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Referat

Referat

Die bisher publizierten Methoden zur Bestimmung Wbelatonin bei verschiedenen Mausmodellen
waren Uberwiegend ungeeignet oder aufwendig irbdechfihrung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
ein einfacher, sensitiver und spezifischer Radicimoassay (RIA) fir die quantitative Detektion von
Gesamt-Melatonin in Serum- bzw. Plasmaproben bisrschiedlichen Mauslinien entwickelt. Durch
die Herstellung einer spezifischen Mausausgleichémaird die Beeinflussung von Messergebnissen
aufgrund unterschiedlicher Zusammensetzung zwis&tandards und Probenmatrix verringert. Mit
einem geeigneten Syntheseverfahren zur Herstebimes Immunisierungskonjugats ist es gelungen,
einen Antikorper gegen Melatonin zu generieren. Digerpriifung der Kreuzreaktionen zu zehn
strukturéhnlichen Substanzen zeigte, dass der &gk eine hohe Spezifitdt zu Melatonin besitzt.
Der Test erfasst das gesamte Melatonin, weil mit Elafiihrung eines Enzymschritts das an Proteine
gebundene Melatonin getrennt wirth dieser Arbeit ist die Markierung mit%fl]-Bolton-Hunter-
Reagenz beschrieben, was ein effektives Verfahmefeinfihrung radioaktiven lods in eine Vielzahl
verschiedener Proteine, Peptide und Molekile mitindrGruppen darstellt. Die geforderten
Akzeptanzkriterien fir die Validierungsparameterdan erfillt. Die Standardkurve deckt bei einem
Probenvolumen von nur 50 pL einen Arbeitsbereiam ¥ bis 4000 pg/mL ab. Die Nachweisgrenze
liegt fur Mausserum bei 9,1 pg/mL und fur Mausplasiei 7,3 pg/mL. Fiur die mittlere
Wiederfindungsrate von Melatonin wurde fiir Mausserin Wert von 108,0 % und fur Mausplasma
von 99,3 % ermittelt. Anhand der Bestimmung ei@dsh Profils von endogenem Melatonin in
Serum- und Plasmaproben von Kontroll-M&usen koraite diurnaler Rhythmus des Melatonins
erfasst und deutlich zwischen niedrigen Tag- untlehoNachtwerten unterschieden werden. Der
validierte ,Direkt-RIA* wurde mit etablierten Extkionsmethoden wie Flissig-Flissig- und
Festphasenextraktion sowie anschlieendem RIAicaggl. Die Korrelation zur Methanolextraktion
isty =1,1x - 0,9; R= 0,98, P < 0,001 und zur,&Extraktion y = 0,8x - 0,03; R= 0,99, P < 0,001.
Der ,Direkt-RIA" hat gegeniiber den Extraktionsmeatbn den entscheidenden Vorteil, dass die
Durchfiihrung wesentlich schneller ist. Bei einenstVergleich zu einem kommerziell erhaltlichen
RIA konnte der ,Direkt-RIA" durch seinen weiten Agitsbereich und die einfache Durchfiihrung
Uberzeugen. Mit dem ,Direkt-RIA" konnte der Nachg/einer nachtlich erhdhten Melatoninsynthese
bei vier unterschiedlichen Mauslinien erbracht veerdDie Melatonin-Bestimmungen mittels ELISA-
oder HPLC-Techniken scheiterten bisher am Gebrairmbs hohen Probenvolumens und geringerer
Sensitivitdt. Zusammenfassend kénnen folgende Wertes ,Direkt-RIA“ hervorgehoben werden:
Einfache und schnelle Durchfiihrung des Assays, teolnfangsaktivitdit des Tracers, weiter
Arbeitsbereich, hohe Spezifitdt des Antikdrpersdniges Probenvolumen und hohe Sensitivitat.
Tagesrhythmen von Melatonin mit erhdhten Melatomirten in der Nacht kbnnen mit dem ,Direkt-

RIA* bei unterschiedlichen Mauslinien nachgewiesgmden.

Welp, André: Entwicklung und Validierung eines Dird&Radioimmunoassays zur quantitativen
Bestimmung von Gesamt-Melatonin  (N-Acetyl-5-methioggtamin)  bei  unterschiedlichen
Mauslinien. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Dis0,Seiten, 2010.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

1.

2.1.
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10
2.11
2.12

3.1

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.14
3.2

3.21
3.2.2
3.2.3
3.24
3.25
3.2.6
3.2.7
3.2.8
3.3

Einleitung

Materialien und Methoden

Verwendete Chemikalien und Reagenzien
Verwendete Gerate

Verwendete Verbrauchsmaterialien
Mausproben fiir die Ausgleichsmatrix
EDTA-Plasma- und Serum-Kontrollproben
Haltung der Kontroll-Mause

Puffer und Lésungen

Testkomponenten fir den Melatonin ,DirekARI
Pipettierschema

Vorversuche

Validierung

Anwendungen

Ergebnisse

Vorversuche

Mausausgleichsmatrix

Melatonin-Antikdrper

Bestimmung des Gesamt-Melatonins (freiesgabundenes Melatonin)
Herstellung und Uberpriifung der Reprodukties Melatonin-Tracers
Validierung

Typische Standardkurve und Arbeitsbereich

Nachweisgrenze

Wiederfindungsrate

Linearitat

Préazision

Probenstabilitat

Robustheit

Spezifitat

Anwendungen

13
13
14
14
14
4 1
15
15
16
16
17
20
27

31
31
31
33
33
36
38
38
39
39
42
43
48
50
51
52



Inhaltsverzeichnis

331

3.3.2
3.3.3
3.34

3.35
3.3.6

Bestimmung von endogenem Melatonin in uabeten Serum- und Plasmaproben

von Kontroll-Mausen und Erstellung eines 24rbfiis 52
Flassig-Flussig-Extraktion vs. Direkt—Bestiung 52
Festphasenextraktion vs. Direkt—Bestimmung 54

Vergleich eines Melatonin 24-h Profils ier@m und Plasma von Kontroll-Mausen

analysiert mit dem ,Direkt-RIA“ sowie mit Methal- bzw. Gg-Extraktion 55
Testvergleich mit einem kommerziell erhétgm direkt RIA 55
Bestimmung von Melatoninkonzentrationenusgerschiedlichen Mauslinien 56
Diskussion 57
Zusammenfassung 70
Literaturverzeichnis 72
Thesen 79
Lebenslauf Vi
Selbstandigkeitserklarung VI
Erklarung Gber Promotionsversuche Vi

Danksagung Vi



Abkirzungsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

[°H]
uCi
[125J]
[131J]
5HT
5HTP
AA-NAT
Ab
Ab*

&

Ag
Ag*
AK
AS

B
B/BO

BO

BA 3300
br

BSA
ClS
cpm
DIN
EDTA
ELISA
f
GC-MS
GLP
GMP
%o

Qu
HIOMT

HPLC

Tritium

Microcurie

Jod 125

Jod 131

5-Hydroxytryptamin

5-Hydroxytryptophan
Arylalkylamin-N-acetyltransferase
Antikorper

markierter Antikbrper

Ordinatenabschnitt der Wiederfindungsgeraden
Antigen

markiertes Antigen

Antik6rper

Antiserum

Bindung eines Standards

absolute Bindung des radioaktiv martdn
Tracers

maximale Bindung

Testkit fur Melatonin in humanem Serum
Steigung” der Wiederfindungsgeraden
Bovine-Serum-Albumin
Octadecyl-SPE-Kartusche

counts per minute

Deutsches Institut fir Normung
Ethylendiaminotetraessigsaure

Enzyme linked immunosorbent assay
Freiheitsgrad
Gaschromatographie-Massenspektrometrie
Good Laboratory Practice

Good Manufacturing Practice
obere Grenze
untere Grenze
Hydroxyindol-O-methyltransferase

High Performance Liquid Chromatography

Immunoassay(s)



Abkirzungsverzeichnis

IDF Diabetes
fo[€

IRMA

K

K1 und K2
L:D

LIA

M

m

MG

MP
mMRNA
MS

MW

N oder n
NSB
NWG
0OSG

PEG

PG
pmol

Qxx
RZ
RIA
rpm
RT

Saf
SAM

Sof
Schmp.
SCN
SD
SPE

International Diabestes Federation
Immunglobulin(e) der G—Fraktion
Immunradiometrischer Assay
Gleichgewichtskonstante
Kontrolle 1 und Kontrolle 2
Licht zu Dunkel
Lumineszenz immuno assay
mol
Steigung
Molekulargewicht
Mausplasma
messenger ribonucleic acid
Mausserum
Mittelwert
Anzahl der Bestimmungen
Nicht spezifische Bindung
Nachweisgrenze
Obere Spezifikationsgrenze
Polyethylenglykol
Wabhrscheinlichkeit
PrifgroRe nach David
picomol
PrifgroRe nach Grubbs-Test
Quadratsummen
Bestimmtheitsmalf3
Radioimmunoassay
rotation per minute
Raumtemperatur
Standardabweichung
Standardabweichung des Achsenabschnitts a
S-adenosyl-methionin
Standardabweichung der Steigung b

