (125 ml)
- Standards (lyophilisierte):
STD A (0,45 ng/ml)

STD B (1,5 ng/ml)
STD C (3 ng/ml)
STD D (5,63 ng/ml)
STD E (9 ng/ml)
- Stopplésung (12 ml)
- Substrat (12 ml)
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2.1.2 Weitere Reagenzien

Tabelle 3 weitere Reagenzien

Humane Serumproben
ClinOliec 20% (100ml)

C-Peptid 1mg/ml

destilliertes/entmineralisiertes
Wasser
Humanes IGF-l (1mg/ml)

Insulin, Zinc human recombinant
(10pg/mil)

NIBSC (rekombinantes humanes
IGF-Il) (170ug/ml)

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4 Verbrauchsmaterialien

verschiedene, kommerzielle Blutbanken
Baxter Deutschland GmbH
(Unterschleil3heim, Deutschland)
Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Mediagnost (Reutlingen, Deutschland)

PeproTech (Rocky Hill, USA)
Sigma Aldrich (Taufkirchen,

Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Abdeckfolie (selbstklebend)

Combitips advanced (1 ml)
Combitips advanced (2,5 ml)
Combitips advanced (10 ml)
epT.l.P.S Reloads (0,1-20 pl)
epT.l.P.S Reloads (2-200—ul)
epT.l.P.S Reloads (50—-1000 pl)
Filterpapier (No. 903)
Multipette plus (0,1-20 pl)
Multipette plus (50—-1000 pl)
Multipette plus (2—-200 pl)
Mikropipetten Research plus
(0,5-10 pl)

Mikropipetten Research plus
(10-100 pl)

Mikropipetten Research plus
(100-1000 )
Mikrotiterplatten

Mikrotiterplattenschiittler TiMix
Control:
Parafiim M

Mediagnost (Reutlingen,
Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Whatman (Kent, England)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland
Eppendorf (Hamburg, Deutschland
Eppendorf (Hamburg, Deutschland
Eppendorf (Hamburg, Deutschland

~— N N N

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Mediagnost (Reutlingen,
Deutschland)

Edmund Buhler GmbH (Hechingen,
Deutschland)

Bemis Company (Wisconsin, USA)

19



Polyethylen PE Rohrchen Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Polystyrol Rohrchen Sigma Aldrich (Taufkrichen,
Deutschland)

2.1.4 Gerate
Tabelle 5 Gerite

Mikrotiterplattenwasher ELx450 BioTek (Bad Friedrichshall,
Deutschland)

Paper Punch Schleier und Schill (Dassel,
Deutschland)

Photometer Synergy 2 BioTek (Bad Friedrichshall,
Deutschland)

Vortex Genie 2 Scientific Industries (Bohemia, USA)

Zentrifuge 5810R Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge 5424R Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Samtliche Gerate der Mediagnost GmbH werden im Rahmen des

Qualitatsmanagments gemald ISO 13485 uUberpruft, gewartet und gepflegt.

2.2 Methoden

2.2.1 Vorbereitung und Ablauf des IGF-II ELISA E30
Alle Reagenzien mussen vor dem Gebrauch geschuttelt und auf
Raumtemperatur (RT) (= 20-25°C) gebracht werden.

Probenpuffer (PP), AK, Enzymkonjugat (EK), Stopplésung (SL), Substrat (S)
sowie die MTP werden bei 2-8°C gelagert.

Standard (STD) A-E, Kontrollseren 1 und 2 (KS 1, KS 2) sowie die humanen
Seren werden bei -20°C gelagert.

STD A-E mussen mit je 500 pl Probenpuffer rekonstituiert werden, sodass

folgende Endkonzentrationen vorliegen:

STD A: 0,45 ng/mi
STD B: 1,5 ng/ml
STD C: 3 ng/ml
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STD D: 5,63 ng/ml
STD E: 9 ng/ml

KS 1 und KS 2 werden mit je 250 ul PP zu einer 1:401 Verdinnung rekonstituiert.

Ebenso werden die Kontrollseren humaner Spender im Verhaltnis 1:401 mit PP

verdunnt.

Alle Proben werden sofort nach dem Verdinnen gemischt und mussen

anschlief3end fur mindestens 15 Minuten bis maximal 120 Minuten ruhen, bevor

diese erneut gemischt und daraufhin in die Wells der MTP pipettiert werden.

Der PP wird im Verhaltnis 1:20 vorab mit destilliertem Wasser verdiinnt.

222

Testprinzip

Die Funktionsweise des ELISA E30 ist im Kapitel Einleitung unter Punkt 1.5.1

dargestellt und beschrieben.

2.2.3

1.
2.

Testdurchfuhrung

In alle benotigten Wells werden 50 pl AK pipettiert.
In Doppelbestimmung werden in die Positionen
A1/A2 je 50 pl des Probenpuffers PP

B1/B2 je 50 ul STD A (0,45 ng/ml)

C1/C2 je 50 pul STD B (1,5 ng/ml)

D1/D2 je 50 yl STD C (3 ng/ml)

E1/E2 je 50 pyl STD D (5,63 ng/ml)

F1/F2 je 50 pyl STD E (9 ng/ml)

gegeben.

In die restlichen Positionen werden je 50 ul der zu testenden Proben (in
1:401 Verdunnung mit PP) pipettiert.

Die MTP wird mit Klebefolie dicht abgedeckt und fur zwei Stunden bei RT
inkubiert. Gleichzeitig wird bei einer mittleren Umdrehungsfrequenz von
350 revolutions per minute (rpm) horizontal geschuttelt.

Die Losung aus den Wells wird mittels Mikrotiterplattenwasher abgesaugt
und 5x mit 300 pl gewaschen. Es ist darauf zu achten, dass verbleibende
Restfllssigkeit durch mehrfaches Ausklopfen der MTP bestmdglichst
reduziert wird.
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5. AnschlieRend erfolgt die Zugabe von 100 ul EK in jedes Well; daraufhin
wird die MTP erneut dicht mit Klebefolie abgedeckt und fur weitere
30 Minuten bei RT und 350 rpm auf dem Mikrotiterplattenschuttler
inkubiert.

6. Nach Beendigung der Inkubationszeit wird die MTP, wie unter
4. beschrieben, gewaschen.

7. In jedes Well werden 100 ul S pipettiert und die MTP flr 30 Minuten im
Dunklen, bei RT ruhend, inkubiert.

8. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird in jedes Well 100 pl SL pipettiert und
die Farbreaktion der Wells binnen 30 Minuten, bei 450 nm im Photometer,
bestimmt.

Die rechnerische und graphische Auswertung der Photometermessungen
erfolgte mit der Gen5 Secure Imager Software der Firma BioTek (Bad

Friedrichshall, Deutschland).

2.2.4 DBS-Probenvorbereitung

DBS mussen flr die Bestimmung im E30, in Abweichung zur Schilderung der
Vorgehensweise unter Punkt 2.2.1, vorbereitet werden. Fir die durchgefuhrten
Versuche wurde aus den DBS je ein Stanzling mittels Paper Punch (Whatman
Schleicher und Schuell 903), mittig der getrockneten Bluttropfen, entnommen.
Dieser Stanzling wurde in einem konischen Rohrchen mit PP geldst. Ein
derartiger Stanzling hat einen Durchmesser von 3,18 mm und enthalt damit laut
Hersteller 1,54 pl Serum bei einem Hamatokritwert von 55%. Sofern in der
Methodik nicht anders beschrieben, wurde die Extraktion des IGF-Il aus den DBS
in 1:401 Verdlnnung, bei 350 rpm und einer Inkubationszeit von 1h durchgefuhrt.
Nach erfolgreicher Lésung des IGF-Il aus den DBS-Proben, wurde gemaf der

unter Punkt 2.2.3 beschriebenen Testdurchfihrung, weiter vorgegangen.

2.3 \Vorversuche zur Entwicklung der Methode

2.3.1 Bestimmung der Probenverdunnung und Extraktionszeit
Aus bereits vorliegenden, bei -20°C gelagerten DBS, wurde je ein Stanzling

verwendet und mit

e 616 ul PP, d.h. im Verhaltnis 1:401
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e 308 ul PP, d.h. im Verhaltnis 1:201

verdunnt.

Anschlieend wurden diese Proben bei RT abgedeckt mit Parafilm und fur

e 0,25h
e 0,5h
e 1h

e 2h

e Uber Nacht (18h)

inkubiert.

2.3.2 Einfluss von Temperatur und Umdrehungsfrequenz

Wie tabellarisch (s. Tabelle 6) veranschaulicht, wurden Proben hoher, mittlerer
und niedriger Konzentrationen untersucht. Nach einer
DBS-Probenextraktionszeit von 1h und 0 bzw. 350 rpm, bei Temperaturen
zwischen +4°C und +37°C, in einer 1:401 Verdlinnung, wurde das aus den DBS
geloste IGF-Il im ELISA E30 weiter bestimmt. Nach Messung der
Konzentrationen durch den E30, konnte ein direkter Vergleich zwischen dem
Verhalten unterschiedlicher Konzentrationen sowie dem Einfluss von

Temperatur- und Schuttelfrequenzunterschieden erhoben werden.

Tabelle 6 Temperatur- und Umdrehungsfrequenz

Probenkonzentration 952 652 357
[ng/ml]

Extraktionszeit [h] 1 1 1
Probenverdiinnung 1:401 1:401 1:401
Temperatur [°C] 4 /RT /37 4 /RT /37 4 /RT /37
Umdrehungsfrequenz 0/ 350 0/350 0/350
[rpm]
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2.4 Testvalidierung

2.4.1 IGF-ll Gewinnung aus Filterpapier- und korrespondierenden
Plasmaproben

Aus kommerziell erworbenen Proben der Kinderklinik Tubingen lagen bei einer
Anzahl von n = 62 die korrespondierenden Plasmen mit entsprechenden
DBS-Filterpapierkarten vor. Die Proben waren bei -20°C gelagert worden.
Daraus wurden die |IGF-Il  Konzentrationen aus den extrahierten
Filterpapierkarten und parallel dazu, die entsprechenden Plasmen gemessen. In
der Auswertung konnten die Proben im direkten Vergleich miteinander betrachtet
werden. Die Konzentrationsbestimmungen der Plasmaproben wurden als
Zielwert fur die DBS-Proben angenommen, um deren prozentuale Abweichung

zu errechnen.

2.4.2 Ermittlung der Probenstabilitat

Frisch gewonnenes, kommerziell erworbenes Vollblut, wurde unter Gebrauch
von Eppendorf Research Plus Pipetten (10-100 ul) aus einer Entfernung von
1— 2 cm auf Filterpapierkarten getropft, so dass der gesamte vorgegebene Kreis
mit einem Durchmesser von 1,5 cm blutgetrankt war. Das Filterpapier wurde fur
2—-4 Stunden bei RT ruhig liegend getrocknet. Anschlielend wurde direkt eine

Probe (entspricht Tag 0) verwendet. Die Ubrigen erstellten Proben wurden bei

e -20°C

o +4°C

e RT (+23°C)
e +37°C

gelagert und deren Stabilitat an

e TagO
e Tag3
e Tags
e Tag10

ermittelt. Die Versuche wurden mit einer Probenverdinnung von 1:201
durchgefuhrt.
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Parallel hierzu wurde das entsprechende Vollblut fir 10 Minuten bei 3000 rpm
und +20°C abzentrifugiert. Aus den so entstandenen Plasmen konnte die IGF-II
Sollkonzentration im E30 bestimmt werden und zur prozentualen Berechnung der

Abweichungen zwischen Plasma und DBS genutzt werden.

2.4.3 Triacylgylzeride (TAG)

Exemplarisch wurde, um den Einfluss einer physiologischen Substanzen auf die
IGF-1l Konzentration zu untersuchen, 100 pl Blut mit 50 ul ClinOelic 20% (Baxter),
in welchem sich 200 mg/ml Fett befinden, durch Schitteln homogen vermischt.

Folglich wurde ein fettahnlicher Gehalt von 66,67 mg/ml Fett konstruiert.

Nach demselben Prinzip, wie bereits unter Punkt 2.4.2 beschrieben, wurden auch

aus diesen Vollblutproben TAG-DBS hergestellt und in 1:201 Verdinnung flr

e 0,5h
e 1h
inkubiert.

2.4.4 IGF-ll-Recovery

1 ml Vollblut wurde mit einer kalibrierten Probe des National Institute for
Biological Standard and Control (NIBSC) gespiket. Dem Vollblut wurden 8,8 pli
NIBSC IGF-Il (170 pg/ml) hinzugefiigt, sodass eine IGF-lI-Konzentration von
1500 ng/ml im Vollblut (zuziglich des  korpereigenen  IGF-II-
Konzentrationsgehaltes) erreicht wurde. Unter dem Begriff Spiken versteht man
das Hinzufligen eines Analyten zu einer Probe. Daraus wurden anschliel3end

DBS hergestellt. Auf dieselbe Weise wurde der PP angereichert.

Parallel dazu wurde sowohl das ungespikete als auch das gespikete Vollblut fur
10 Minuten bei 3000 rpm und 20°C zentrifugiert. Diese Proben wurden als

Referenz fur die DBS-Konzentrationen verwendet.