Schmelzpunkt
Nucleus suprachiasmaticus
Standardabweichung

Festphasenextraktion



Abkirzungsverzeichnis

TCA

USsSG
VB
VK
WFR
WHO
Xe

X¢

Reststandandardabweichung der
Wiederfindungsgeraden
Tabellenwert der t-Verteilung
Totalaktivitat
Trichloressigsaure
Unsicherheit

Untere Spezifikationsgrenze
Vertrauensbereich
Variationskoeffizient(en)
Wiederfindungsrate

World Health Organisation
Mittelwert Sollwerte

Mittelwert Istwerte



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Einfuhrung in die Problematik

Seit der Entdeckung von Melatonin als Hormon desed&organs und seiner Strukturaufklarung
[Lerner et al., 1958] hat sich die Sicht Gber dimnlg&ion dieser Substanz mehrfach betrachtlich
gewandelt und vor allem erweitert. Das Pinealor@@piphysis cerebri) produziert das Hormon
Melatonin im Allgemeinen in Abh&ngigkeit vom LicBunkelwechsel der Umgebung (Photoperiode).
Die Hauptaufgabe des Pinealorgans ist es, die kdilimthen Merkmale Tageszeit und Jahreszeit in
ein Hormonsignal umzuwandeln, das vom Organismsieatlokriner ,Zeitgeber” interpretiert wird.
Hierdurch wird es moglich, tageszeitliche (diurpal@ls auch jahreszeitliche (saisonale)
physiologische Prozesse mit der AuRenwelt sinrmolkoordinieren [Reiter, 1986]. Von Melatonin
beeinflusst werden sowohl der circadiane Schrittrea&CN (suprachiasmatischer Nucleus) [Stehle et
al., 2002; Jin et al., 2003] als auch weitere adnérvose Strukturen [Poirel et al., 2003] und eviel
periphere Organe, in denen Rezeptoren und ander@uBgsstellen fir Melatonin zu finden sind
[Hardeland und Poeggeler, 2003], z.B. Leber, Herd endokrines Pankreas [Peschke et al., 2000,
2002]. Uber die Bedeutung und Funktion des zentraleeadianen Oszillators liegt inzwischen eine
Reihe von schlissigen Erkenntnissen vor [Cermakiaal., 2000; Balsalobre, 2002; Stehle et al.,
2002]. Die Bedeutung eines circadianen (endoge@aa)llators flr die Ausschittung des zentralen
Hormons der Glucose-Homdoostase, dem Insulin, komatePeschke u. Mitarb. [1998] in einer ex
vivo-Studie an isolierten pankreatischen InselnRiatte aufgezeigt werden. Diese Ergebnisse flihrten
zu der Erkenntnis, dass das Inselorgan eine waitgh Autonomie bezlglich der endogenen
circadianen Oszillation aufweist. Damit war es gegken, die Bedeutung von Melatonin fur die
Insulinsekretion zu konkretisieren [Peschke et24lQ0, 2002]. Weiterhin war der Frage nachzugehen,
ob pankreatischg-Zellen méglicherweise tber Melatonin-Rezeptoremnfigen und tber welche
intrazellulare(n) Signaltransduktionskaskade(n) Biéekte erklarbar sein konnten [Peschke et al.,
2006; Peschke, 2008]. Sie wird vor allem von Be&mdn verschiedenen ,knockout*-Mausmodellen
unterstitzt, bei denen die Melatoninrezeptoren (MT¥T2) inaktiviert wurden. Diese ,knockout®-
Mause sind also Melatoninrezeptor-defizient. E$ fegtgestellt werden, welche Rezeptor-Defizienz
(MT1 oder MT2) fur die Fragestellung ,Melatonin-Hirss auf die Insulin-Sekretion®, entscheidend
ist. Zwei weitere Mausmodelle sollen bei der Klgyuder Fragestellung helfen, namlich die
Melatonin-profiziente C3H- und die Melatonin-deéimie C57BL-Maus. Alle Linien zusammen sollen
dazu beitragen, die Melatonin-Rezeptor und/oderakdein-Bedeutung fir die Insulinsekretion zu
erfassen. Inzwischen konnte mittels zellphysiolciggs, immunhistochemischer, biochemischer sowie
molekularbiologischer Methoden die Bedeutung chbimlogischer Aspekte fiir die Diabetogenese
unterstrichen werden. Au3erdem wurden verschietigtboden fir die Bestimmung von Melatonin
im Plasma oder Serum entwickelt, wie z.B. GC-MS mLC [Cattabeni et al., 1972; Lewy und
Markey, 1978; Goldman et al., 1980]. Die Nachtailad ein hoher apparativer Aufwand, hohe

Storanfalligkeit, aufwendige Probenvorbereitungenvie ein hohes Probenvolumen und geringe
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Sensitivitat. Als Alternative boten sich Radio- uBthzymimmunoassays an [Arendt et al., 1975;
Levine und Riceberg, 1975; Kennaway, 1977; Maral.etL989; Vaughan, 1993]. Eine grol3e Anzahl
von radioimmunologischen Methoden wurde veroffehtli [Rollag, 1981]. Diese Assays
unterscheiden sich z.B. in den ProbenvorbereitunD@a meisten RIA bendtigen einen aufwendigen
Extraktionsschritt, um den Analyten aus der Mamtxisolieren und ihn dann wieder in einer Protein-
freien Matrix aufzunehmen. AuRRerdem ist fir die rBktion ein hohes Probenvolumen notwendig
[Vakkuri et al., 1984; Kennaway et al., 2003]. B&r Gewinnung von brauchbaren Melatonin-
Antikdrpern werden verschiedene Synthesewege #&irHgirstellung von Immunisierungskonjugaten
mit unterschiedlichem Erfolg bei der Spezifitdt géwt [Goodfriend et al., 1964; Grota und Brown,
1973; Arendt et al.,, 1975; Manz et al., 1989]. gmiTestmethoden sind geeignet, nur das freie
Melatonin zu analysieren, wogegen Assays fir diesa@#-Melatoninbestimmung aufwendige
Probenvorbereitungsschritte zum Trennen von prgétinndenen Melatonin bendtigen [Cardinali et
al., 1972; Di et al., 1998; Kennaway et al., 20@i¢ haufigsten RIA zur Bestimmung von Melatonin
verwenden JH]-Melatonin als Tracer [Vakkuri et al., 1984; Weplet al., 1985]. Mit dieser Form der
Markierung ist aber nur eine niedrige spezifiscligiitat erreichbar und die Markierungsmethode ist
kompliziert. Die meisten der genannten Testverfahsend fUr die Detektion von Melatonin in

Mausproben ungeeignet, benétigen groRe Probenmenigersind zu aufwendig in der Durchfiihrung.
1.2 Das Epiphysenhormon Melatonin

1.2.1 Allgemeine Grundlagen
Melatonin, (N-Acetyl-5-methoxytryptamin), :@H:6N-O,, MG 232,27, bestehend aus blassgelben
Blattchen, weist einen Schmp. von 118 bis 119 °C @ROmpp, 1995] und ist das
Hauptsekretionsprodukt der Epiphyse, das 1958 wndr u. Mitarb. aus Rinderepiphysen extrahiert
werden konnte. N
p o}
H3C/O/©:L\HJ\CHS

Abb. 1: Strukturformel von Melatonin

Sein Name rihrt von seiner Entdeckung her, den mdplaoren des Krallenfrosch&gnopus Laevis
Aaron Lerner beobachtete, dass sich Krallenfrosetakbphoren unter den Einfluss von Melatonin
zusammenziehen (Tonus). Nach seiner Fahigkeit, Rlggmentation der Haut von Amphibien

aufzuhellen, wurde das Hormon Melatonin genanntrjieeet al., 1958].

1.2.2 Synthese, Metabolisierung und Pharmakokinet

Nach Aufnahme von Tryptophan aus dem Blut in dieeRliozyten durch aktiven Transport — die
Epiphyse gehort zu den zirkumventrikularen Orgameh besitzt folglich keine Blut-Hirn-Schranke —
kommt es zur Bildung von 5-Hydroxytryptophan dumtsis mitochondriale Enzym Tryptophan-5-

hydroxylase. Da das Enzym in hohen Konzentratianeder Epiphyse vorliegt, ist die Verfugbarkeit

2
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von Tryptophan der limitierende Faktor. Die Aktititdes Enzyms erhdht sich in der Dunkelheit um
das Zweifache. Durch die aromatische Aminosauretesglase im Zellplasma wird 5-
Hydroxytryptophan zu 5-Hydroxytryptamin, dem Serotodecarboxyliert. Die Konzentration des
Serotonins in der Epiphyse unterliegt circadianehw&inkungen und ist nachts am niedrigsten. Als
nachstes erfolgt die N-Acetylierung des Serotordasch die Arylalkylamin-N-Acetyltransferase
(AA-NAT) zu N-Acetylserotonin. Dieses Enzym ist ifytoplasma der Pinealozyten lokalisiert und
bendtigt als Kofaktor Acetyl-CoA. Die Aktivitat désnzyms in der Epiphyse der Ratte ist nachts um
das 30- bis 70-fache und in der Epiphyse des Ra#isnsum das 4-fache hoher als tagsuber, wahrend
die AA-NAT-mRNA-Konzentration tags wie nachts gleiboch ist. Dies weist darauf hin, dass die
posttranskriptionelle Kontrolle des Enzmys eine dwmmte Rolle in der Regulation der
Melatoninsynthese spielt [Klein et al., 1998; Coamnal., 2002], also der limitierende Schritt der
Melatoninsynthese ist. Die Hohe der nachtlichen MAT-Konzentration ist sehr speziesspezifisch. In
einem abschlielenden Schritt wird eine Methylgruppe S-Adenosyl-Methionin (SAM) durch das
zytosolische Enzym Hydroxyindol-O-MethyltransferagellOMT) auf das N-Acetylserotonin
Ubertragen, so dass N-Acetyl-5-methoxytryptamins ddelatonin, entsteht. Die Tag-Nacht-
Schwankung von HIOMT ist nur gering ausgepragt iiiKlet al., 1981], graduelle Unterschiede sind
nur Uber Perioden von Tagen oder Wochen erkennBargden, 1989]. Die rhythmische
Melatoninproduktion zeigt abhéngig von der Speziesn das 2- bis 15-fache erhéhte
Melatoninmengen wéahrend der Dunkelperiode, unakibéh@von, ob die Tiere tag- oder nachtaktiv
sind. Unterschiedliche Spezies zeigen auch verdehi& Sekretionsmuster [Reiter, 1986]. Das
Sekretionsmuster wahrend der Nacht zeigt meist Zvieidrei Peaks im Blut. Die nachtliche
Melatoninsekretion des Menschen ist beim Sauglilegzin drei Monaten kaum messbar niedrig.
Vermutlich beginnt die circadiane Melatonin-Rhytlkneirst postnatal, nachdem die postganglionaren
sympathischen Nervenfasern in die Epiphyse eingeseac sind [Rollag, 1981]. Die Sekretion
erreicht in der friilhen Kindheit mit ein bis drehden ein Maximum, um danach bis zum Ende der
Adoleszenz abzufallen. Eine weitere moderate Abmaker Sekretion findet bis ins Senium statt
[Waldhauser et al., 1988; Touitou, 2001]. Die Melaerung des Hormons erfolgt zunéchst in der
Leber zu 6-Hydroxymelatonin. Das hydroxylierte Rrkickann dann sulfatiert oder glukuronidiert mit
dem Harn ausgeschieden werden. Letzteres findetallem bei Nagetieren und Menschen statt.
Melatonin besitzt bei Nagetieren und dem Menschae kurze Halbwertszeit, die etwa 2 bis 45
Minuten betragt [Arendt, 1995].

CH, M
e NH NH, n/< H/<
A
o ° °
o Ho.
‘ Mo — " N HO N - 3 >
R

Serotonin-N-Aceytyltransferase Hydroxyindole-O-Methyltransferase
Tryptophan-5-Hydroxylase 5HTP-Decarboxylase (NAT or AANAT) (HIOMT)

Melatonin
Tryptophan 5-Hydroxtryptophan (5SHTP) 5-Hydroxytryptamin (5HT, Serotonin) N-Acetylserotonin N-Acetyl-5-methox tamin)

Abb. 2: Biosynthese von Melatonin (nach Arendt5)99
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1.2.3 Wirkung und maogliche therapeutische Eirggeliete

Die physiologische Wirkung von Melatonin im Organiss wird Uber Melatoninrezeptoren vermittelt
und ist auRerordentlich vielfaltig. Zu den Zielgdea von Melatonin zéhlen u.a. der Hypothalamus,
die Hypophyse und periphere Gewebe wie Ovar, M&mma-Trakt und BlutgefaRe. Der Rhythmus
der Melatoninproduktion ist bei Saugetieren untarklontrolle des Nucleus suprachiasmaticus (SCN)
im Hypothalamus, dem so genannten zentralen SolaGtier (,major oscillator®, ,biologische Uhr).
Der SCN wird durch den taglichen Licht-Dunkel-Zyklsynchronisiert (,entrained”). Uber einen
direkten Weg von der Retina Uber den retinohypatnachen Trakt (RHT) werden dem SCN
Informationen dber die Lichtverhaltnisse vermitt@&ie Epiphyse vermittelt Gber die Sekretion von
Melatonin Informationen uber die Tageslange. Duteh Anstieg von Melatonin in der Nacht wird
dem Organismus eine endogene circadiane Rhythmikittelt, die durch exogene Einflisse aus der
Umwelt wie Temperatur, soziale Regel, Futterungsredder L:D-Wechsel synchronisiert wird. Licht
genugend hoher Intensitat ist der bedeutendste hBymisator fur circadiane und circannuale
(saisonale) Rhythmen. Dies wird Photoperiodiziténannt [Carter, 1978]. Es finden saisonale
Verédnderungen in der Physiologie und dem Verhalitait. Der Reproduktionszyklus von sich
saisonal fortpflanzenden Tieren wird primar Ubee diageslange gesteuert. Bei Schafen fiihren
exogene Gaben von Melatonin wahrend Langtag zurewarzeitigen Anstieg der Gonadotropin-
Sekretion und einem frihen Beginn der Paarungg2égdichzeitig nimmt die Prolaktin-Sekretion ab.
Auch die Fellbeschaffenheit, der Appetit und dasp€dgewicht verandern sich im Verlaufe eines
Jahres [Arendt, 1995]. Beim Menschen sind ebengalisonale Muster in der Konzeptionsrate und der
Menarche zu erkennen, wobei dies von soziokultifelktoren maskiert nicht so ausgepragt wie bei
vielen Tieren auftritt [Arendt et al., 1975]. Stagen des circadianen Systems filhren zu einer
verkirzten Lebensspanne, parallel dazu nimmt digHege und Freisetzung von Melatonin im Alter
stark ab [Brzezinski, 1997; Pang et al., 2005].wksde gezeigt, dass exogene Melatoningaben die
circadiane Kopplung, also die Manifestierung gelteg&hythmen, verstarkt [Pierpaoli und Regelson,
1994; Anisimov, 2003]. AufRerdem haben Pierpaoli Mitarb. [1994] festgestellt, dass die
Lebenspanne von Mausen durch Melatoninsubstitutentingert werden kann. Sie berichten tber
eine um 20 % verlangerte Lebensdauer nach tagl&pelikation von Melatonin im Trinkwasser oder
Transplantationen junger Epiphysen in alte MausehtNbeachtet wurde jedoch, dass bei den
Versuchen auch Melatonin-defiziente Stamme eingeseturden. Es konnen auch weitere,
alternsbedingte Veradnderungen durch diese Subastituterhindert oder zumindest abgemildert
werden [Reiter, 1986; Koster-Van Hoffen et al., 399

1.24 Melatonin und Diabetes

Die Bedeutung eines funktionierenden Glucosestaffisels wird an der am haufigsten verbreiteten
Stoffwechselentgleisung der Gegenwart deutlich: ddabetes mellitus Typ2. Im Jahr 2006 gab es
nach Angaben der WHO in Deutschland acht MilliomenDiabetes Erkrankte, bis 2010 wird diese
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Zahl auf mindestens zehn Millionen steigen (Dewtsbiabetes-Union: Gesundheitsbericht Diabetes
2007).