2.4.5 Kreuzreaktivitat des IGF-11 ELISA E30
Wie in Tabelle 7 dargestellt, wurden drei Proben verschiedener Konzentrationen

im ELISA E30 getestet und bestimmt. Der PP wurde, nach vorangegangener
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Berechnung, entsprechend der gewunschten Konzentration, mit dem jeweiligen

Kreuzreaktanten gespiket und in dieser Form in die Wells pipettiert.

Tabelle 7 Kreuzreaktivitat

Rec. humanes
C-Peptid Rec. humanes IGF-I
Insulin (10
(1 ng/ml) (1 ng/ml)
Hg/ml)
Konzentration 10 250 1
(ng/ml) 100 750 10
500 1250 100

2.4.6 Inter- und Intra-Assay-Varianz

Drei Seren wurden in einem Zeitraum von sechs Tagen gemeinsam in funf IGF-II
ELISA’s E30 getestet. Um den Variationskoeffizienten berechnen zu kénnen,
wurden die gemessenen Konzentrationen zwischen (=inter) den Assays

verglichen.

In einem weiteren Versuch wurden funf bekannte Seren mit hohen, mittleren und
niedrigen IGF-Il Konzentrationen innerhalb einer Mikrotiterplatte (=intra) Uber
verschiedene Bereiche hinweg, je flinfmal pipettiert und daraus deren

Variationskoeffizienten bestimmt.

2.4.7 Analytische Sensitivitat und Linearitat
In 8-facher Doppelbestimmung des Leerwertes mit 50 pul PP pro Well wurde die
Sensitivtat des ELISA E30 bestimmt. Zur Bestimmung der analytischen

Sensitivitat wurden die Extinktionswerte der Proben ermittelt.

Der Linearitatsnachweis erfolgte mit vier ELISA E30 Assays, die die
Plasmaproben 1-32 und 33-62 sowie die Filterpapierproben 1-32 und 33-62
bestimmten. Die Versuchsdurchfihrung erfolgte gemal der Beschreibung in
Kapitel 2.2.4. Bei der eingesetzten Probenanzahl waren geringe, mittlere und
hohe IGF-lIl Konzentrationen vorhanden, um die Beurteilung innerhalb eines
weiten Konzentrationsbereiches zu ermdglichen. Nach Ausmessung der

Farbreaktion wurden die Probenkonzentrationen gegen die Signalintensitaten fur
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den jeweiligen Assay in ein Diagramm aufgetragen. Die getrennte Assayanalyse
wurde durchgefuhrt, da die Signalintensitaten von Assay zu Assay variieren
konnen. Die Auswertung erfolgte durch die Betrachtung der linearen,
quadratischen und kubischen Regressionsmodelle. Fur den Nachweis wurde die
Regressionsgerade fiir den linearen Bereich berechnet. Das ermittelte R? wurde
adjustiert, entspricht somit dem korrigierten Bestimmtheitsmalf’ und steht fur die

Kurvensteigung.

2.5 Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde mit den Programmen
Microsoft Excel 2016 und der MedCalc Software Version 17.2, ebenfalls von der
Firma Microsoft (Redmond, USA), durchgefiihrt.

Samtliche graphische Darstellungen wurden mithilfe der genannten Programme
erstellt. Diese wurden auch fur metrische Verfahren, wie die Passing-Bablok
Regressionsanalyse, die lineare Regressionsanalyse und zur Ermittlung der
Korrelationskoeffizienten mittels Bland-Altman Plot, angewendet. Bei letzterem
werden die Werte als = 1,96 Standardfehler des Mittelwerts (x 1,96 SD)
angegeben. In der vorliegenden Arbeit werden Werte mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant beurteilt (Kreienbrock et al.
2012; Husler und Zimmermann 2010).

Die Berechnungen der Inter- und Intra-Assay Variationskoeffizienten zur Analyse
der Reproduzierbarkeit und Prazision des Verfahrens wurden rechnerisch und
formelgetreu vorgenommen. Gleiches gilt fir die Auswertung der Sensitivitat
mittels quadratischen Regressionsmodell und der Kreuzreaktivitaten. Fur den
Linearitatsnachweis wurde das multivariate (polynomiale) Regressionsmodell
angewendet. Werte fiir das korrigierte BestimmtheitsmalR R? (R%wr.) von
= 0,95-0,999 wurden als akzeptabel festgelegt (Schneider et al. 2010).
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3 Ergebnisse

Tabelle 8 IGF-Il Serumkonzentrationen in ng/ml (Blum und Schweizer 2003 in Ranke MB (Hrsg.):
Diagnostics of endocrine function in children and adolescents. Basel, Karger, 2003, pp 166-199)

Altersgruppe 5. Perzentile 50. Perzentile 95. Perzentile
Neugeborene 158 284 516
1-4 Wochen 350 486 673
1-6 Monate 348 551 871
6-12 Monate 388 582 876
1-3 Jahre 384 596 926
3-5 Jahre 397 617 920
5-7 Jahre 419 638 973
7-9 Jahre 433 656 997
9-11 Jahre 442 662 994
11-13 Jahre 448 671 1006
13-15 Jahre 455 679 1014
15-17 Jahre 452 686 1042
20-30 Jahre 436 679 1058
30-40 Jahre 442 680 1049
40-50 Jahre 407 650 1039
50-60 Jahre 396 644 1049
60-70 Jahre 373 611 1000

Zunachst gibt Tabelle 8 einen Uberblick iber das physiologische Vorkommen
von IGF-Il im Serum. Hierzu ist das Verstandnis des Begriffes der Perzentile
notwendig. An folgendem Beispiel sei dies verdeutlicht: Die 50. Perzentile
entspricht der Medianen. Das heif3t, 50% der Bevodlkerung weisen hohere und
50% der Bevolkerung weisen niedrigerer Serumkonzentrationen auf.
Dementsprechend bedeutet die 5. Perzentile, dass 5% der Allgemeinheit
geringere Konzentrationen haben, jedoch 95% hohere Konzentrationen

aufweisen. Die oben stehende Tabelle 8 verdeutlicht, dass die IGF-II
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Konzentration im Organismus des Menschen einen grof3en physiologischen
Bereich umfasst. Postnatal gelten bei Neugeborenen Konzentrationen zwischen
158-516 ng/ml als physiologisch. Bei Personen zwischen dem 18. und 70.

Lebensjahre liegt der Referenzbereich zwischen 373-1058 ng/ml.

3.1 Methodenvoraussetzungen

3.1.1 Extraktionszeit und optimale Probenverdinnung
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Abbildung 1 Abhangigkeit der IGF-lIl Konzentration von der Extraktionszeit (n = 10)

Anhand von 4 Proben wird exemplarisch das Verhalten der extrahierten IGF-1l Konzentrationen in
Abhangigkeit von der Zeit dargestellt. 3 der 4 Proben zeigen nach 1h Extraktion die hdchsten
gemessenen Konzentrationen. Eine langere Versuchsdauer als 1h, bewirkt generell ein Abfallen
der Extraktionskonzentrationen.

Zunachst wurde die Effektivitat der Extraktion mit dem Probenpuffer des ELISA
E30 getestet. Dazu wurden Versuche mit unterschiedlichen Extraktionszeiten
(0,25h, 0,5h, 1h, 2h und 18h) bei RT durchgeflihrt. Es stellte sich heraus, dass
der unveranderte ELISA Kit PP fur die Extraktion von IGF-ll aus DBS geeignet
ist. Abbildung 1 zeigt exemplarisch an vier — von insgesamt zehn — Proben, die

Veranderung der gelésten IGF-II Konzentrationen in Abhangigkeit von der
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Extraktionszeit. Festgestellt wurde, dass nach einer Extraktionszeit von 1h
durchschnittlich die maximale IGF-Il Konzentration aus Filterpapieren vorliegt.
Auch innerhalb von 0,25h, 0,5h und 2h konnten akzeptable Ergebnisse erzielt
werden, wobei hier eine grof3ere Variabilitdt und Streuung der Konzentrationen
zu beobachten waren. Trotz der beschriebenen Variabilitaten konnte
festgehalten werden, dass die Konzentrationsabweichungen aller Proben
zwischen 0,25-2h, den Referenzbereich von +20% nicht Uberschritten. Bereits
Inkubationszeiten von = 2h zeigten graphisch die Tendenz sinkender
Konzentrationen aufgrund von Probeninstabilitat. Inkubation der Proben Uber
Nacht, d.h. fur 18h, ergaben, dass IGF-Il Uber einen langeren Zeitraum instabil
ist und die Konzentrationen abfallen. Schlussfolgernd wurde eine Extraktionszeit
von 1h als die verlasslichste Zeitspanne beurteilt. Losungszeiten zwischen 0,5h
und 2h sind aufgrund der Tatsache, dass der Referenzbereich von +20%

eingehalten werden kann, ebenfalls anwendbar.

Einen weiteren wichtigen Aspekt stellte die Ermittlung der effizientesten
Probenverdinnung zur Extraktion von IGF-Il aus DBS dar. Neun Proben wurden

jeweils in 1:401 und 1:201 Verdlinnungen fur 1h extrahiert.
Tabelle 9 Verdiinnungseinfluss auf die IGF-Il Extraktion aus DBS (n =9)

Wert bei 1:201 Wert bei 1:401 Mehrgewinn bei
Verdiinnung [ng/ml] | Verdiinnung [ng/mlI] | 1:401 Verdiinnung
[%]

Probe 1 471 593 26
Probe 2 547 689 26
Probe 3 497 647 30
Probe 4 464 550 19
Probe 5 511 590 15
Probe 6 484 654 35
Probe 7 541 667 23
Probe 8 536 735 37
Probe 9 521 693 33
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Tabelle 9 macht sowohl in absoluten als auch relativen Werten deutlich, dass die
Extraktion von IGF-II bei 1:401 verdunnten Proben ausnahmslos effizienter und
quantitativ hoher gewesen ist. Relativ betrachtet war es mdglich, mit 1:401
verdunnten Proben zwischen 19% und 37% hohere IGF-II-Konzentrationen aus
den DBS zu I6sen. Daraus ergibt sich, dass eine 1:401 Verdinnung fur optimal

befunden wurde.

3.1.2 Variation der Schuttelfrequenzen
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Abbildung 2 Variation der Schiittelfrequenzen (n = 3)

Nach Auftragen der IGF-Il Konzentrationen (y-Achse) gegen die Schiittelfrequenzen (x-Achse)
zeigt sich, dass sich zwischen 0/350/800 rpm keine eindeutige Aussage Uber eine praferierte
Frequenz treffen lasst. Der Peak in Probe 3 entspricht einem 12%igen
Konzentrationsmehrgewinn im Vergleich zu 0 rpm und 800 rpm.

Die Proben 1-3 der Abbildung 2 zeigen, dass durch eine Veranderung der
horizontalen Schuttelfrequenz kein Mehrgewinn in der IGF-IlI Extraktion erzielt
wurde. Allerdings bedeutete eine Erhdhung oder Verminderung der rpom-Anzahl
auch keine Verschlechterung der Extraktion. Als einzige Auffalligkeit der Grafik
ist der Peak bei Probe 3 mit 350 rpm zu nennen. Die extrahierte |IGF-II
Konzentration von Probe 3 war bei 350 rpm um 12% im Vergleich zu O rpm und
800 rpm erhdht. Im Allgemeinen galt fur alle Versuche eine Variation der

Endergebnisse innerhalb von +20% als irrelevant.
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Da jedoch diese erhohte Extraktionskonzentration bei 350 rpm im Vergleich zu
0 rpm und 800 rpm nur einmalig gemessen werden konnte, mussten weitere
Untersuchungen mit einer groReren Probenanzahl durchgeflhrt werden. Hierbei
wurden aus Grunden der praktischen Anwendbarkeit nur die Extraktionen bei
0 rpm und 350 rpm getestet. Aufgrund der Tatsache, dass auch eine lange
Extraktionszeit den IGF-Il Zerfall beschleunigte, wurde angenommen, dass eine
zu starke Schuttelfrequenz auf Dauer denselben negativen Effekt zeigen wurde.
Aulerdem kann nicht davon ausgegangen werden, dass 800 rpm standardmafig

bei jedem MTP-Schilittler einstellbar sind.

Um eine eindeutige Praferenz bezlglich der optimalen horizontalen
Schuttelfrequenz zu erhalten, wurden weitere 19 Proben getestet. Die
Probenvorbereitung und der Testablauf blieben unverandert. Tabelle 10 zeigt

anhand von 5 der 19 Proben das absolute und relative Ergebnis der Versuche.