Tabelle 1: Menschen mit Diabetes weltweit

Jahr Menschen mit Anteil an der Schétzun Quelle
Diabetes weltweit  Weltbevolkerung 9
1994 110 Millionen / 2010: 239 Millionen 'Nernational Diabetes
Institute

1995 135 Millionen / 2025: 299 Millionen WHO

- ) - Diabetologie kompakt, 4.
2000 150 Millionen / 2025: 300 Millionen Auflage 2006
2003 194 Millionen 51% 2025: 333 Millionen |IDFdbietes Atlas 2003
2006 246 Millionen 6,0 % 2025: 380 Millionen IDHdbetes Atlas 2006

Neuere Befunde zeigen, dass Melatonin auch dielilsgkretion beeinflusst. Zellphysiologische,
autoradiographische sowie molekularbiologische t$nighungen haben ergeben, dass Melatonin die
Insulinsekretion senkt [Peschke und Peschke, 1¥3chke et al., 2002]. Zusatzlich vermag
Melatonin unter bestimmten Bedingungen die Inseknstion zu stimulieren [Bach et al., 2005].
Ferner konnte nachgewiesen werden, dass die Issllietion ebenso wie die Expression
pankreatischer Uhrengene circadianrhythmisch drfalygd dass Melatonin ein potenter Radikal-
Scavenger ist [Bromme et al., 2000; Ebelt et &00® Peschke et al., 2000]. Jiingste Ergebnisse
belegen, dass die bisherigen Befunde auf den Menséhertragbar sind (die menschliche Insel
verfigt ebenso wie die der Ratte und der Rattenimemazelle INS1 Uber MT1 und MT2-
Rezeptoren) und dass Typ2-Diabetiker ebenso wie2-Bygbetische Goto-Kakizaki-Ratten (GK)
erniedrigte Melatonin-Spiegel bei erhéhter MT 1-Reaeexpression aufweisen [Peschke et al., 2006].
Daraus resultiert, dass es einen engen Zusammenhésghen Melatonin- und Insulin-Sekretion gibt
und dass diabetische Stoffwechselstérungen im Adber starker Senkung der Melatonin-Synthese
und -Freisetzung begleitet sind. Hinzu kommt, dbses steigender Typ2-Diabetes-Inzidenz mit

zunehmendem Alter die Melatonin-Synthese abfallt.

1.25 Nachweismethoden fur Melatonin

Die Bestimmung von Melatonin in verschiedenen kjohen Untersuchungsmaterialien erfordern
sensitive und zuverlassige Methoden. In der Literaind viele Methoden beschrieben, die auf
physikalisch-chemischer, z.B. High Performance ldg€hromatography (HPLC) und Massen-
spektrometrische Detektion (GC-MS) [Cattabeni et2072; Wilson et al., 1977; Lewy und Markey,

1978; Leone et al., 1979; Goldman et al., 198Qyrtia et al., 1999; Vieira et al., 2000] oder auf
immunologischer Basis (RIA, ELISA bzw. LIA) [Arendtt al., 1975; Levine und Riceberg, 1975;
Kennaway, 1977; Thoreson, 1978; Vakkuri et al.,4&t9errua und Masseyeff, 1985; Manz et al.,
1989; Rebollar, 1999] beruhen. Immunoassays basiué einer Antikdrper-Antigen-Reaktion. Die

Bindung zwischen Antikérper und Antigen unter Aldbng eines Komplexes ist aul3erst selektiv
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(Schlussel-Schloss-Prinzip) und kann daher fir glegantitativen Nachweis (pico- bis femtomolare
Konzentration, 18 bis 10" M) des Antigens benutzt werden. Ein weiterer \ibrigt, dass die
Spurenbestimmung in komplexen Matrizes (Serum,nfdohne vorherige Abtrennung der Matrix
maglich ist [Keller, 1991].

1.3 Immunoassays

13.1 Allgemeine Grundlagen tber Immunoassaysmnainchemische Methoden

Als Immunoassays werden zusammenfassend eine Rahidethoden in der Bioanalytik bezeichnet,
deren gemeinsames Grundprinzip die Erkennung umdtdier Nachweis eines Analyten in einer
flissigen Phase durch die Bindung eines Antigensiren Antikorper ist. Je nach Konfiguration des
Assays konnen sowohl Antigen als auch Antikdrper dachzuweisende Analyt sein. Bei der
Durchfiihrung von Immunoassays wird die hohe Sgéritind Bindungsstarke zwischen Antigenen
und Antikorpern genutzt.

>+ @ —» WS

Markierter Antikorper Antigen/Analypt Antikorper-Antigen-Komplex
in Probe

Ab* Ag Ag-Ab*

Abb. 3: Antikdrper als Tracer (schematisiert)

S A+

Antikorper Markiertes  Antigen/Analyt  Antikorper-Antigen-Komplex
Antigen in Probe
Ab Ag™ Ag Ag*=Ab

Abb. 4: Antigen als Tracer (schematisiert)

Antikérper sind l6sliche Glykoproteine aus der ks der Immunglobuline, die im
Wirbeltierorganismus als Reaktion auf einen FreoftigiAntigen) gebildet werden. Ein Antikdrper
bindet nur an einen kleinen Bereich der Antigenfifdelne, die sogenannte antigene Determinante. Als
Antigen werden vom Immunsystem nur Makromolekile Rroteine, Polysaccharide, Nukleinsauren
oder auch synthetische Polymere erkannt. Kleineekioeé (Haptene), wie z.B. Melatonin, missen,
damit sie eine Immunreaktion erzeugen koénnen, rmere Makromolekil konjugiert werden.
Antikérper kénnen durch die direkte Immunisierumges Wirbeltiers (z.B. Kaninchen, Ziege, Schaf)
erzeugt werden. Die aus dem Serum der Tiere gewennéntikorper sind polyklonal, d.h. sie
spiegeln das gesamte Spektrum der erzeugten Immwmanwider [Emon van et al.1998].
Immunoassays sind die am weitesten verbreitete Aduey der immunochemischen Analytik. Es
gibt eine Vielzahl an Varianten, grundsatzlich éassie sich in zwei Gruppen, in die kompetitiven

und nichtkompetitiven Immunoassays einteilen [W2a05].
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1.3.2 Assay Prinzipien

a) Kompetitiver Assay

Ein kompetitiver Assay wird zum Nachweis eines §eatis genutzt, wenn fir dieses entweder nur ein
einzelner spezifischer Antikérper zur Verfligunghsteder wenn das Antigen nicht Gber ausreichende
Bindungsstellen fur die ungehinderte Bindung voreizAntikdrpern verflgt. Diese Assay-Variante
eignet sich damit auch zum Nachweis von Haptenams [ der Probenlésung in unbekannter
Konzentration vorliegende unmarkierte als auch daarkierte Antigen konkurrieren um die
Bindungsstellen des Antikorpers. Je hoher die Kotraton des Antigens in der Probe ist, umso
weniger markiertes Antigen wird demzufolge an denikrper gebunden. Uber die Erkennung und
gegebenenfalls eine quantitative Bestimmung derkMdarng ist damit der Nachweis des Antigens

und die Messung seiner Konzentration moglich [Edisat 996; Davies, 2005].

b) Nicht-kompetitiver Assay

Fur den Nachweis eines Antigens mittels eines aaish Sandwich-Assay bezeichneten nicht-
kompetitiven Assays werden zwei verschiedene Anp&d bendtigt, die das Antigen erkennen und
sich dabei nicht in ihrer Bindung an das Antigegeageseitig behindern. Von Vorteil beim Vergleich

mit dem kompetitiven Format ist insbesondere diedea meisten Anwendungen hdhere Sensitivitat
[Davies, 2005].

1.3.3 Detektionstechniken

Zum Nachweis und zur quantitativen Bestimmung nstnnmunoassays der Einsatz von markierten
Reagenzien notwendig. Je nach Assayformat, Anwenduml gewlnschter Sensitivitat sind dabei
verschiedene Markierungen mdoglich. Weit verbreisetdie Markierung mittels Enzymen, die eine
chemische Reaktion katalysieren, bei der entwedeshdein Substrat eine bestimmte Farbe entsteht
(chromogenes Substrat) oder aber Uber Chemiluménesticht abgegeben wird. Ein weiteres
optisches Verfahren ist die Markierung mit FluosrszFarbstoffen. Sowohl die Farbintensitat bei
chromogenen Substraten als auch die Lichtintens@atumineszenten und fluoreszenten Substraten
ist in entsprechenden Geraten messbar. Auf Enzykienangen basierende Assays werden als
Enzyme-Linked Immunosorbent-Assays (ELISA) bezeathin Radioimmunoassays (RIA) werden
schwachradioaktive Substanzen zur Markierung vedegnder Nachweis und die Quantifizierung
erfolgt dann durch Messung der Radioaktivitat [Bach, 1994].