Tabelle 10 Extraktionseffizienz bei 0 vs. 350 rpm in Bezug auf die Sollkonzentration (n = 19)

Sollwert Wert bei Prozentuale | Wert bei Prozentuale
[ng/ml] 0 rpm Abweichung | 350 rpm Abweichung
[ng/ml] bei 0 rpm [ng/ml] bei 350 rom
zum zum
Sollwert [%] Sollwert [%]
Probe 1 390 421 7,9 388 0,5
Probe 2 616 628 1,9 615 0,2
Probe 3 676 728 7,7 648 4,7
Probe 4 732 646 11,7 643 12,2
Probe 5 1013 763 24,7 746 26,4

Es konnten auch durch die erhohte Probenanzahl keine neuen Erkenntnisse
gewonnen werden. Die Gesamtabweichungen, berechnet aus allen prozentualen
Abweichungen der 19 Proben fur O rpm und 350 rpm, unterschieden sich nur
geringfugig. Fur O rpm wurde eine relative Abweichung von 9,7% und far 350 rpm
eine relative Abweichung von 9,8% berechnet. Aufgrund dieser =zu
vernachlassigenden Unterschiede zwischen den horizontalen

Schuttelfrequenzen, ist die Extraktion von IGF-Il aus DBS sowohl bei O rpm als
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auch bei 350 rpm maoglich. Da sich an die Extraktion aus DBS der ELISA E30
anschliel®t, wurde entschieden, zur Vereinheitlichung der beiden miteinander

verknuUpften Methoden, auch die Extraktion aus DBS bei 350 rpm durchzufihren.

3.1.3 Einfluss der Extraktionstemperaturen

Die untenstehende Abbildung 3 zeigt, dass die IGF-Il Extraktion aus DBS bei
+4°C, RT und +37°C modglich ist. Die maximale absolute und prozentuale
Abweichung von der Sollkonzentration (580 ng/ml) ist bei +37°C gemessen
worden. Mit einer gemessenen Extraktion von 5§59,5 ng/ml, weicht das Ergebnis
um -3,5% vom Sollwert ab. Als akzeptabel gilt eine Abweichung von +20% zum
Sollwert. Die diagnostische Auswertung der DBS erfolgt Ublicherweise in
Laboratorien. Mikrotiterplattenschuttler werden hier bei RT gelagert, sodass das

Schutteln bei RT als unkompliziert und bedenkenlos anwendbar empfohlen wird.
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Abbildung 3 Einfluss der Extraktionstemperaturen auf die gelésten IGF-ll Konzentrationen (n = 6)

Bei den gezeigten Saulendiagrammen wird klar ersichtlich, dass die erprobten Temperaturen
ausnahmesilos fur die IGF-Il Konzentrationsbestimmung, nach zuvor erfolgter Extraktion aus DBS,
geeignet sind. Die gréf3te Abweichung in Bezug auf die Sollkonzentration, ist bei +37°C mit -3,5%
Zu verzeichen.

Zusammenfassend gilt fur die Ergebnisse des Kapitels 3.1, dass als optimale
Bedingungen fur die Lésung von IGF-Il aus DBS Proben eine 1:401 Verdinnung

bei einer Extraktionszeit von 1h und 350 rpm angesehen wird. Diese
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Erkenntnisse sind folglich in Bezug auf die sich der Extraktion anschlielRende
Anwendung des ELISA E30 angepasst. Gerateeinstellungen und

Probenverdinnungen bleiben von Messbeginn bis zum Abschluss unverandert.

3.2 IGF-ll Gewinnung aus Plasma- vs. DBS-Proben

3.2.1 Passing-Bablok Regressionsanalyse
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Abbildung 4 Vergleich der IGF-lIl Konzentration in Plasma- und Filterpapierproben mittels Passing-
Bablok Regressionsanalye (n = 62)

Die Geradengleichung lautet: y = 0,94 - x — 4,59. Jeder Wert der dargestellten Punktewolke
reprasentiert ein Ergebniss der Proben 1-62 aus Plasma und dem verglichenen DBS. Die Gerade
Mean entspricht dem berechneten Mittelwert, der leicht von der hellgrauen Ursprungsgerade
abweicht.

Die in Abbildung 4 aufgezeigten Versuchsergebnisse von 62 Plasmaproben und
den zu vergleichenden DBS verdeutlichen bereits bei der optischen Betrachtung,
dass es mit den eingesetzten Materialien moglich war, verlasslich |IGF-II

Konzentrationen aus DBS zu messen.
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Im Folgenden konnen aus Tabelle 11 die statistischen Ergebnisse der

Passing-Bablok Regressionsanalyse nachvollzogen werden. Im Anschluss daran

werden die Ergebnisse erlautert.

Tabelle 11 statistische Auswertung der Passing-Bablok Regressionsanalyse

| Probenanzahl | 62 |
Variable X [ng/ml] | Variable Y [ng/ml]
Minimum 357,0000 360,0000
Maximum 1014,0000 910,0000
Arithmetisches Mittel 679,1774 638,3226
Median 693,5000 640,000
Standardabweichung 125,5460 115,8280
Standardfehler des Mittelwertes 15,9444 14,7102
Regressionsgleichung
y =-4,590000 + 0,94000 x
Systematische Fehler
Achsenabschnitt A -4,5900
95% CI -86,8789 bis 74,8154
Proportionale Fehler
Steigung B 0,9400
95% CI 0,8308 bis 1,0632

Zufallsfehler

Reststandardabweichung (RSD)

39,4966

+ 1,96 RSD Intervall

-77,4133 bis 77,4133

Lineare Modellgiiltigkeit

Cusum-Test fur Linearitat

Keine signifikante Abweichung von
der Linearitat (P=0,59)

Spearman rank Korrelationskoeffizient

Korrelationskoeffizient

0,872

Signifikanzniveau

P<0,0001

95% CI

0,795 bis 0,921

Ziel der Regressionsanalyse nach Passing-Bablok ist es, die Aquivalenz zweier

Methoden (Variable X und Variable Y) nachzuweisen. Als Ansatz hierfur gilt:

y=ax+b
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Die Variable a entspricht dem proportionalen Fehler, der Steigung des Graphen
und die Variable b dem systematischen Fehler, dem y-Achsenabschnitt der
Graphik. Wird gezeigt, dass y = x ist, d.h. a = 1 und b = 0, dann ist eine vdllige
Methodenaquivalenz nachweisbar. Dies ist der Fall, wenn das 95%ige
Konfidenzintervall (CI) fur a die 1 und fur b die 0 enthalt. Eingesetzt in die Formel

ergibt sich auf diese Weise:
y=1x+0

Die mathematische Auswertung der Regression nach Passing-Bablok ergab eine
Regressionsliniengleichung mit einer Steigung von a = 0,94 und einem 95%igen
Cl einschlieBlich 1 (0,83 bis 1,06). Dies bedeutet, dass 94% des IGF-Il Plasmas
in den zu vergleichenden Filterpapierproben gemessen wurden. Fir b = —4,59
sagt der Wert aus, dass die systematische Differenz der beiden Methoden gleich
0 ist. Das 95%ige CI flr b liegt zwischen -86,88 und +74,82 und schliel3t somit
die 0 ein. Folglich kann b vernachlassigt werden. Aufgrund der beschriebenen
Tatsachen wurde gezeigt, dass es keinen systematischen oder proportionalen

Fehler zwischen den Messmethoden gibt.

Folgende Erkenntnisse wurden ebenfalls Tabelle 11 entnommen und werden nun
im Einzelnen aufgefuhrt:

» Die ermittelte Passing-Bablok-Gleichung lautet:
y=2094- x —4,59

Die Zahl -4,59 ist, im Bezug auf den angezeigten Messbereich (300-1100 ng/ml),
gleich 0 zu setzen. Die Lineare schneidet nicht exakt den Ursprung der Achsen,
sondern ist leicht versetzt. In Bezug auf das 95%ige Cl weicht der Wert -4,59
geringfugig von der berechneten, idealen Medianen ab. Diese berechnet sich aus
den Werten:

74,82 — 86,88
> = —6,03.

Da die Abweichung gering ist sowie die Hypothese, dass der Achsenabschnitt
bei 0 liegt, nicht abgelehnt wird, ist das angewendete Verfahren korrekt.
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Mit der Steigung a = 0,94 wurde ein sehr zufriedenstellendes Ergebnis belegt.
Waren die Filterpapier- und DBS-Proben exakt linear, so ware a = 1. Betrachtet
man die Mediane innerhalb des 95%igen CI:

0,83 + 1,06

= 0,945
2

so wird klar, dass die Steigung a der Mediane entspricht.

» Die Analyse des Cusum Linearitatstestes bestatigt die Annahme, dass
keine signifikante Abweichung zwischen den Messmethoden vorliegt. Der
berechnete p-Wert liegt mit einem Wert von 0,59 hoher als das festgelegte
Signifikanzniveau a = 0,05. Dies beweist, dass der Test die Nullhypothese
nicht ablehnt.

» Bei der Untersuchung des Spearman rank Korrelationskoeffizienten,
zeigte r= 0,872 eine 87,2%ige Korrelation der untersuchten Methoden an.
Eine Ubereinstimmung von r > 0,9 wéare als Testergebnis eindeutiger
gewesen, wobei der p-Wert von < 00001 als hochst signifikant
einzuordnen ist. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit ist kleiner als 1%.. Der
Korrelationskoeffizient entspricht nahezu der Medianen (0,858).
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3.2.2 Bland-Altman-Plot
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Abbildung 5 Bland-Altman-Plot (n = 62)

Vergleich der 62 IGF-Il Konzentrationen in Plasma- und korrespondierenden Filterpapierproben
mittels Bland-Altman-Plot. Die Ordinate zeigt die prozentualen Differenzen der beiden Methoden.
Mean steht fiir den Mittelwert der Differenz zwischen den Methoden. Die Konfidenzgrenzen,
innerhalb derer 95% aller Differenzen liegen, sind als gestrichelte Linien, parallel zur x-Achse,
zu sehen. Diese ergeben sich aus dem Mittelwert der Differenz +1,96 x der Standardabweichung
der Differenzen.

Abbildung 5 =zeigt den Bland-Altman-Plot, der zum Vergleich zweier
Messmethoden dient. Hierzu wurden die relativen Differenzen der
Messmethoden gegen deren Mittelwert (Mean) aufgetragen, sodass eine
Punktewolke entsteht. Die rein visuelle Betrachtung der Punktewolke lasst auf
keinen systematischen Fehler schlieRen. Die Punkte erscheinen normalverteilt
und unverzerrt. Mithilfe des Mittelwertes kann eine Aussage Uber die Richtigkeit
der Messgrofen getroffen werden. Bei symmetrischer Verteilung der Differenzen
liegen 95% der Werte innerhalb der £1,96 SD. Bei einer Probenanzahl von 62
entspricht dies demnach 59 Proben. Die Konfidenzgrenzen stehen flir das
medizinische Limit of Agreement. Das 95%ige Cl ist ein Mal} fur die Genauigkeit
der Methode. Es beschreibt wie genau das gemessene, dem wahren Ergebnis

entspricht.
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Aus Tabelle 12, der statistischen Auswertung des Plots, ergeben sich die
Zahlenwerte der CI-Grenzen. Die Untergrenze mit -11% und die Obergrenze mit
+23% besagen, dass IGF-Il Messungen aus DBS in 95% der Falle 11%
niedrigere und 23% hohere Konzentrationen messen, als dies der Fall in
Plasmaproben ist. Betrachtet man die Streubreite der zugehoérigen 95%igen Cl,
so sind diese 7,62% grol3. Die Nullhypothese Ho: Mean = 0 wird mit einem p-Wert
von < 0,0001 abgelehnt. Die Differenz zwischen den beiden Methoden ist mit
einem Mittelwert von 6,0564 # 0. In Bezug auf eine untersuchte Anzahl von 62

Proben ergibt sich ein zuverlassiges Ergebnis.
Tabelle 12 statistische Auswertung des Bland-Altman-Plots

Abweichungen in %

Probenanzahl 62

Arithmetisches Mittel 6,0564

95% CI 3,8390 bis 8,2737

P (Ho: Mittelwert = 0) 0,0001

Untergrenze -11,0572

95% CI -14,8671 bis -7,2472
Obergrenze 23,1699

95% CI 19,3600 bis 26,9798

Die Gesamtheit der in Kapitel 3.2 beschriebenen Ergebnisse beweisen, dass

DBS-Proben, zur Messung von IGF-Il, anwendbar sind.

3.3 Probenstabilitat

Bei diesen Versuchen wurden drei Filterpapierproben auf deren Lager- und
Temperaturstabilitat geprift. Abbildung 6 zeigt den prozentualen Anteil von IGF-II
in Bezug auf Tag 0 durch Einfluss von Zeit und Temperatur auf die
Konzentrationsbestimmung. Die Skalierung der y-Achse wurde durch die
Vorgabe der Experimente bestimmt, wonach Konzentrationsabweichungen von
120% zu den gemessenen Ausgangswerten als akzeptabel galten. Zehn Tage
nach der Probengewinnung, bei Lagertemperaturen von -20°C, +4°C, RT und
+37°C, lagen die gemessenen Konzentrationen der DBS-Proben innerhalb von

~10% der Ausgangsmessung am Tag der Probengewinnung. Es konnte kein
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signifikanter Einfluss bzgl. Zeit oder Temperatur innerhalb des genannten
Zeitraumes als beeinflussender Faktor fur die DBS Messung festgestellt werden.
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Abbildung 6 DBS-Stabilitdt in Abhangigkeit von Zeit und Temperatur bezogen auf Tag 0 (n = 3 pro
Tag und Temperatur)

Die gezeichneten Liniendiagramme zeigen das Verhalten von DBS bei Lagerungstemperaturen
von -20°C, +4°C, RT und +37°C Uber einen Zeitraum von 10 Tagen. Die y-Achse definiert die
Grenzen der zulassigen Messabweichungen zum Ausgangswert an Tag 0.

3.4 Einfluss von Triacylglyzeriden auf die IGF-Il Messung aus DBS

Das in Abbildung 7 gezeigte Saulendiagramm vergleicht die [GF-II
Konzentrationen von DBS mit reinem Vollblut und mit DBS-Proben, die mit einem
Fettzufuhrpraparat versetzt wurden. Die verglichenen Proben stammten als
expemplarisches Beispiel von einer Person. Deutlich gezeigt werden konnte,
dass 66,67 mg/ml triglyzeridahnliche Substanz keinen Einfluss auf die IGF-II
Messung hat. Die Messwerte wurden durch den simulierten Fettzusatz nicht
verfalscht. Ein Einfluss des Zusatzes hatte sich durch einen Messfehler gezeigt.
Bei einer Extraktionszeit von 1h wurden in den gespikten DBS (n = 3) 102,06%,
bei 2h 100,8% der IGF-lI-Sollkonzentration gemessen. Aufgrund der minimalen

Konzentrationsabweichungen kann davon ausgegangen werden, dass keinerlei

40



Einfluss von Fett auf die Plasma-IGF-Il Menge zu erwarten ist. Abweichungen
von +20%, in Bezug auf die reine Vollblutkonzentration, sind akzeptabel.
Physiologische TAG-Konzentrationen bei Kindern bis 14 Jahre betragen
30-130 mg/dl. FUr Erwachsene liegen die Werte zwischen 50-150 mg/dl. Daher
gelten die Ergebnisse lediglich fir TAG-Konzentrationen < 66,67 mg/ml als
verlasslich. Fur Konzentrationen oberhalb des angewendeten Wertes sind die
oben beschriebenen Aussagen ungultig.

100% 102,06% 100% 100,76%
100%

80%
60%
40%

20%

IGF-Il Konzentration

0%

prozentualer Anteil der gemessenen

Extraktionszeit in h

¥ Blut ® Blut+TGL

Abbildung 7 Triacylglyzerid Einfluss auf die IGF-ll Konzentration (n = 3)

Die dargestellten Saulendiagramme vergleichen sowohl die reinen Vollblut-DBS-Proben mit den
gespikten DBS-Proben (Schatz et al. 1983)als auch die Effekte der unterschiedlichen
Extraktionszeiten auf die geldsten IGF-1I Konzentrationen in Prozent.

3.5 ELISA Validierung

Die folgenden Ausfihrungen beziehen sich auf das Testsystem des
Immunassays ELISA E30 und nur, wenn explizit gennant, auf die Messungen der
IGF-Il Konzentrationen aus DBS. Die Kenntnis Uber die verschiedenen
Leistungsdaten des ELISA E30 sollte der Reflexion und Unterstitzung des neu
gewonnenen Anwendungsbereiches dienen. Zudem konnten auf diese Weise die

Herstellerangaben nachvollzogen und Uberpruft werden.
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3.5.1 Inter- und Intra-Assay-Varianz

Tabelle 13 zeigt die Ergebnisse zwischen funf Assays, in welchen die Proben
1- 3 jeweils gemessen wurden. Aus den ermittelten Werten wurde der
Variationskoeffizient (Vk) berechnet. Dafur wurde die Standardabweichung (s) im
Verhaltnis zum Mittelwert (X) betrachtet und mit 100 multipliziert. Es ergab sich

ein Variationskoeffizient < 4,6%.

Tabelle 13 Inter-Assay-Varianz (nproben = 3 bei Nassays = 5)

Mittelwert x Standardabweichung s | Variationskoeffizent
[ng/ml] [ng/ml] Vi [%]

Probe 1 828,5 16,9 2,0

Probe 2 843,0 24 1 2,7

Probe 3 692,1 31,6 4,6

Innerhalb eines Assays wurden die Proben 1-5, siehe Tabelle 14, mehrfach
bestimmt. In Anlehnung an die Berechnung des Variationskoeffizenten fir die
Bestimmung der Inter-Assay-Varianz, ergab sich fur die Intra-Assay-Varianz ein

Variationskoeffizient < 6,2%.

Tabelle 14 Intra-Assay-Varianz (n = 5)

Mittelwert x Standardabweichung s Variationskoeffizent
[ng/ml] [ng/ml] Vi [%]

Probe 1 911 20 2,2

Probe 2 657 13 2,0

Probe 3 554 20 3,6

Probe 4 610 23 3,8

Probe 5 674 42 6,2

Die Ergebnisse liegen unterhalb der Herstellerangaben, die in der
Gebrauchsanweisung des ELISA-Kits angegeben sind. Hier wurden
Variationskoeffizienten < 7,2%, flr die Inter-Assay-Varianz und < 6,6%, fur die

Intra-Assay-Varianz, ermittelt.
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3.5.2 Sensitivitat und Linearitat

Die Sensitivitat (Nachweisgrenze/Empfindlichkeit) ist definitionsgemal die
geringste Konzentration, die noch eine deutlich hdhere Extinktion (OD) als der
Leerwert hervorruft. Die analytische Sensitivitat des ELISA E30 wurde mit
0,027 ng/ml des zweifachen Null-Standards in 8-fach Bestimmung bei einer
1:401 Verdunnung gemessen. Verglichen mit den Herstellerangaben zur
Sensitivitat (= 0,02 ng/ml), ist das Ergebnis um 0,007 ng/ml erhdht. Allerdings
wurde nach Herstellerangaben in 20-fach Bestimmung bei einer 1:401
Verdinnung ermittellt, sodass aufgrund der grolleren Probenzahl, der
Unterschied erklarbar sein konnte. Eine Abweichung von 0,007 ng/ml ist,
bezogen auf den breiten Referenzbereich des IGF-Il, zu vernachlassigen. Zur
Ermittlung der Sensitivitat wurden die in zweifach Bestimmung gemessenen
Extinktionen der Leerwerte gemittelt und gegen die bekannten STD
Konzentrationen (entspricht der abhangigen Variable) der STD A-E
aufgetragen. Das errechnete Bestimmtheitsmal R? = 0,9961 zeigt, dass das

gewahlte Regressionsmodell die erhobenen Daten gut erklart.

FUr den Linearitatsnachweis der Plasma- und Filterpapierproben wurde ein
(multivariates) polynomiales Regressionsmodell bis zur dritten Ordnung von der

Form:
Yi=am-x"+-+a-x;+ag+e€,1<i<nme{l,273}

verwendet, wobei fur die Fehler ¢; die Ublichen Voraussetzungen gemacht
wurden. Die Fehler sind also normalverteilt, unkorreliert und homoskedastisch.

Unter diesen Voraussetzungen lassen sich die Hypothesen:
Hy:a; = 0 gegen H;:a, # 0 im linearen Modell (m = 1)
Hy:a, = 0 gegen H;:a, # 0 im quadratischen Modell (m = 2)
Hy:a; = 0 gegen H;:a; # 0 im kubischen Modell (m = 3)

mittels eines t-Tests zum Niveau a Uberprufen.
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Wird H, im linearen Modell abgelehnt, im quadratischen und kubischen Modell
aber nicht, so ist aus entscheidungstheoretischer/statistischer Sicht rational eine
Entscheidung zugunsten des linearen Modells zu treffen. Es sei angemerkt, dass
diese Modellselektion zwar nicht zum Niveau « der einzelnen Tests gesichert ist,
aber ein linearer Zusammenhang zwischen Messsignal und Konzentration

hierdurch im Sinne der statistischen Entscheidungstheorie gezeigt wird.
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Abbildung 8 Linearitidt der Plasmaproben 1-32

Die Regressionsanalyse zeigt eine Gerade, um welche die gemessenen Signalintensitaten
angeordnet sind. Das korrigierte BestimmtheitsmaR ergibt sich zu R%wr. = 0,9986. Bei R? = 1
wirden alle Messpunkte exakt auf der Geraden liegen und somit das verwendete Modell die
Daten zu 100% erklaren.

Fir die Plasmaproben 1-32 konnte die Linearitdt wie beschrieben flr
Konzentrationsbereiche von 390 ng/ml bis 1014 ng/ml in Plasmaproben bei
Einsatz des ELISA E30 gezeigt werden. Abbildung 8 zeigt die dazugehdrige
lineare Regressionsanalyse. Die konkreten Werte werden nachfolgend
aufgeflihrt. FUr das lineare Regressionsmodell (m = 1) ergab sich ein p-Wert
< 0,00001, was die hohe statistische Signifikanz des linearen Koeffizienten a,
zeigt. Der Wert der Teststatistik (|T|) betragt |T| = 148,91 und der kritische Wert
(t) ts0.0975 = 2,0423. Dagegen ergab sich fir den Koeffizienten a, im
quadratischen Modell (m =2) ein p-Wert von 0,1986 (|T|= 1,3157 und
ty9.0075 = 2,0452.). Der Koeffizienten a; des kubischen Modells (m = 3) hat

einen p-Wert von 0,2225 (|T| = 1,2478 und t,g0975 = 2,0484), so dass die
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Nullhypothese fur die Koeffizienten a, und a; in beiden Modellen nicht abgelehnt
wurde. Diese Koeffizienten sind somit in den jeweiligen Modellen statistisch nicht
signifikant, was das lineare Modell als angemessene Beschreibung des
beobachteten Zusammenhangs bestatigt. Dies wird weiterhin dadurch gezeigt,
dass der lineare Koeffizient im quadratischen Modell mit einem p-Wert < 0,00001
statistisch signifikant ist, der Koeffizient a, im kubischen Modell mit einem p-Wert
von 0,2715 jedoch nicht. Zudem ist der lineare Koeffizient im kubischen Modell
mit einem p-Wert von 0,000035 ebenfalls wieder statistisch signifikant. Insgesamt
ergab die statistische Modellselektion unter den oben aufgefuhrten Modellen,
dass nur das lineare Modell statistisch signifikant ist und den beobachteten

Zusammenhang angemessen beschreibt.

Die Berechnung des korrigierten Bestimmheitsmalles ergab fiur die
Plasmaproben 1-32 das Ergebnis R? = 0,9986. Dieser Wert zeigt eine sehr
geringe Varianz der abhangigen Variable (Signalintensitat) und unterstiutzt die
graphische Versuchsauswertung in ihrer Aussage. Es besagt, dass 99,86% der
Streuung durch das angenommene (lineare) Modell erklart wird. Fur die
betrachteten Modelle wurde durchgangig das Kkorrigierte/adjustierte
Bestimmtheitsmal betrachtet, um eine mogliche Uberanpassung (Overfitting)

erkennen zu konnen.

Im Einzelnen ergaben sich fur die Plasmaproben 33-62 folgende Werte:

Tabelle 15 Statistik der Linearitédt der Plasmaproben 33-62

Modeli- Teststatistik

Modell parameter IT| Kritischer Wert p-Wert
Linear a, 263,1479 t27.0975 = 2,0518 < 0,0001
. a, 1,7349 B 0,0946
quadratisch @ 148179 t26:0975 = 2,0555 < 10,0001
. as 0,6053 _ 0,5504
Kubisch a 0.6817 t25.0975 = 2,0595 0.5016

Auch hier ist der lineare Koeffizient des linearen und quadratischen Modells
statistisch signifikant, wahrend dies auf die Koeffizienten a, des quadratischen

und kubischen und des Koeffizienten a; des kubischen Modells nicht zutrifft. Die
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durchgefuhrte  statistische = Modellselektion  bestatigt den  linearen
Zusammenhang und damit die Angemessenheit des linearen Modells. Abbildung
9 zeigt den linearen Verlauf der untersuchten Proben in einer graphische
Darstellung. Das korrigierte Bestimmtheitsmal® der gezeigten Geraden betragt

R? =(0,9996, was den linearen Zusammenhang ebenfalls bestatigt.
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Abbildung 9 Linearitat der Plasmaproben 33-62

Die Regressionsanalyse zeigt eine Gerade, um welche die gemessenen Signalintensitaten
angeordnet sind. Die Abstande der Signalintensitaten zur Geraden entsprechen den Fehlern. Das
korrigierte Bestimmtheitsmal betragt R%wr. = 0,9996

FUr die Filterpapierproben 1-32 und 33-62 ist ein linearer Zusammenhang
ebenfalls nach dem beschriebenen Verfahren Uberpruft worden. Dabei konnte
die Linearitat bei den Filterpapierproben 1-32, die in Abbildung 10
wiedergegeben sind, fur Konzentrationen im Bereich von 538 ng/ml bis 910 ng/ml
nachgewiesen werden. Bei Einschluss weiterer vier Proben unterhalb der Grenze
von 538 ng/ml mit den Konzentrationen 360 ng/ml (Probe 32), 429 ng/ml
(Probe 17), 507 ng/ml (Probe 28) und 512 ng/ml (Probe 4) waren auch die
hochsten Koeffizienten im quadratischen und kubischen Modell signifikant.
Genauer ergab sich unter der genannten Einschrankung der Stichprobe fur den
linearen Koeffizienten a, des linearen Modells ein statistisch hoch signifikanter
p-Wert < 0,00001 (|T| = 223,5442 und t;4.975 = 2,0555). Der Koeffizient a, des
quadratischen Modells war mit einem p-Wert von 0,1385 (|T| = 1,5301 und
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t250975 = 2,0595) genauso wie der Koeffizient a; des kubischen Modells mit
einem p-Wert von 0,1604 (|T| = 1,4486 und t,, 975 = 2,0639) nicht statistisch
signifikant. Gleiches gilt fur den Koeffizienten a, des kubischen Modells mit einem
p-Wert von 0,1420 (|T| = 1,5183 und t,4 0975 = 2,0639). Der lineare Koeffizient
a, ist auch im quadratischen Modell (p-Wert < 0,00001) statistisch signifikant
(IT] = 14,8512 und t;5 9975 = 2,0595), so dass die durchgeflhrte Modellselektion
auch hier den linearen Zusammenhang bestatigt. Dies zeigt auch das korrigierte

Bestimmtheitsmal mit einem auRerordentlich hohen Wert von R? = 0,9996.

korr.
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Die Regressionsanalyse zeigt eine Gerade, um welche die gemessenen Signalintensitaten
angeordnet sind. Das korrigierte BestimmtheitsmaB betragt R%orr. = 0,9996.