1.34 Radioimmunoassay (RIA)

Seit der Entwicklung des ersten Radioimmunoassaymgulin [Berson und Yalow, 1968] nahm die
Anwendung radiometrischer Verfahren fir analytischmersuchungen und Bestimmungen biologisch
wichtiger Substanzen wie Enzyme, Hormone, Steroide Vitamine in Blut, Urin, Speichel oder
anderen Koarperflissigkeiten einen starken AufsclgvuDie Vorteile der Verwendung von

radioaktiven Isotopen als Marker (Tracer) sind djeringe Grof3e (dadurch keine oder nur
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unwesentliche Beeinflussung der Immunreaktion), Miachweisbarkeit der Isotope bereits in
geringsten Mengen und die zu vernachlassigendar8tiligkeit durch biologische Substanzen in der
Testflussigkeit. Den radiometrischen Verfahren d& auf einer spezifischen Bindungsreaktion
beruhende Analytik gemeinsam, bei der mindestensReiaktionspartner radioaktiv markiert und
durch die Messung der Radioaktivitdt des Reaktimthgkts der Rickschluss auf die Menge oder
Konzentration der zu bestimmenden Substanz mogdictBei der direkten Methode reagiert die zu
bestimmende Substanz A mit einem markierten Bindpragein P* zum Komplex A-P*. Zu dieser
Radioreagenzmethode gehort der Immunradiometrigedgay (IRMA), bei dem ein markierter
Antikorper eingesetzt wird. Indirekte Methoden mumzdie Konkurrenz zwischen markiertem A*
(Tracer) und unmarkierter Substanz A (Probe) um begrenzten Bindungskapazitaten des
Bindungsproteins P. Zu dieser Gruppe der kompettivRadioassays zahlen kompetitive
Proteinbindungsassays (CPBA), Radioimmunoassays) ([Rld Radiorezeptorassays (RRA) [Friemel,
1991]. Die am weitesten verbreitete Methode dedearknedizinischen in-vitro-Verfahren stellt der
Radioimmunoassay (RIA) dar. Grundlage bildet diamative Erfassung der Antigen-Antikorper-
Reaktion zwischen Antigen aus der Probe und Anpiébunter Verwendung des markierten Liganden
(radioaktiv markiertes Antigen) [Kunkel, 1988]. Bdieser indirekten immunologischen Reaktion
konkurrieren das Antigen aus der Probe mit denoimstanter Konzentration vorhandenen radioaktiv
markierten Liganden um die ebenfalls in konstamzahl vorhandenen Bindungsstellen des
Antikérpers. Je hoher die Antigen-Konzentratiorder Probe ist, umso geringer ist die zu messende
Radioaktivitat. Die Bestimmung der absoluten Antigenge erfolgt durch Vergleich mit einer
Standardkurve. Als Tracer im Radioimmunoassay s@dmmastrahlen-emittierende Isotope
besonders geeignet. Allerdings sind diese Verbigdannur kurzzeitig lagerfahig. Betastrahlen-
emittierende  Isotope sind wesentlich  stabiler undendbigen zur Messung ein
Flassigkeitsszintillationssystem. Dies erfordeneezeitaufwandige Probenvorbereitung und zusatzlich
lAngere Messzeit wegen der geringeren spezifisétieivitat (Radioaktivitdt pro Gewichtseinheit).
Radioaktives Jod ist fur die Herstellung von Tralsesonders geeignet [Bolton und Hunter, 1973].
Dabei sind {9] und [**Y] die am besten geeigneten Isotope. Der in didsbeit entwickelte Test
enthalt Material zur quantitativen Bestimmung voeldonin in Mausproben. Die Durchfihrung des
RIA-Tests folgt den Grundprinzipien des Radioimmasgays. Radioaktiv markiertes Antigen und
nicht markiertes Antigen binden kompetitiv an edi&inierte Anzahl von Antikdrperbindungsstellen.
AnschlieRend werden die Antigen-Antikdrper-Komplexait einem zweiten Antikorper in
Anwesenheit von Polyethylenglykol (PEG) gefallt. SDRrazipitat wird nach Zentrifugation und
Dekantieren des Uberstands in einem Gamma-Coungenegsen. Die Menge an radioaktiv
gebundenem Antigen st indirekt proportional zur tigenkonzentration der Probe. Die

Konzentrationen in den Proben werden mit Hilfe eB&ndardkurve ermittelt.
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1.35 Nachteile eines RIA

Je mehr radioaktives Jod wahrend der MarkierungSogain eine Substanz eingebaut wird, desto
hoher ist die spezifische Aktivitdt, wodurch beimARdie Messdauer verkirzt werden kann.

Allerdings sind solche hochmarkierten Verbindungemniger stabil und kénnen zur Zerstdrung der
molekularen Struktur (Radiolyse) und damit zum Wstldes Bindungsvermdgens am spezifischen
Antikérper fuhren [Friemel, 1991]. Aufgrund der lsiaus dem Aktivitatsverlust und der Radiolyse

und somit der nur geringen Haltbarkeit ergebendewhieile — zusatzlich zu den Gefahren im

Umgang mit radioaktivem Material und der Probleinaler Entsorgung — wurde intensiv nach

anderen Markierungssystemen gesucht.

1.3.6 Mathematische Grundlagen und Kurvenanpasseieinem RIA

Bei den Methoden des Gamma Counters LB 2111 zuwdt@anpassung wird entweder ein LCF-
Verfahren oder eine Spline- Funktion verwendet [Bod und Lewald, 1970]. Beim LCF-Verfahren
wird eine lineare, eine quadratische und eine kilgisRegression durchgefiihrt und anhand einer
PrifgroRe die beste Kurve automatisch ausgewatdh [f\nd Kwan, 1978]. Beim Spline-Verfahren
wird die beste Funktion automatisch derart bestimgdss zunachst mit einem sehr kleinen
Glattungsfaktor gerechnet wird und der Glattungsfiako lange verdoppelt wird, bis die Kurve im

Lin-Log-Bereich (Sigmoid als Kurvenform) keinen Esthwert und nur einen Wendepunkt aufweist.

1.4 Stérungen bei Immunoassays

Storungen bei Immunoassays sind vielféaltiger Nat8ehr haufig treten Kreuzreaktivitaten,
unspezifische Bindungen und Matrixeffekte auf. Auléen kbnnen so genannte Stdrfaktoren in mehr
oder weniger grof3en Konzentrationen in Realprolkommen und direkt mit dem Analyten oder

mit dem Fanger- bzw. Detektionsantikorper intereamngButler, 1995; Selby, 1999].

14.1 Unspezifische Bindungen

Unter unspezifischer Bindung versteht man die Bmpan Substanzen, die entweder in weitaus
hoheren Konzentrationen als der Zielanalyt vorkomrfzeB. unspezifische Bindungen an Albumine

oder Immunglobuline) oder an Oberflachen (z.B. EA-M¥ells). Besonders betroffen sind Assays mit

schlechter Blockierung oder in problematischen Ma$;, die z.B. starke Albuminanteile oder hohe

Konzentrationen endogener Storfaktoren enthalten.

1.4.2 Kreuzreaktivitaten

Kreuzreaktivitdten sehen ahnlich aus wie unsperiésBindungen. Bei Kreuzreaktivitaten erhalt man
Bindungen an unerwinschten Stellen wie an falsaltest8nzen. Im Gegensatz zur unspezifischen
Bindung spricht man von Kreuzreaktivitaten, wenmnr #@euzreaktand bekannt ist und dessen
kreuzreagierende Eigenschaft. Mit Kreuzreaktvisitdlso die Fahigkeit des Antikdrpers gemeint,
auch an andere Strukturen als die des eigentligZrdanalyten zu binden. Oftmals handelt es sich um
Strukturen die eine hohe Ahnlichkeit zum Analyteoén, z.B. Metabolite.
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1.4.3 Matrixeffekte

Der Begriff Matrixeffekt ist sehr schwierig zu béseiben und deshalb am wenigsten definiert.
Matrixeffekte sind die Summe der Storeffekte alemponenten, die in einer Probe vorkommen und
die Messung des Zielanalyten beeinflussen. Wengeli@ue molekulare Ursache einer Stérung nicht
bekannt ist, aber mit der Zusammensetzung der ztintteenden Probe in Verbindung gebracht
werden kann, spricht man im Allgemeinen von eineratrieffekt. Fur solche Effekte kdnnen
endogene Stérungen, pH-Wert oder Salzkonzentratioeeantwortlich sein. Die Ubergange zu den

einzelnen anderen Storeffekten konnen flieRend sein

15 Extraktionsmethoden
Um mdgliche Storungen bei Messungen mit Immunoassaygegenzuwirken, werden u.a. folgende

Extraktionsmethoden angewendet:

151 Flissig-Flussig-Extraktion

Unter Flussig-Flussig-Extraktion wird das Abtrenngeloster Extraktionsstoffe aus flissigen
Extraktionsgitern (Abgeber) durch flissige Extrahgimittel (Aufnehmer) verstanden. Das Verfahren
beruht auf der unterschiedlichen Léslichkeit desrdéktionsstoffes in zwei flissigen Phasen. Hierbei
kann es sich sowohl um einen Feststoff als aucheiman flissigen Stoff handeln. Voraussetzung
muss sein, dass sich dieser Stoff in dem Losuntgntiesser 16st als in der Flissigkeit, in der er
urspringlich gel6st ist [Mersmann, 1980; Grassmaf8/]. Fir die Flussig-Flussig-Extraktion lassen
sich nur solche Stoffgemische verwenden, die eifsciingslicke aufweisen, wobei eine teilweise
Loslichkeit des einen Lésungsmittels in dem andevieht stérend wirkt. Nach erfolgter Extraktion

wird die verarmte Tragerflissigkeit als Raffinaseladene Extraktionsmittel als Extrakt bezeithne
[Alders, 1955; Treybeal, 1963; Muller, 1971; P&#aichner, 1986].

152 Festphasenextraktion

Eine verbreitete Probenvorbereitungsmethode in &eauf eine mogliche Anreicherung,
LAufkonzentration“ oder Isolation eines Analyternt idie Festphasenextraktion (engblid phase
extraction kurz SPE). Es handelt sich dabei um einen phlysdten Extraktionsprozess, der
zwischen einer flissigen und einer festen Phasdé@e) stattfindet. Der Begriff umfasst eine ganze
Reihe von Sorbens-/Isolat-Wechselwirkungen: polanel unpolare Wechselwirkungen, ionische
Wechselwirkungen, Wechselwirkungen tber kovaleritelBhgen sowie multiple Wechselwirkungen
[Thurman, 1998]. Die zu analysierende Komponerdeldt) ist in einem Losungsmittel gelost. Mit
Hilfe der SPE ist es mdglich, die zu bestimmendenonente aus sehr verdiinnten Losungen fir die
eigentliche Analyse anzureichern. Wird das Losuntishbeziehungsweise die Probenlésung durch
das Sorbens geleitet, reichert sich das Isolatdaaf Sorbensbett an, wobei das Lésungsmittel das
Sorbens ungehindert passiert. Die Auswahl des 8erbat groRen Einfluss auf die Extraktion. Die
gebrauchlichste SPE-Methode besteht darin, dase8serin eine Art Saule zu packen und die

Probenlésung durch das Sorbens zu leiten. Durclyegignetes Losungsmittel wird das Isolat vom
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Sorbens heruntergel6st (Elution). AnschlielBend kdieses Eluat weiter verarbeitet oder analysiert
werden [Simpson, 2000]. Eine typische SPE bestehwveer Grundschritten. Als erstes wird die SPE-
Kartusche mit einem nichtpolaren oder schwachppolau@sungsmittel durchspult. Danach wird mit

Reinstwasser oder einem Puffer das Sorbens gewadeébhdolgt die Zugabe der Probe auf die Saule.
Wahrend die Probe durch die stationdre Phase warndieragiert der Analyt in der Probe mit dem

Sorbens und wird zurtickgehalten, wobei die Mat8a)ze und Verunreinigungen durch die Séaule
laufen. Zum Entfernen weiterer Verunreinigungendwilie S&ule mit einem Puffer oder Wasser/
Losungsmittelgemisch gewaschen. Danach erfolgtEtliion des Analyten mit einem nichtpolaren

Losungsmittel. Die Reversed Phase SPE basiert @afifdt des Analyten. Die stationdre Phase bei
einer Reversed Phase SPE Kartusche ist derivatisieverschiedenen Ketten, z.B. Octadecyl, Octyl,
Ethyl, Phenyl, welche die Komponenten mit mittleaer niedriger Polaritdt durch hydrophobe

Wechselwirkung zuriickhalten. Der Analyt kann durd$aschen der S&ule mit nichtpolarem

Losungsmittel, welches die Interaktion zwischen Ij&m und stationarer Phase aufhebt, eluiert
werden [Fritz, 1999].

1.6 Validierung

1.6.1 Allgemeine Grundlagen der Validierung

Die Qualitatsanforderungen in der biochemischenlyiiasind in den letzten Jahren stark gestiegen,
da vom Gesetzgeber schon seit langem sehr stremgened und Richtlinien (GMP, Good
Manufacturing Practice; GLP, Good Laboratory PragtiGuidance for Industry) vorgegeben sind.
Unter Validierung versteht man ganz allgemein dieh&stellung, dass ein Analysenverfahren
reproduzierbare und verlassliche Resultate liefd#id, fiir den beabsichtigten Einsatzbereich genau
genug sind [Guidance for Industry, 2001]. Die Vdrgesweise bei der Validierung ist von
verschiedenen Faktoren abhangig und nicht allgegtittig definiert. Der Umfang der Validierung ist
dabei eng mit dem Zweck bzw. Anspruch an das Vesfalverknipft [DIN 32645; DIN ISO 8402;
DIN ISO 5725-1]. Durch die Validierung von analgtien Verfahren wird ein Qualitdtsstandard
erreicht, der die Vergleichbarkeit von Analysendaterbessert und das besonders beim Einsatz neuer
Verfahren bzw. bei der Ubernahme von Verfahren amscheidender Bedeutung fiir die

Zuverlassigkeit der Ergebnisse ist.

1.6.2 Grundprinzip und Grundelemente der Validier
Jede Verfahrensvalidierung besteht grundséatzlish3aschritten:
1. Festlegung der zu erfullenden Vorgaben: Imaeingten Fall sind diese durch den Auftraggeber
oder eine behdérdliche oder sonstige Vorgabe bdesitgelegt.
2. Ermittlung der Validierungsparameter: Es werddtille unterschieden, namlich
a) genormtes Prifverfahren, wird exakt so esat, wie dies in der Norm beschrieben ist.
b) modifiziertes Normverfahren, es werden gegentder in der Norm beschriebenen

Arbeitsweise Abanderungen vorgenommen
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¢) in-house-Verfahren, es handelt sich um eirfaleen, das im Labor ausgearbeitet wurde
und das in Normen- oder offiziellen Methodensammé&mnicht zu finden ist.

3. Bewertung der Validierungsergebnisse durchg@h der ermittelten Verfahrenskenndaten
mit den Vorgaben und Entscheidung lber Eignung \de$ahrens flr den vorgesehenen
Einsatzzweck.

Fur das in dieser Arbeit beschriebene Verfahren Ratektion von Melatonin in Mausproben

existieren keine Vorgaben durch einen Auftraggeimr einer Behorde. Es handelt sich um ein in-

house-Verfahren und ist aus diesem Grund im Labsgearbeitet worden.

1.7 Zielstellung

Zurzeit werden Melatoninkonzentrationen in den eeiesdensten biologischen Proben vornehmlich
mit chromatografischen, massenspektrometrischen iog@unologischen Methoden nachgewiesen.
Gerade die Bestimmung von Melatonin in Mausprobestajtete sich als sehr schwierig, da bei
einigen Verfahren eine aufwendige Durchfiihrung molierung des Analyten aus der Matrix
notwendig, bei anderen ein hohes Probenvolumenugsedzung ist oder sie sich durch eine geringe
Sensitivitat auszeichnen. Ziel dieser Arbeit ighea sensitiven und spezifischen Radioimmunoassay
fur die direkte quantitative Bestimmung von Gesaieiatonin bei verschiedenen Mauslinien zu
entwickeln und zu validieren. Im Folgenden sind Methoden mit ihren Einzelzielen der Arbeit

dargestellt:

Vorversuche

- Auswahl und Herstellung einer geeigneten Maudaigtsmatrix um die Beeinflussung von
Messergebnissen aufgrund unterschiedlicher Zusaswtmmg zwischen Standards und
Probenmatrix zu verringern

- Generierung eines spezifischen Antikorpers gaddelatonin, sowie Einstellung eines geeigneten
Antikorpertiters

- Bestimmung des Gesamt-Melatonins

- Markierung und Herstellung eine$’[J-Melatonin-Tracers

Validierung
- Validierung des Radioimmunoassays nach festgategalidierungsparametern und Uberpriifung

der Einhaltung der vorgegebenen Akzeptanzkriterien

Anwendungen

- Erstellung eines 24-h Profils von Melatonin bairkroll-M&ausen mit dem ,Direkt-RIA*

- Vergleich des ,Direkt-RIA* und einem RIA mit etidrten Extraktionsmethoden als Proben-
vorbereitung

- Vergleich des entwickelten ,Direkt-RIA* mit einekommerziell erhaltlichen direkt RIA

- Anwendung des validierten ,Direkt-RIA* fir die B&mmung von Melatonin bei

unterschiedlichen Mauslinien
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2. Materialien und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Reagen&iemReagenzien sind vom analytischen

Reinheitsgrad

Chemikalien Summenformel CAS-Nr. Bezugsquelle
5-Methoxytryptamin (98 %) GH1N,0 608-07-1 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
5-Sulfosalicylsdure Dihydrat Hs06S-2H0 5965-83-3 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
Ascorbinsaure §HsO06 50-81-7 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
Bilirubin C33H36N4O6 635-65-4 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
[*#]-Bolton-Hunter-Reagent / / Perkin Elmer Life Sciences
(monoiodinaded) (Boston, USA)
Chloroform CHG 67-66-3 Merck (Darmstadt, Germany)
Dichlormethan CHCp, 75-09-2 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
Diethylether GH: O 60-29-7 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
Di-Natriumhydrogenphosphat NaHPQO,-2H,0 / Merck (Darmstadt, Germany)
Dihydrat
Kaliumchlorid KCI 7447-40-7 Merck (Darmstadt, Gemygx
Kaliumdihydrogenphospat KPO, 7758-11-4 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
Kaliumhydroxid (Platzchen) KOH 1310-58-3 Merck (Destadt, Germany)
Melatonin G3H16N>0s 73-31-4 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
Methanol (wasserfrei, 99,8 %) GBH 67-56-1 Sigma Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, Germany)
Natriumazid Nal 26628-22-8  Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
Natriumchlorid NaCl 7647-14-5 Merck (Darmstadt, @any)
Natriumdihydrogenphosphat- NaH,PO,-2H,0 13472-35-0 Merck (Darmstadt, Germany)
Dihydrat
Norit / 7440-44-0 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
PEG 6000 HO(eH,O)H 25322-68-3 Merck (Darmstadt, Germany)
Phenolrot GoH1:05S 143-74-8 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
Pro Clin 300 GHoCIN,O,S, 96118-96-6  Supelco (USA)
Pyridin (wasserfrei 99,8 %) B:N 110-86-1 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
Salzséaure (32 %) HGly) 7647-01-0 Merck (Darmstadt, Germany)
Tert. Butylmethylether €H1,0 1634-04-4 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
Tricin CsH13NOsg 5704-04-1 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany)
Trichloressigsaure £LICL30, 76-03-9 Merck (Darmstadt, Germany)
Trishydroxymethyl-aminomethan C4H;;NO3 77-86-1 Serva Electrophoresis GmbH
(TRIS) (Heidelberg, Germany)
Triton X-100 GH17CsH4(OCH, Merck (Darmstadt, Germany)