Auch bei den Filterpapierproben 33-62 kann ein linearer Zusammenhang in
Konzentrationsbereichen von 475 ng/ml bis 744 ng/ml gezeigt werden. Mit einem

BestimmtheitsmaR von R? = 0,9992 ergibt sich auch hier ein hoher Wert.

korr.

Im Einzelnen ergaben sich fur die Filterpapierproben 33—-62 die nachfolgend

aufgefuhrten Werte:
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Tabelle 16 Statistik der Linearitat der Filterpapierproben 33-62

Modell px'::jneell-er Testsl.tTaltlstlk Kritischer Wert p-Wert
linear a, 190,0175 t27.0975 = 2,0518 < 0,0001
. a, 0,6552 B 0,5181
quadratisch @ 11.3280 t26:0975 = 2,0555 < 0,0001
. as 1,4382 _ 0,1628
kubisch a, 14634 t25.0975 = 2,0595 01558

Auch hier ist der lineare Koeffizient des linearen und quadratischen Modells

statistisch signifikant, wahrend dies auf die Koeffizienten a, des quadratischen

und kubischen und des Koeffizienten a; des kubischen Modells nicht zutrifft. Die

durchgefuhrte  statistische = Modellselektion  bestatigt

den

linearen

Zusammenhang und damit die Angemessenheit des linearen Modells. Abbildung

11 verdeutlicht das Ergebnis auf graphische Weise.
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Die Regressionsanalyse zeigt eine Gerade, um welche die gemessenen Signalintensitaten
angeordnet sind. Das korrigierte Bestimmtheitsmal betragt R2or. = 0,9992.

3.5.3 IGF-Il Recovery

Mit einem humanen rekombinanten Analyten wurde das Probenmaterial und

vergleichsweise der Probenpuffer, mit 1500 ng/ml NIBSC IGF-Il angereichert und
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gemal des Testsystemes eingesetzt. Die relative Wiederfindung wurde in Bezug
auf die Analytenkonzentration im PP berechnet. Eine relative Abweichung von
120% der Sollwerte galt als akzeptabel. Die gewonnenen Ergebnisse, die in
Tabelle 17 aufgelistet sind, zeigen maximale Abweichungen von +9%. Daraus
folgt, dass im ELISA E30 eine korrekte Wiederfindung des IGF-II problemlos
moglich ist.

Tabelle 17 IGF-Il Recovery (n = 3)

Sollwert Sollwert mit Gemessene Wiederfindung
[ng/ml] NIBSC [ng/ml] A Werte im E30 [%]
[ng/ml]

PP+NIBSC 1894

Probe 1 711 2605 2845 109
Probe 2 736 2630 2745 104
Probe 3 832 2726 2807 103

3.5.4 |IGF-Il Kreuzreaktivitat

Nachdem der Probenpuffer mit supraphysiologischen Konzentrationen der
Kreuzreaktvitatenproben (C-Peptid, Insulin und IGF-l) versetzt worden ist,
wurden die einzelnen Substanzen getestet. Die supraphysiologischen
Konzentrationen sollten gewahrleisten, dass eine Messung nicht aufgrund einer
zu geringen Probenmenge scheiterte. Die Kreuzreaktivitat gibt an, wieviel
Prozent der strukturverwandten Antigene fahig sind, anstelle des eigentlichen

Antigens, an den Zielanalyten zu binden.

Der Nachweis einer IGF-I Kreuzreaktivitat im E30 war trotz extrem hoher IGF-I|
Zugabe nicht mdglich. Das bedeutet, dass die im Assay gebundenen IGF-I
Mengen kleiner als die analytische Sensitivitat (0,027 ng/ml) des E30 war. Da
keine Konzentrationen messbar waren, wurde die analytische Sensitivitat als
Bezugsgrofle zur Ermittlung der maximal moglichen Kreuzreaktivitat in Tabelle

18 angenommen.
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Tabelle 18 Kreuzreaktivitat mit IGF-I

Zusatz IGF-l [ng/ml] Gemessene Konzentration | Anteil in [%]
[ng/ml]

250 0,027 0,011

750 0,027 0,004

1250 0,022 0,002

Die extrem niedrige Kreuzreaktivitat der IGF-II-AK mit IGF-I, ermoglicht das
Prinzip des Assays. Durch Uberschissige IGF-I Konzentrationen, werden
IGFBPs nach der Dissoziation durch den sauren PP blockiert und deren
Interferenzen im ELISA E30 unterbunden. Wie die Ergebnisse zeigten, stort der

notige IGF-1 Uberschuss die spezifische IGF-II Bindung nicht.

Auch die Erkenntnisse zur Kreuzreaktivitat des E30 mit dem C-Peptid, siehe
Tabelle 19, =zeigten eindeutige Ergebnisse. Aufgrund eines maximalen
Bindungsanteiles von 1,1% konnte eine Bindung von C-Peptid an den

Zielanalyten fur die Messungen vernachlassigt werden.

Tabelle 19 Kreuzreaktivitdt mit C-Peptid

Zusatz C-Peptid [ng/ml] Gemessene Konzentration | Anteil in [%]
[ng/ml]

500 0,099 0,02

100 0,121 0,12

10 0,110 1,10

Auffalligkeiten konnten bei den Insulinproben beobachtet werden. Tabelle 20
zeigt bei einer Insulinkonzentration von 1 ng/ml eine Bindungswahrscheinlichkeit
von 18,1% zwischen Zielanalyten und Kreuzreaktant. Wohingegen die Ubrigen
Konzentrationen, die um den Faktor 10 und 100 gréRer waren, keinen Hinweis
auf eine Kreuzreaktivitat (< 1,32%) gaben. Nlchterne Blutserumwerte von Insulin
liegen mit Konzentrationen zwischen 0,13-0,7 ng/ml unterhalb der als Proben

eingesetzten supraphysiologischen Mengen.
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Tabelle 20 Kreuzreaktivitat mit Insulin

Zusatz Insulin [ng/ml] Gemessene Konzentration @ Anteil in [%]
[ng/ml]

100 0,105 0,11

10 0,132 1,32

1 0,181 18,1
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4 Diskussion

4.1 Relevanz der Untersuchungen

Bei Tumorerkrankungen, wie beispielsweise Non-Hodgkin-Lymphomen,
Nephroblastomen und anderen soliden Tumoren, lassen sich veranderte
Serum- und Plasmakonzentrationen der Bestandteil des IGF-Systems
nachweisen. Die beschriebenen Tatsachen sind wissenschaftlich mehrfach
uberpruft und bestatigt (EIminger et al. 2001; Elmlinger et al. 1999; Mohnike et
al. 1995). Auf dieser Erkenntnis aufbauend, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Madglichkeit zur Erweiterung des ELISA E30 IGF-II Testverfahrens untersucht und
entwickelt. Neben dem eingesetzten ELISA E30 waren zur Methodenentwicklung
auch DBS unabdingbar. DBS auf Filterpapierkarten stellen eine gut etablierte und
valide Methode dar. Seit vielen Jahren werden DBS fir das
Neugeborenenscreening, zur Nahrstoffmangelerfassung, bei
Infektionskrankheiten und zum Nachweis von Wachstumshormonen
und -faktoren standardisiert eingesetzt (Guthrie und Susi 1963; Missler et al.
1994; Hoxie et al. 1992; Schitt et al. 2003). Das verwendete Filterpapier von
Whatman Schleicher und Schuell 903 gilt als anerkannter internationaler
Standard  (Schuatt et al. 2003). Physikalische Parameter wie
Luft-/ Wasserdurchfluss sowie Wasseraufnahme sind bekannt. Der lockere
Papieraufbau aus Baumwollinters kann Bluttropfen schnell aufnehmen
(Zabransky et al. 2001; Gakhar und Holodniy 2014).

4.2 IGF-Il Dysregulationen: Einordnung in den wissenschaftlichen Kontext

4.2.1 Fetale Dysregulation

In den vergangenen Jahren hat der Wissenszuwachs bezlglich des IGF-II
Vorkommens zu gehauften Messungen des Wachstumsfaktors gefiihrt. IGF-II
wirkt von der Embyonalentwicklung bis zum Erwachsenenalter auf eine Vielzahl
von Organen und Geweben regulierend (Livingstone 2013; Livingstone und Borai
2014). Livingstone und Borai (2014) forderten 2014 explizit in einem
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zusammenfassenden Artikel die Dringlichkeit der Anwendung der IGF-II
Messungen sowie eine Methodenoptimierung. Gestutzt waren deren Aussagen
auf eine Darstellung der Folgen von IGF-ll Dysregulationen. Ein Uberblick
hieriber und deren Nachweis durch den ELISA E30 werden im Folgenden
diskutiert:

Der IGF-Il Einfluss auf Interstitium, Lunge, Leber und Gehirn beim Kind und
Erwachsenen ist bereits intensiv untersucht. Der IGF-II Einfluss auf den Fotus ist
bisher ausschlieBlich an Tieren untersucht worden. Pranatal werden IGF-I,
IGF- Il und IGF-Rs um das 5 bis 8-fache, verstarkt exprimiert (Freier et al. 2005).
In utero unterstitzt IGF-Il das Wachstum des Mesoderms. Es vermittelt das
Einwachsen sowie die Proliferation der Trophoblasten in die
Gebarmutterschleimhaut und den Nahrungstransport. Eine IGF-Il Fehlregulation

zeigt sich in embryonaler Wachstumsverzégerung (Livingstone und Borai 2014).

Von theoretischer Seite aus ware die fetale |IGF-II Bestimmung nach einer
Cordozentese im E30 durchflhrbar, wohingegen Fruchtwasser, laut Hersteller,
im Assay nicht untersucht werden kann (Mediagnost Gesellschaft flr Forschung
und Herstellung von Diagnostika GmbH, Testanleitung 2007). Durch Punktion
der Vena umbilicalis kann Nabelschnurblut gewonnen und zur Diagnostik
verwendet werden. Abzuwagen sind die 1-2%igen Abortraten sowie die
Punktionsrisiken, wie z.B. intrauterine Infektionen oder vorzeitiger Blasensprung.
Das Risiko im Vergleich zum Nutzen, muss fur den Foétus individuell abgewogen
werden (Strauss 2008).

Genetische Dispositionen konnen sich auf die folgende Generation auswirken.
Deutlich wird dies bei Neugeborenen von adipésen Muttern. Erhdhte IGF-II
Spiegel im Nabelschnurblut wirken sich positiv auf das Geburtstgewicht des
Sauglings aus. Hingegen kann Fettleibigkeit des Vaters zu Mutationen des
IGF 2-Gens fuhren. Infolge dessen wird der fetale Stoffwechsel beeintrachtigt
(Hoyo et al. 2012). Anwendbar ist der E30 fir die IGF-Il Messung aus
Nabelschnurblut auf DBS. Eine praktische Anwendung der Untersuchung ware
moglich und konnte erganzend zum Neugeborenenscreening durchgefuhrt

werden. Sollte bereits zu diesem Zeitpunkt eine maligne Entartung oder
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Pradisposition vorliegen, wird ein verminderter IGF-lIl Wert gemessen werden
(Mohnike et al. 1995), wohingegen bei einem erhdhten Geburtsgewicht ein

erhohter IGF-Il Wert zu erwarten ware.

Tierexperimente in Feten zeigten, dass die IGF-ll Konzentrationen sowie eine
Uberexpression von IGF2-R als Pravalenz fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen
gelten. Proliferation und Hypertrophie der Kardiomyozyten sind die auslésenden
Faktoren (Wang et al. 2011).