CH),OH
Ziege-Anti-Kaninchen Antiserum /

Europa BioprotlulgG (Fc)
(Cambridge, UK)
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2.2 Verwendete Gerate

Tabelle 3: Verwendete Geréte
Gerat Hersteller
Analysenwaage Sartorius (Gottingen, Germany)
Diverse Pipetten Eppendorf (Hamburg, Germany)
DRI-Block DB 3D Heizblock Techne (Cambridge, Englan
Gefriertrocknungsanlage Zirbus Technology GmbH (Badnd, Germany)
Megafuge 10 Heraeus (Osterode, Germany)

Millipore Reinstwasseranlage RIOS 30  Millipore Gm{sthwalbach, Germany)
Multi-Kristall-Gammazéahler LB2111 Berthold Techngies GmbH & Co KG (Wildbach, Germany)

Orbitalschiittler Rotamax 120 Heidolph (Kelheim, @Gany)
Rollenmischer Ingenierbiro CAT (Staufen, Germany)
Sample Concentrator FSC 400D Techne (Cambridgdakay
Vakuumpumpe Heidolph (Kelheim, Germany)
Visiprep SPE Vacuum Manifold SUPELCO (Sigma-Aldjich
Vortex Genie 2 Scientific Industries (Bohemia, USA)
Vortex Genius 3 IKA (Staufen, Germany)
Zentrifuge 5403 Eppendorf (Hamburg, Germany)
Zentrifuge Rotanta 460R Hettich (Tuttlingen, Gergjan

2.3 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial Hersteller
Borosilikatglasréhrchen Sarstedt (NUmbrecht, Gegnan
Doppelkandle fur Blutabnahme, Kaniile 20Gx11/2 tedtg{Numbrecht, Germany)
Glasflaschen (10 ml) Schott Glaskontor (Germany)
Mikroschraubgefal3e (2 ml) Sarstedt (NUmbrecht, Gegn
Polystyrol-RIA-R6hrchen (4 ml, Spitzboden) Sarsi@tiimbrecht, Germany)
Probensammelgefale (50 ml) Sarstedt (NUmbrechin&sy)
S-Monovette 1,2 ml K3E; EDTA, 1,2 ml Sarstedt (Niretht, Germany)
S-Monovette 1,2 ml Z Sarstedt (NUmbrecht, Germany)
SPE Gg Octadecyl (100 mg, 1ml) J.T. Baker (Deventer, Ne¢herlands)

Spritzenfilter (0,2 um) Typ FP30/0.2 CA, D=30 mm  &tfnan GmbH (Dassel, Germany)
Zap Cap-S, 0,45 um Cellulose Acetat Sterilfilter havnan GmbH (Dassel, Germany)

2.4 Mausproben fir die Ausgleichsmatrix
Tabelle 5: Mausproben fiir die Ausgleichsmatrix
Probe Spezifikation Charge Bezugsquelle
Mausserum 1, Totalprotein (Biuret): 6,2 g/dI 8070412-01 Kraeber (Hamburg,
Hamoglobin (Oxy-Hgl): 33 mg/dI Germany)

pH (potentiometrische Methode): 7,4

Mausplasma 1l  Totalprotein (Biuret): 6,1 g/dl MP240511
(EDTA), unsteril Hamoglobin (Oxy-Hgl): 28 mg/dl

pH (potentiometrische Methode): 7,4

Mausserum 2, Keine weiteren Angaben MSEBREC.47678ioreclamation Inc.
Mausplasma 2 (Hicksville, New
(EDTA), unsteril MSEBREC.48153 York, USA)

2.5 EDTA-Plasma- und Serum-Konrollproben

Kontrollproben mit endogenem Melatonin wurden ae® dnter 2.4 genannten Mausplasma und

Mausserum hergestellt. Dazu wurde eine zweite @hafilausserum 8070412-02 und
MSEBREC.60482) Uber Spritzenfilter sterilfiltiert) 1,25 mL aliquotiert, bei -80 °C eingefroren und
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lyophilisiert. Die Lagerung der Proben erfolgte bi bis 8 °C. Diese Proben wurden flr

Aufstockungsversuche verwendet.

2.6 Haltung der Kontroll-Mause

Mannliche Mause (8 bis 10 Wochen alt, Kérpergewihischen 20 und 25 g) wurden berticksichtigt.
Insgesamt wurden 30 M&ause in 2 Gruppen von 15 ifierugeteilt, Gruppe 1 sind die ,Tagtiere und
Gruppe 2 die ,Nachttiere”. Die Mause wurden unteem L:D = 12:12, Beginn der Lichtphase um
8.00 Uhr 10 Tage, gehalten. Den Tieren stand haildiethes Futter und Leitungswasser libitum
zur Verfiigung. Die Blutabnahmen bei den Mausenlgiga in Ubereinstimmung mit den Richtlinien
fur Tierversuche nach MalRRgabe der Europaischen {Beamaft (Direktive 86/609/EEC). Um Stress
bei den Tieren zu minimieren und einen Effekt aarfi dnalyten zu vermeiden wurden die Mause mit
Ether betaubt und anschliellend durch zervikaleokasion getttet [Hoff, 2000]. Die Blutabnahme,
sowohl Serum, als auch EDTA-Plasma, erfolgte allé Ziber einen Zeitraum von 24 h durch
Herzventrikel Punktion. Die Blutabnahme bei den ¢h&aTieren fand bei Rotlicht statt. Danach
wurde das Blut 10 min bei 1500 g zentrifugiert, ddrerstand abgenommen und bis zur weiteren

Bearbeitung bei 4 bis 8 °C gelagert.
2.7 Puffer und Lésungen

Tris-Puffer (20-fach Konzentrat)
121,1 g Tris, 4 g Natriumazid und 20 g Ascorbineguno 1 Liter. pH-Wert mit 32 % HCI bei 7,5

einstellen.

PBS-Puffer (10-fach Konzentrat)
4,5 g NaHPQ,-2H,0, 12,6 g NgHPO,-2H,0, 80,7 g NaCl und 2,0 g KClI pro 1 Liter. pH-Werit m
NaOH bei 7,2 einstellen.

Noritldsung
50g Norit in 2 Liter Reinstwasser suspendieren dunmdhmischen. Nach 10 min ist Norit sedimentiert,

Uberstand absaugen und Bodensatz in 500 mL Reisséwaufnehmen.

Tritonlésung (25 %)
125 g Tritin X-100 in 375 mL Reinstwasser aufnehmen

Patentblau
2 mL PBS 10-fach Konzentrat, 120 mg PatentblauO/tR Pro Clin 300 in 18 mL Reinstwasser.

RIA Antikdrperverdinnungspuffer
100 mL PBS 10-fach Konzentrat, 200 m&lobulin, 200 mg Natriumazid in 900 mL Reinstwasse

Tracerpuffer
250 mL Tris-Puffer (20-fach Konzentrat), 20 mL @5Phenolrot-Losung in 4750 mL Reinstwasser.
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Herstellung von Probenvorbereitungsgefalien flPdi¢einfallung

Fallungsreagenz 1: Trichloressigsaure (TCA): 4 ATIC10 mL Aceton I6sen (40 %)

Fallungsreagenz 2: 5-Sulfosalicylsaure Dihydrag 2-Sulfosalicylsaure Dihydrat in 10 mL Aceton
l6sen (20 %). Davon jeweils 50 uL in ein Mikrosalitvgefal? pipettieren und nicht verschlieRen. Das

Lésungsmittel unter einem Abzug vollstandig verdéanpassen.
2.8 Testkomponenten fir den Melatonin ,DirekARI

Standards und Kontrollen

Die Melatoninstandards wurden aus einer Metharat&tlosung mit einer Konzentration von 1
mg/mL hergestellt. Stammldésungen zu 100 pL Aliqub -20 °C einfrieren. Uber weitere
Verdunnungsschritte mit Tris-Puffer wurden die @&mds und Kontrollen eingestellt. Die
Endkonzentrationen sind: A = 0 pg/mL; B = 30 pg/n@.= 100 pg/mL; D = 300 pg/mL; E = 1000
pg/mL; F = 3000 pg/mL; G = 10000 pg/mL; K1 = 200mg; K2 = 600 pg/mL.