4.2.2 Adulte Dysregulation

Prapubertar ist bei gesunden Frauen IGF-II in den Ovarien nicht nachweisbar.
Wahrend der Pubertdt kommt es ausschlieBlich zu einem lokalen
Konzentrationsanstieg. Nach Abschluss der Pubertat manifestieren sich
konstante IGF-II Blutwerte. Eine zyklusabhangige Veranderung der IGF-II
Spiegel ist unphysiologisch (EI-Roeiy et al. 1993). Um eine mogliche
zyklusbedingte Veranderung nachzuweisen, wirde sich die Verwendung der
entwickelten Methode anbieten. Aufgrund der bestatigten DBS Lagerstabilitat
von zehn Tagen kénnten mit Hilfe des ELISA E30 direkte Vergleiche Uber das
Verhalten der IGF-Il Konzentrationen des genannten Zeitraumes erhoben
werden. In Anbetracht dessen, dass der am haufigsten todlich verlaufende Tumor
der Frau das Ovarialkarzinom ist, fur welches IGF-Il ein molekularer Marker
darstellt (Sayer et al. 2005), waren auch hierflr langere Beobachtungszeitraume

von Nutzen.

Einen weiteren groRen Anwendungsbereich des E30 stellen die NICTH dar.
Aktuell wird vermutet, dass viele IGF- 2- oma assoziierte Tumore immer noch
unbemerkt bleiben. Insbesondere, da hypoglykdmische Zustande oft mit
Diabetes oder Fastenzustanden diagnostiziert werden (Brabant et al. 1998).
Hypoglykamische Symptome, etwa mentale Veranderungen, werden daher
haufig fehlinterpretiert. Es ist erforderlich, das allgemeine Bewusstsein zu
sensibilisieren, in Anbetracht der Tatsache, dass IGF-Il als onkogener
Wachstumsfaktor auftritt. Bei Erkrankungen mit Personlichkeitsveranderungen
unklaren Ursprungs, sollte die Abklarung eines entarteten IGF-ll Spiegels in

Betracht gezogen werden (Dahiya et al. 2013).
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Da die IGF-Il Konzentrationen bei einigen systemischen Erkrankungen verandert
sind, konnen durch die Ermittlung im E30 fruhzeitig Ruckschlisse auf die
Prognose der Krankheit gezogen werden. Gesteigerte IGF-Il Konzentrationen
gelten als Pradisposition fur die Entwicklung von Typ-I Diabetes. Dies darf nicht
mit den klinischen Parameter von Typ-l Diabetikern verwechselt werden. Im
Blutbild von Typ-l Diabetikern werden erniedrigte freie IGF-Il Werte
nachgewiesen, wohingegen die totale |IGF-II Konzentration unverandert ist
(Frystyk et al. 1999). Osteoporose Patienten werden Ublicherweise mit
Glucocorticoiden behandelt, die die IGFBP-1 Produktion erhéhen. Daraus
resultiert eine IGF-II Reduktion. IGF-Il Messungen konnen hier als

Frakturvorhersage genutzt werden (Minuto et al. 2005).

Die vorangegangenen Beispiele offenbaren die Tragweite von [IGF-I
Veranderungen. Es wird deutlich, dass die entwickelte Methode in der Lage ist,
einen breiten Anwendungsbereich abzudecken. Die Extraktion von IGF-Il aus
DBS sowie die totale IGF-lIl Konzentrationsmessung, sind mit dem E30
verlasslich, schnell und unkompliziert durchfihrbar. Durch die Nutzung von DBS
ist es mdglich, Proben fir die Diagnostik in weit entfernte Regionen zu
verschicken. Lediglich die Moglichkeit zur Blutabnahme und ein Zugang zur Post,
mussen gewahrleistet sein. Damit relativiert sich das von Seeber et al. (1998)
beschriebene Problem, dass IGF-Il Testverfahren nicht auf der ganzen Welt zu
finden sind. Hingegen ist die Ermittlung des IGF 2-Gens und der
Vorlauferproteinen im E30 ausgeschlossen. Aus diesem Grund kann der E30
nicht als universeller Test eingesetzt werden. Freies IGF-II, gebundenes IGF-II
sowie big-IGF-Il sind meist bei onkogenen Erkrankungen erhoht (Frystyk et al.
1998). Des Weiteren kann wegen der alleinigen Veranderung des IGF-Il Wertes
nicht mit hundertprozentiger Sicherheit eine Erkrankung bestatigt oder
ausgeschlossen werden. Beispielsweise konnte in Untersuchungen zur
extrapankreatischen Tumorhypoglykdmie nachgewiesen werden, dass bei einer
Mehrzahl der Erkrankten die big-IGF-Il Konzentrationen erhoht waren,
wohingegen gleichzeitig die IGF-Il Werte verringert gemessen wurden (Zapf et
al. 1992). Auch Teale und Marks (1990) betrachteten in Untersuchungen,
aufgrund der aufgefuhrten Problematik, weitere IGF-Il Interaktionen, wie das
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Verhaltnis von IGF-Il zu IGF-l. Oftmals kann dieses auf eine maligne
Entartungen, wie z.B. NICTH, hindeuten. In solchen Fallen ist der IGF-II
Plasmaspiegel nicht oder nur geringfiigig erhdht, wohingegen der IGF-I Spiegel
sowie die GH-Konzentration deutlich zu gering ausfallen. Die IGF-Il Werte sind
dadurch, in Relation gesehen, erhdht und auffallig. Aus diesem Grund sollte bei

Untersuchungen stets das Verhaltnis von IGF-I zu IGF-Il betrachtet werden.

4.3 Missbrauch von Wachstumshormon und dessen Auswirkungen auf das IGF
System
Neben physiologischen IGF-II Effekten gibt es Fallkonstellationen, die eine IGF
Erhéhung klnstlich herbeifiihren. Dazu zahlt der Gebrauch von GHs beim
Doping. GHs wirken sowohl direkt als auch indirekt tber IGF-l und IGF-II. Im Blut
gedopter Sportler kdnnen erhdhte IGF-Werte nachgewiesen werden (Schanzer
und Thevis 2007). Der Nachweis von Dopingmissbrauch ist schwierig, da GHs
eine sehr kurze HWZ von 20-25 Minuten haben. Die HWZ von gebundenen
IGF-1l, ist mehrere Stunden lang. Die HWZ wird beim Doping zusatzlich
verlangert, da neben den IGF-Il Spiegeln auch die IGFBP-2 Konzentrationen
ansteigen (Doenecke und Karlson 2005). AuRerdem kann bei exzessivem
Abusus phanotypisch ein Akrenwachstum beobachtet werden (Abellan et al.
2008). Dementsprechend kann die Bestimmung des IGF-II Spiegels ein Indiz flr
einen Missbrauch sein. Zum vereinfachten Nachweis wirde sich solch eine

Uberprifung mit DBS und dem E30 durchfiihren lassen.

4.4 Diskussion der eigenen Ergebnisse

4.4.1 |IGF-ll Gewinnung aus DBS

Unter Beachtung der genannten Besonderheiten stellen die aufgefuhrten
Ergebnisse eine verlassliche Messmethode von DBS aus Filterpapier dar. Aus
den Filterpapierkarten von 62 Proben konnten, unter Anwendung der
Regressionsanalyse nach Passing-Bablok, IGF-lIl Plasmawerte von 94%

gewonnen werden. Eine Korrelation zwischen den DBS-Messungen und der
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Plasmakonzentrationen ist mit r = 0,872 und einer Signifikanz von p < 0,0001
akzeptabel. Mittels Passing-Bablok Regressionsanalyse konnte ein
systematischer und proportionaler Fehler des Verfahrens ausgeschlossen
werden. Der Cusum Linearitatstest zeigte ebenfalls keine signifikante
Abweichung der Messmethoden (Passing und Bablok 1983). Bezugnehmend auf
die Ergebnisse des Bland-Altman-Plots konnte eine Abweichung von +20% nicht
eingehalten werden. Betrachtet man die statistischen Ergebnisse, so lehnt der
Plot die Nullhypothese ab und kann keine Aquivalenz der beiden Verfahren
nachweisen. Die Obergrenze weicht innerhalb eines 95%igen Cl mit +23% um
+3% von dem medizinisch festgelegten Limit ab. Ein Uberschreiten von +3% ist
aus klinischer Sicht bzw. fur den einzelnen Patienten als eher unproblematisch
einzuschatzen. Betrachtet man die extrem hohen IGF-II Konzentrationen bei
Tumoren, so sind +23%, anstelle von +20% Abweichung, vertretbar (Dynkevich
et al. 2013). Das Einfigen eines Korrekturfaktors in den Bland-Altman-Plot stellt
eine weitere Madoglichkeit der Testanpassung dar. Bei der Passing-Bablok
Regressionsanalyse sind 94% der Plasmawerte in DBS gemessen worden.
Damit fehlen 6% fir eine 100%ige Messung. Betrachtet man die Werte des
Bland-Altman-Plots, so sind auch hier die fehlenden 6%, als Abweichung des
Mittelwertes zu finden. Da die angewendeten statistischen Verfahren sehr
sensitiv sind und eine Abweichung des Mittelwertes von +6% akzeptabel ist, ist
es moglich die Differenz der beiden Messverfahren durch einen konstanten
Korrekturfaktor zu berucksichtigen. Der zugrunde liegende proportionale Fehler
wird durch die Korrektur des Mittelwertes ausgeglichen. Daraus ergibt sich flr
diesen ein Wert von 0%, anstelle von +6%. Folglich wirden sich die
Konfidenzgrenzen auf £17% verandern und damit dem Limit of Agreement
entsprechen. Aus statistischer Sicht erscheint diese Korrektur sinnvoll,
insbesondere da mithilfe der Messergebnisse der Passing-Bablok
Regressionsanalyse die Berechnung des Bland-Altman Plots moglich ist (Carey
2005).

Dartber hinaus sind die DBS-Proben mindestens bis zu 10 Tage nach
Probengewinnung, bei Lagertemperaturen zwischen -20°C bis +37°C, ohne

relevante Veranderung stabil. Die minimal zu beobachtenden Effekte differierten
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innerhalb von £10% zum Ausgangswert. Auf postalischem Weg ist ein Versand
unter diesen Bedingungen ohne Verfalschung der Messergebnisse maoglich.
Kritisch betrachtet werden muss, dass insbesondere im Hochsommer, +37°C
wahrend des Transports nicht auszuschlie3en sind. Resumierend gilt, dass im
Hinblick auf Deutschland eine uneingeschrankte Empfehlung fir die
DBS-Ubermittlung per Post, nur bei entsprechenden Temperaturen gegeben
werden kann. In Bezug auf die Extraktion von IGF-Il aus DBS mit PP, sind
Temperaturen zwischen +4°C bis +37°C unproblematisch. Im Vergleich zu den
Beschreibungen anderer Autoren, die ahnliche Methoden flir die Extraktion, z.B.
von IGF-| aus DBS untersucht haben, sind die gewonnenen Ergebnisse ebenfalls
zufriedenstellend. Jones (2001) gelang es 2001 zwischen 92-107% IGF-I aus
DBS, verglichen mit den korrespondierenden Blutproben zu gewinnen. Fur die
Methodenkorrelation wurden mit r = 0,98 und p < 0,0001 noch bessere und
eindeutigere Ergebnisse erzielt. Bezuglich der Lagerungszeiten der Filterpapiere
wichen auch hier die Konzentrationsveranderungen bei -20°C, +4°C und RT um
nicht mehr als 10% von der Ausgangsmessung ab. Allerdings erstreckte sich der
beobachtete Zeitraum auf 40 Tage und nicht, wie hier untersucht, auf zehn Tage.
Dartber hinaus unterscheiden sich die Untersuchungen bezuglich der
Blutproben. Jones fuhrte alle Versuche mit Kapillarblut aus der Fingerbeere

durch.

Unterschiedliche Methoden zur optimierten Durchfiihrung der IGF-II Gewinnung
in Bezug auf Verdinnung, Schittelfrequenz und Extraktionszeiten, brachten
keinen Mehrgewinn hervor, sodass die Herstellerangaben flr den vorgegebenen
ELISA moglichst unverandert beibehalten wurden. Im Gegensatz zu den hier
ermittelten Ergebnissen beschrieben Diamandi et al. (1998), dass eine Anderung
der PP-Menge, d.h. des Verdinnungsverhaltnisses, keine Veranderungen der

Extraktionskonzentration ergaben.
4.4.2 Storeffekte auf DBS

4.4.2.1 Interferenzen in DBS
Interferenzen wurden durch die Zugabe der physiologischen EinflussgroRe TAG

getestet, die mit einer triglyzeridahnlichen Substanz nachgeahmt wurde. Als
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solche Substanz wurde ClinOelic 20% der Firma Baxter eingesetzt.
Handelsublich wird ClinOelic 20% als Fettzufuhrpraparat zur kinstlichen
Ernahrung eingesetzt. Es enthalt 4 g ungesattigte Fettsauren in Form von Oliven-
und Sojadl sowie 47 mg/ml Phospholipide. Diese sind aufgebaut aus Eilecithin,
Glycerol und Natriumoleat (Baxter Deutschland GmbH 2014). Das Ergebnis zeigt
eine klare Tendenz dahingehend, dass TAGs (< 66,67 ng/ml) keinen Einfluss auf
die IGF-Il Konzentration haben. Aussagen Uber die Auswirkung hoherer
TAG-Konzentrationen koénnen nicht getroffen werden. Die eingesetzte
Konzentration entspricht einer niedrigeren physiologischen Menge. Laut
Empfehlungen der American Heart Association gelten TAG-Konzentrationen
< 150 mg/dl als physiologisch (Fritschka 2009). Da es sich um ein synthetisches
Praparat handelt, koénnen die Ergebnisse nicht uneingeschrankt auf
physiologische Vorgange ubertragen werden. Andere Ergebnisse zeigten einen
signifkanten Einfluss von TAG auf die humanen GH Messungen. Allerdings
wurden in den zitierten Untersuchungen keine Nahrungserganzungsmittel,
sondern wasserfreies Butterfett als TAG-Praparat verwendet. Diese
Materialabweichung kénnte der Grund sein fur die unterschiedlichen Ergebnisse
bzgl. des Triglyzerideinflusses bei Immunassays (Langkamp et al. 2008).
Einflusse von Bilirubin und Prolactin wurden nicht ermittelt. Folglich ist hierzu

keine Aussage moglich.

Diskutiert wird auch, ob die Durchfihrung der Blutentnahme bei DBS eine Rolle
spielt. Die Verwendung von Heparin-, Citrat- und EDTA-Blut wurde in der
Literatur Uberpruft. Bisher aber konnten die Ergebnisse nicht fur die
verschiedenen Immunassayarten vereinheitlicht werden. Beschrieben wird, dass
je  nach eingesetztem Immunassay, Heparinproben zu leichten
Messverfalschungen, bis hin zur volligen Assay-Inhibition fihren (Gakhar und
Holodniy 2014). Citratproben zeigen keinerlei Einfluss auf die Messergebnisse
von Immunassays. Selbiges gilt, bis auf wenige Ausnahmen, fir EDTA-Proben.
Teilweise wurde eine ungleichmallige Blutvolumenverteilung in EDTA-DBS
nachgewiesen. Bei Einhaltung, der fur hamatologische Untersuchungen
vorgegebenen Materialmengen sowie fur deren erlaubte Anwendungsbereiche,

sind keine Messverfalschungen zu erwarten (Gakhar und Holodniy 2014; Janzen
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et al. 2007). Versuche, die einen direkten Vergleich zwischen Kapillarblut- und
EDTA-Vollblutproben in einem IGF-I-ELISA darstellen, zeigten keinerlei
Messunterschiede (Diamandi et al. 1998). Dem gegenuber stehen Erkenntnisse,
die reines Vollblut zur Probengewinnung bei Anwendung von
immunfluoreszierenden Assays voraussetzen. Bei Verwendung von
EDTA- sowie Citratproben, wurden falsch-positive oder falsch-negative
Ergebnisse fur Fluoreszenzimmunassays gemessen (Holtkamp et al. 2008;
Janzen et al. 2007; Kohek et al. 2002). Auch fur das ubiquitar angewendete
Neugeborenenscreening sind keine EDTA-Proben zugelassen, da diese
falsch-negative Befunde des thyreoidea-stimulierenden Hormons (TSH),

17-OH-Progesteron und Galaktosamie bewirken (Harms und Olgemoller 2011).

Aufgrund der aktuellen Datenlage kann abschlielend keine eindeutige
Empfehlung zur Art der Blutentnahme gegeben werden. Daher sollten, um
modgliche Messverfalschungen auszuschliel3en, reine Vollblutproben fir DBS
verwendet werden. Fur die Serum- und Plasmaproben sind EDTA, Heparin und
Citrat als Zusatze fur die Bestimmung in ELISA’s uneingeschrankt geeignet. In
den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden kommerziell erworbene Proben
eingesetzt. Zur Probenpraparation von DBS wird hier, im Gegensatz zu
Plasma- und Serumproben, Vollblut ohne Gerinnungshemmer angewendet. Die
Richtigkeit der kommerziell erworbenen Proben wurde vorausgesetzt — es fand
keine Uberpriifung der Herstellerangaben statt. Bei den korrespondierenden
Plasmaproben handelte es sich um ausgewiesene EDTA-Plasmaproben. Laut
Herstellerangaben konnen EDTA-, Heparin- und Citrat-Plasmaproben
problemlos eingesetzt werden (Mediagnost Gesellschaft fir Forschung und
Herstellung von Diagnostika GmbH, Testanleitung 2007). Daher sind die
erzielten Ergebnisse, in Bezug auf den Einfluss der genannten Zusatzen,

nachweislich fehlerfrei.

4.4.2.2 Limitation des Testverfahrens bzgl. des Hamatokritwertes
Auf altere Radioimmunoassay (RIA)-Untersuchungsergebnisse basierend,
wurden die DBS Proben — so weit moglich — mittig entnommen. Maogliche

chromatografische Effekte oder Diffusionsfehler sollen so vermieden werden.
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Denn in den vorliegenden Daten nahmen die chromatografischen Effekte in DBS
von der Mitte zum Rand hin um 12-15% zu. Somit wird die hochste
Reproduzierbarkeit der DBS Messungen ermdglicht, wenn mittig gestanzt wird
(Schitt et al. 2003). Zu beachten ist, dass bei den in dieser Arbeit durchgeflhrten
Versuchsreihen nicht alle Stanzlinge exakt mittig aus den DBS entnommen
werden konnten. Zur Uberpriifung der Assayergebnisse war es erforderlich,
mehrere Stanzlinge aus ein und derselben DBS Probe zu verwenden. Das
mdgliche Auftreten chromatografischer Effekte oder Diffusionsfehler, war in
diesen Versuchen, der Notwendigkeit, mehrere Vergleichsmessungen aus einer

einzigen DBS-Probe zu erheben, untergeordnet.

Basierend auf Erkenntnissen bekannter, vergleichbarer Studien wurde
angenommen, dass Hamatokritwerte zwischen 31— 60% keinen signifikanten
Einfluss auf DBS-Messungen haben. Proben mit hdéheren oder geringeren
Hamatokritwerten sollten nicht verwendet werden (Hoffman et al. 1996).
Hamatokritwerte sind geschlechterspezifisch unterschiedlich. Im normalen
Bereich liegen bei Frauen die Werte zwische 36—-45%, bei Mannern etwas hoher,
zwischen 42-50% (Behrends 2017). Der vorgegebene Hamatokritbereich ist
weitgefasst, sodass selbst unphysiologische Werte nur in Ausnahmefallen eine
Ergebnisverfalschung bewirken (Denniff und Spooner 2010). Abnorme Werte
sind bei Erkrankungen des Herzens, der Lunge oder der Nieren zu beobachten.
Auch der Missbrauch beim Doping fluhrt zu einer Hamatokriterhdhung.
Hamatokritsenkend wirken beispielsweise Anamien und eine Uberwasserung
des Korpers (Hokema et al. 2008). Alle in der vorliegenden Arbeit eingesetzten
Proben wurden nicht auf ihren Hamatokritwert untersucht. Da das
Probenmaterial von kommerziellen Blutbanken bezogen wurde, wurde
angenommen, dass die Hamatokritwerte innerhalb der physiologischen Grenzen

liegen.
4.4.3 ELISA E30 Leistungsdaten

4.4.3.1 Prazision und Reproduzierbarkeit im ELISA E30
Die  Genauigkeit der Messergebnisse hangt weniger von den

Assayeigenschaften als vielmehr vom menschlichen Einfluss ab. Der ELISA E30
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ist namlich in der Lage, selbst geringste Konzentrationen von IGF-II aufgrund
seiner hohen Sensitivitdt (0,027 ng/ml) zu messen. Limitierend auf die
Messergebnisse wirken daher vor allem Pipettierungenauigkeiten und
verunreinigte Proben. Inter- (< 4,6%) und Intra-Assay-Varianzen (< 6,2%) wurden
unterhalb der Herstellerangaben bestimmt. Die niedrigen Variationskoeffizienten
zeigen, dass eine geringe Streuung der Werte und folglich eine hohe
Messprazision des Testsystems nachweisbar sind (Kromidas 2011). Die
Wiederfindung von IGF-Il variierte zwischen 103-109%. Generell haben
kommerzielle ELISA’s hervorragende Leistungsdaten. Auch wissenschaftliche
Arbeiten von Langkamp et al. (2008) konnten bei der Verwendung des
herstellergleichen ELISA E022 bei der DBS-Messung von GH, vergleichbar
Uberzeugende Assaycharakteristika verzeichnen: Sensitivitat (0,0016ug/l),
Inter- (< 5,98%) und Intra-Assay-Varianz (< 3,56%) und Recovery (> 89,5%). Bei
der Betrachtung der Recovery Versuche zeigen beide Assays eine hohe
Prazision, auch wenn im E30 mehr (> 100%) und im E022 weniger (< 100%)
gesuchte Konzentrationen wiedergefunden wurden. Die Messwerte bestatigen,

fur sich gesehen, eine hohe Assayverlasslichkeit.

Die korrekte Probenlagerung und das Durchfiuhren von Gefrier-/ Tauzyklen
beeinflusst die Messungen. Das wiederholte Auftauen von Proben sollte auf ein
Minimum reduziert werden. Aus diesem Grund durchliefen alle Materialien nicht
mehr als drei Gefrier-/Tauzyklen, bevor sie entsorgt wurden. Auflderdem sind, wie
in der Literatur verzeichnet, die Temperaturbedingungen wahrend der
Testdurchfuhrung ausschlaggebend. Der Hersteller des ELISA E30 empfiehlt die
Messungen bei RT durchzufihren sowie Gefrier-/Tauzyklen, durch
Probenaliquotierung, zu minimieren (Schneider und Grandke 2012; Mediagnost
Gesellschaft fur Forschung und Herstellung von Diagnostika GmbH,
Testanleitung 2007). Betrachtet man die durchgefiihrten Versuche zur Extraktion
von IGF-Il aus DBS-Proben, kann allerdings kein signifikanter Unterschied der
Konzentrationen bei Temperaturen zwischen +4°C bis +37°C festgestellt werden.
Die maximale Abweichung der extrahierten Konzentrationen vom Sollwert, nach
Extraktion bei +37°C und anschlieliender Messung im E30 bei RT, zeigte sich
mit +3,5%. Die Empfehlung der E30 Packungsbeilage ist eine Messung bei RT.
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Da die Messergebnisse der Extraktion mit folgender E30 Messung bei RT mit
+0,4% die geringsten Schwankungen auwiesen, wurde fur die DBS Extraktionen

festgelegt, diese bei RT durchzufuhren.

Die Linearitatsversuche der Plasmaproben dienten der Uberpriifung des
kommerziellen ELISA E30-Testkits. Die erhobenen Daten belegen die
angenommenen Herstellerangaben. Wie in der Literatur beschrieben, wurden
auch bei den durchgefuhrten Versuchen die geringsten Schwankungen des
Messsignals bei RT konstatiert (Schneider und Grandke 2012). Des Weiteren gilt
fur den E30, dass bei den genannten Bedingungen sowie bei einer 1:401
Verdunnung, ein direkt proportionaler Zusammenhang zwischen Messsignal und
Analytenkonzentration besteht. Das lineare Verhalten ist ein weiterer Ausdruck
fur die hohe E30 Testprazision und fur die Ermittlung verlasslicher Ergebnisse.
Das lineare Verhalten der Filterpapierproben wurde nachweislich gezeigt.
Einschrankend qilt, dass fur Konzentrationen < 512 ng/ml, widersprichliche
Beobachtungen gemacht wurden. Wahrend fur die Filterpapierproben 1-32
unterhalb einer IGF-Il Konzentration von 512 ng/ml keine Linearitat nachweisbar
ist, verhalten sich die Filterpapierproben 33—62 bereits ab Konzentrationen von
369 ng/ml linear. Die sich gegentberstehenden Versuchsergebnisse zeigen,
dass grundsatzlich auch eine Linearitat bei geringen IGF-Il Konzentrationen
nachweisbar ist. Da sich die voneinander abweichenden Ergebnisse auf niedrige
IGF-Il Werte beschranken, erscheinen als Erklarungsansatze Verdiinnungs- oder
Pipettierfehler unwahrscheinlich. Solche Fehler waren auf alle Proben verteilt.
Festzuhalten ist somit, dass das untersuchte Probenmaterial von verschiedenen
anonymen Spendern stammt. Storsubstanzen wie Bilirubin, Hamoglobin oder
Triglyzeride konnen daher nicht ausgeschlossen werden (Dimeski 2008).
Wissenschaftlich untersucht ist der High-dose-hook-Effekt in Sandwich-ELISA’s
zum Nachweis von AK, der z.B. bei unphysiologisch hohen Prolactin- und
GH-Werten auftritt und zu falsch niedrigen Messwerten fuhrt (Werder 2005).
Ebenfalls ist in der vorliegenden Arbeit das Verhalten der genannten Substanzen,
die einen High-dose hook Effekt verursachen konnen, auf die IGF-Il Messung
nicht bekannt. Weiterhin ist lediglich gesichert, dass TAG-Konzentrationen

< 66,67 ng/ml Messveranderungen ausschlielRen. Vor der endgultigen klinischen
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Anwendung des Tests erscheint eine erneute Abklarung bzgl. des linearen

Verhaltens von niedrigen IGF-ll Konzentrationen sinnvoll.

4.4.3.2 Kreuzreaktivitaten im ELISA E30

Es konnte keine Kreuzreaktivitat zwischen C-Peptiden, Insulin oder
IGF-I-Proteinen und dem ELISA E30 festgestellt werden. Da alle drei Substanzen
eine grofRe strukturelle Ubereinstimmung mit dem Zielanalyten IGF-Il haben, war
eine Abklarung notig. Als einzige Ergebnisabweichung ist die Abhangigkeit der
IGF-Il Konzentrationsbestimmung bei einem Insuligehalt von 1 ng/ml zu
erwahnen. Hier wurde eine Kreuzreaktivitat von 0,181 ng/ml gemessen, d.h. der
AK ist in 18,1% der Assayproben eine Bindung mit Insulin anstelle des
Zielanalyten IGF-II eingegangen. Dies steht im Gegensatz zu den Messungen
der Ubrigen eingesetzten Insulinkonzentrationen, die um den Faktor 10 und 100
grolRer waren und keinen Hinweis auf eine Kreuzreaktivitat (< 1,32%) geben. Da
ausschlieflich ein einziger Wert von den Ubrigen Ergebnissen abweicht, muss
hier ein Mess-, Verdlinnungs- oder Pipettierfehler vorliegen. Daher wurde der
entsprechende Wert nicht berucksichtigt. Generell sind kommerzielle
Immunassays mit ihren Bestandteilen und deren Vorbehandlung so optimiert,
dass Kreuzreaktivitaten aullerst selten vorkommen. Dies gilt insbesondere fir
nicht kompetitive Immunassays, zu denen auch der E30 zahlt. Kompetitive
Assays, die lediglich einen AK beinhalten, sind haufiger von Kreuzreaktivitaten
betroffen. Diese werden allerdings in den Herstellerangaben eindeutig
gekennzeichnet (Langkamp et al. 2008; Rauch et al. 2005). Der ELISA E30 ist,
laut Mediagnost GmbH, IGFBP blockiert. Die extrem geringe Kreuzreaktivitat des
IGF-II-AK mit IGF-I wird genutzt, um nach der Komplexdissoziation von IGF-II
und IGFBP durch Ansauerungsschritte, freiwerdende IGFBPs durch IGF-I zu
blockieren (Mediagnost Gesellschaft fir Forschung und Herstellung von
Diagnostika GmbH, Testanleitung 2007). Demzufolge bestatigen die

gewonnenen Ergebnisse des E30 die Angaben des Assayherstellers.
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4.5 Ausblick
Folgende Aspekte sind kritisch zu sehen und konnen daher die Grundlage fur

weitere Untersuchungen sein:

1.

Die positiven Resultate gelten spezifisch fur den IGF-Il ELISA E30 der
Firma Mediagnost. Fur diesen Assay wurde eine Methode zur Messung
der IGF-1l Konzentration aus DBS entwickelt.

Weitere Versuche mittels RIA kdnnten den Wissensstand erweitern. Auch
der Einsatz anderer Primar- und Detektor-AK und den somit modifizierten
Assaycharakteristika, kdnnten neue Erkenntnisse hervorbringen.

Zur Erweiterung der Flexibilitat des Verfahrens kdnnte die Probenstabilitat
fur mehr als 10 Tage getestet werden.

Die Probengewinnung lasst noch Optimierungsschritte offen,
beispielsweise die Blutentnahme aus der Fingerbeere. Die IGF-II
Bestimmung wirde auf diese Weise aus Kapillarblut ermittelt werden. Die
Patienten konnten selbst zu Hause Proben erstellen und per Post
verschicken. Zeitliche, personelle und finanzielle Einsparungen konnten
dadurch verwirklicht werden.

Aufgrund der widersprichlichen Linearitatsergebnisse in Bezug auf
niedrige IGF-Il Konzentrationen ware vor der klinischen Anwendung eine
erneute Untersuchung geringer Konzentrationen empfehlenswert.

Der Einfluss weiterer physiologischer EinflussgroRen, wie Bilirubin,

Prolactin und Hamoglobin, kdnnte untersucht werden.

4.6 Schlussfolgerung

Auf

die Fragestellung der Arbeit bezogen, lassen sich folgende

Schlussfolgerungen ziehen:

Basierend auf dem Stand der Wissenschaft zur Messung von IGF-I aus
DBS mittels ELISA, konnte ein effizientes Verfahren fir die |IGF-II
Bestimmung entwickelt werden. Der ELISA E30 ist ein konventioneller
Immunassay und ein  verlassliches Testsystem fur den

Konzentrationsnachweis von IGF-II.
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Die vorliegenden Resultate sind speziell auf den ELISA E30 zu beziehen.
Mit dem PP dieses Assays kann verlasslich humanes IGF-Il aus DBS
extrahiert werden. Daran anschlieRend kann der E30 ohne Modifikationen
der Assaybestandteile nach Herstellerangaben durchgefuhrt werden.

Als erfolgreich gelten Messungen dann, wenn die Ergebnisse nicht mehr
als £20% von den ermittelten Sollkonzentrationen abweichen. In Bezug
auf Extraktionszeiten, Schuttelfrequenzen und Temperatureinflisse ist der
ELISA E30 unanfallig. Die Untersuchungen haben gezeigt, dass
Extraktionszeiten von 0,5h bis zu 2h auf die Messungen geringe, zu
vernachlassigende Auswirkungen zeigen.

Ahnlich verhalt es sich bei den Schittelfrequenzen. Zu empfehlen sind
350 rpm. Sofern dies nicht umsetzbar ist, sind Frequenzen zwischen 0 rpm
bis 800 rpm akzeptabel.

Sowohl Extraktionstemperaturen von +4°C bis +37°C als auch
Lagertemperaturen zwischen -20°C bis +37°C haben auf DBS keine
nachteiligen Auswirkungen. Innerhalb dieses Temperaturbereiches sind
die DBS flur 10 Tage lagerstabil.

Mit Ausnahme des Hamatokriteinflusses auf die DBS-Messungen,
konnten keine weiteren physiologischen Faktoren die Extraktionseffizienz
beeinflussen.

Die Leistungsdaten des E30 verdeutlichen die optimalen Eigenschaften
des Testsystems. Die hohe analytische Sensitivitdt ermoglicht es auch,
geringste IGF-II Konzentrationen nachzuweisen. Das lineare Verhalten
der ermittelten  DBS-Konzentrationen zu den  gemessenen
Signalintensitaten wurde fur IGF-Il Konzentrationen > 512 ng/ml eindeutig
bestatigt. Kreuzreaktivitdten mit IGF-I, Insulin oder C-Peptid, konnten
ausgeschlossen werden. Die Inter- und Intra-Assay-Varianz entsprechen

den fUr Immunoassays ublichen Werten.

Im Allgemeinen bringen die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse
praktische, finanzielle sowie wirtschaftliche Vorteile. Die Menge des nétigen
Probenmaterials kann im Vergleich zur bisherigen Anwendung von Serum- oder

Plasmaproben deutlich reduziert werden. Fur die Probenpraparation sind wenige
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Bluttropfen  ausreichend. Zukunftige Untersuchungen konnen  damit
minimalinvasiver und patientenfreundlicher gestaltet werden. Kostenaufwandige
Gefriertrocknungsprozesse oder das Einhalten kontinuierlicher Kihlketten, wie
es bei Blutproben noétig ist, sind obsolet. Filterpapierkarten sind Gber mehrere
Tage stabil. Der Probenumgang wird flr alle Beteiligten — Patienten, Arzt und das

beauftragte Labor — erleichtert.
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5 Zusammenfassung

Der Insulin-dhnliche Wachstumsfaktor [l (IGF-1l) beeinflusst in der
Embryogenese die frihe Zellentwicklung sowie postnatal die Knochen-, Muskel-
und Organentwicklung. IGF-Il ist zu 67% strukturhomolog zum Insulin-ahnlichen
Wachstumsfaktor | (IGF-1). Der IGF-I hat postnatal malRgeblichen Einfluss auf
das Langenwachstum von Kindern. IGF-I und IGF-Il sind in ihrer chemischen
Struktur mit Insulin verwandt, sodass beide Faktoren ahnliche Eigenschaften
(zellulare Aufnahme von Glukose und Aminosauren, Zellvermehrung,
Glykogenese und Lipogenese) wie Insulin aufweisen. Konzentrationsabhangig
konnen IGF-l, IGF-Il und Insulin Uber dieselben Rezeptoren wirken. Primar
jedoch binden die IGFs an den IGF1- Rezeptor. Im Plasma sind IGF-I und IGF-II
zu 99% an die Insulin-like-growth-factor-binding proteins 1-6 (IGFB 1-6)
gebunden. Diese steigern die Halbwertszeit, regulieren die IGF Verfugbarkeit und
ermoglichen den Transport zu den Zielzellen. Der Forschungs- und
Wissensstand Uber den postnatalen Einfluss von IGF-II ist wesentlich geringer
als der des |IGF-l. Seit Anfang des 21.Jahrhunderts stellen
Forschungsergebnisse und Berichte aus der Onkologie jedoch IGF-II, dort als
IGF-2-oma bezeichnet, vermehrt in den Mittelpunkt des gesellschaftlichen
Interesses. In einer beachtlichen Zahl von malignen Tumoren, wie beispielsweise
Leber-, Brust-, Ovar- und Prostatakarzinomen sowie bei Hirntumoren im Kindes-
und Jugendalter, wird IGF-Il verstarkt als ursachlich benannt. Damit generieren
das vermehrte klinische Auftreten unphysiologischer IGF-II Konzentrationen und
dessen Folgen sowie der Wunsch nach Vereinfachung bisheriger IGF-II

Bestimmungsmethoden die Motivation fur die durchgefuhrten Versuche.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine verlassliche Messung der IGF-II
Konzentration aus Trockenblutproben, sogenannten Dried Blood Spots (DBS),
mdglich ist. Das genannte Verfahren wird zur Messung des IGF-I bereits seit
Jahren erfolgreich angewendet. Die Bestimmung des IGF-1l aus DBS ist jedoch
nicht verbreitet. Die starke strukturelle und funktionelle Ubereinstimmung der

IGFs legte es nahe, der Fragestellung nachzugehen, ob die DBS-Methode auch
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zur Bestimmung des IGF-I| tauglich ist. Als Testsytem der Versuchsreihe diente
der IGF-lIl ELISA E30, ein Sandwich-Enzyme linked Immunosorbent Assay
(Sandwich-ELISA) der Firma Mediagnost GmbH (Reutlingen). Der E30 wird
in-vitro zur wissenschaftlichen und diagnostischen Messung von IGF-Il in
humanen Serum- und Plasmaproben eingesetzt. Nach Ermittlung der optimalen
Extraktionsmethode und -zeit, der Lagerbedingungen und des optimalen
Probenverdinnungsverhaltnisses konnten die IGF-Il Konzentrationen der DBS
im IGF-Il ELISA E30 bestimmt und mit den korrespondierenden
Plasmakonzentrationen verglichen werden. Nach der Assayoptimierung erfolgte
die Testvalidierung. Die hierbei erhobenen Versuchsergebnisse sind
vielversprechend. Es konnte nachgewiesen werden, dass es mit Hilfe des
verwendeten IGF-Il ELISA E30 mdglich ist, verlasslich IGF-1I Konzentrationen
aus DBS zu messen. Bedingt durch die hohe Assaysensitivitdt konnen selbst
geringe Konzentrationen bestimmt werden. Die Ergebnisse der Passing-Bablok
Regressionsanalyse sind signifikant (p <0,0001) und zeigen eine gute
Korrelation (r = 0.872) zwischen den beiden Messtechniken aus Plasma- und
Filterpapierproben. Es ist moglich, 94% des Plasma-IGF-Il aus DBS zu messen.
Daruber hinaus ist es moglich, die IGF-II Konzentration aus DBS bis zu 10 Tage
nach der Probengewinnung, bei Lagertemperaturen zwischen -20°C bis +37°C,
verlasslich zu messen. Hierbei liegt der Wiedergewinnungswert innerhalb von
110% der Ausgangsmessung am Tag der Probenentnahme. Der Einfluss von
Storfaktoren und Kreuzreaktivitaten auf die IGF-II Konzentrationsmessung
konnte ausgeschlossen werden. Sowohl in Plasma- als auch in
Filterpapierproben wurde die Linearitat der Messungen mittels E30 ELISA

nachgewiesen.

Diese Erkenntnisse bringen finanzielle, wirtschaftliche sowie praktische Vorteile.
Einschrankend ist jedoch zu konstatieren, dass die positiven Resultate spezifisch
fur den IGF-II ELISA E30 der Firma Mediagnost GmbH gultig sind. Weitere
vergleichende Versuchsreihen mittels Radioimmuno-Assay waren daher
angezeigt. Daruber hinaus koénnte auch ein verlangerter Lagerzeitraum
untersucht werden. Ebenfalls kénnten sich aus der Optimierung der

Probengewinnung, z.B. mit Kapillarblut, weiterfihrende Erkenntnisse ergeben.
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