Melatonin Assaypuffer
363 g Tris in 1 L Reinstwasser I6sen und den pHtWwetr 32 % HCI bei 7,7 einstellen. Lagerung bei
4 bis 8 °C.

Melatonin Enzym

3 g Pepsin und 16,2 g Natriumchlorid in 150 mL Reiasser I6sen. Danach gefriertrocknen.

Melatonin Enzympuffer

Als Enzympuffer wurde eine 1 M Hydrochloridldsungrwendet.

Melatonin Préazipitierendes Antiserum

170,1 g KHPQ, und 225 g NaCl in 20 L Reinstwasser l6sen. pH-WattKOH bei 7,4 einstellen.
22,5 g Natriumazid hinzufigen und mit Reinstwasadfillen. 1250 g PEG 6000 und 50 mL 25 %
Tritonlésung hinzufiigen. 1 h gut durchmischen. Ziege-Anti-Kaninchen Antiserum hinzugeben

und das Préazipitationsreagenz Uber einen Grobfiltéeren.

2.9 Pipettierschema

Tabelle 6: Pipettierschema fir die Bestimmung vatakbnin im Mausserum und Mausplasma
1. Jeweils 20 pL Standard A in die Rohrchen furNsB pipettieren.

Jeweils 20 pL Standards und Kontrollen in dismechenden Rohrchen pipettieren.
50 uL Ausgleichsmatrix in die Rohrchen mit NS&Bandards und Kontrollen pipettieren.

Jeweils 50 pL Probe in die entsprechenden Réhrgipettieren.

25 pL Enzymldsung in alle Rohrchen (auRer Thtidigét T) pipettieren.
1 h bei RT (20 bis 25 °C) inkubieren.
50 pL Assaypuffer in alle Rohrchen (auRer Tadaldgat T) pipettieren und danach mischen.

2.
3
4
5. In die R6hrchen mit den Proben jeweils 20 pln8éad A dazu pipettieren.
6
7
8
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9. 25 pL Melatonin-Antikdrper in alle Réhrchen (aul@ otalaktivitat T und NSB) pipettieren urd
mischen.

10. 1 hbei RT (20 bis 25 °C) inkubieren.
11. 50 uL**1-Melatonin in alle Rohrchen pipettieren und griicilimischen.
12. Rohrchen abdecken und 20 bis 24 h bei RT &2%FC) inkubieren.

13. Das vorgekuhlte (2 bis 8 °C) Prézipitationseseggrindlich aufschitteln und jeweils 1 mL in alle
Roéhrchen (aul3er T) pipettieren. Réhrchen kurz neisch

10. 20 min bei 2 bis 8 °C inkubieren.
11. 20 min bei 3000 x g zentrifugieren (méglichgt Kiihlung).

12. Uberstand absaugeuler vorsichtig dekantierena(iRer T).Rohrchen ausklopfen und fiir 2 min
umgedreht stehen lassen.

13. Ro6hrchen 1 min in einem Gamma-Counter messen.

2.10 Vorversuche
Vor der Validierung des RIA fir die Bestimmung vbtelatonin im Mausserum und Mausplasma
wurden Vorversuche durchgefuhrt. Als Grundlage dig Entwicklung eines RIA zur quantitativen
Bestimmung von Melatonin in Mausproben diente @imknerziell erhaltliches Testkit von der Firma
Labor Diagnostika Nord, Nordhorn mit der Referemamer BA 3300 RIA zur quantitativen
Bestimmung von Melatonin in humanen SerumprobenniMet al., 1989] bzw. zur Bestimmung von
Melatonin in Rattenproben BA 3500. Anhand diesestkitss wurden einige Modifizierungen
durchgefuhrt:

- Herstellung einer geeigneten Mausausgleichsmatrix

- Einstellung des optimalen Antikorpertiters

- Bestimmung des Gesamt-Melatonins

- Herstellung und Uberpriifung der Reproduzierbardest Melatonin-Tracers
Die Vorversuche sollen zeigen, welche Mausausgtenctrix die richtige fir den Assay und welcher
Titer fur den AntikOrper der optimale ist. Auf3erdsoll geklart werden, ob das Gesamt-Melatonin in
der Probe bestimmt wird und die Markierung mit d@atton-Hunter-Reagenz einen reproduzierbaren

Melatonin-Tracer liefert.

2.10.1 Auswahl eines Mausserums bzw. Mausplaimale Herstellung einer
Mausausgleichsmatrix

Fur die Herstellung einer Melatonin-freien Mausdeisfpsmatrix standen Mausserum und
Mausplasma von zwei Anbietern (Mausserum 1 und 2. btausplasma 1 und 2) zur Verfigung.
Zum Entfernen von Melatonin [Carter, 1978] wurdeasd Proben mit einer Noritldsung versetzt
(Verhéaltnis Noritldsung:Probe ist 1:10) [Skubitz @t, 1982]. Dazu wurde die Noritlésung in ein
Probensammelgefal? gegeben und bei 4000 rpm 5 mitnifagiert. Danach wurde der wassrige
Uberstand entfernt und das Probenmaterial (Maussesder Mausplasma) hinzugegeben. Das

Probensammelgefa? wurde mit der Suspension ca. B6i B4 bis 8 °C auf einen Rollenmischer
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bewegt. AnschlieRend wurde der Inhalt bei 4000 iprd Schritten jeweils 120 min zentrifugiert.
Nach jedem Schritt wurde das GefaR gewechselt. Naghletzten Schritt wurde der klare Uberstand
mit Hilfe einer Vakuumpumpe durch ZapCap-S Stdtdfi filtriert. Das Filtrat wurde zu 1,25 ml
aliquotiert, bei -80 °C eingefroren und anschlie3egefriergetrocknet. Die Lagerung der
Ausgleichsmatrix erfolgte bei 4 bis 8 °C. Die Eigguals Ausgleichsmatrix sollte mit der Erstellung
einer Standardkurve festgestellt werden. Die Totaits [cpm], die Nicht-Spezifische-Bindung [%],
die absolute Bindung [%] und die prozentuale Birgluwler Standardpunkte von den Mausproben
wurden miteinander verglichen. Als Voraussetzunijerdie Totalcounts (T) gelten 30000 bis 90000
cpm, fur die NSB 0,5 bis 2,5 %, fur die absolutexdging 15 bis 35 % sowie eine eindeutige
Abstufung zwischen den Standardpunkten, damit geritMelatoninkonzentrationsunterschiede
detektiert werden koénnen. Zur Uberprifung der wéldigen Adsorption von Melatonin durch
Aktivkohle wurden Mausproben einer anderen Charge und nach Behandlung mit der vorher
hergestellten Ausgleichsmatrix gemessen und dieafdeinkonzentrationen in den Mausproben
miteinander verglichen. Dazu wurden von jeder Manisp zwei Proben gewonnen. Die eine Menge
wurde unbehandelt gelassen, die andere wurde vae bbschrieben mit Aktivkohle behandelt, um
das gesamte Melatonin zu entfernen. Welchen Enftlis Aktivkohlebehandlung auf andere Blut-
bestandteile haben kénnte wurde durch die Quaietifing von Gesamtbilirubin (Test von Roche,
Messbereich = 0,1 bis 30 mg/dL; analytische Setigiti= 0,1 mg/dL), Gesamteiweil3 (Test von
Roche, Messbereich = 0,2 bis 15 g/dL; analytisodmesHivitat = 0,2 g/dL) und Triglyceride (Test von
Roche, Messbereich = 4 bis 4000 mg/dL; analytisBkesitivitdt = 4 mg/dL) untersucht. Diese
Parameter wurden im Mausserum und Mausplasma sowotdls auch nach Aktivkohlebehandlung
analysiert und mit verschiedenen Mauslinien vehglit FUr den Nachweis, dass mit der hergestellten
Ausgleichsmatrix richtige Werte ermittelt wurdeneodb Hintergrundstérungen einen Einfluss auf
die Detektion von Melatonin haben, wurden unbehi@dend behandelte Mausproben mit einer
definierten Melatoninkonzentration (A =0, B = 2= 40, D = 120, E = 400, F = 1200 und G = 4000
pg/mL) aufgestockt. Dazu wurden in aufsteigendeh&#olge 20 pL jeweils vom Standard A bis G
in vorbeschriftete Polystyren-Rohrchen pipettiei@nach folgten 50 pL von den Mausserum- bzw.
Mausplasmaproben. Es wurde die Wiederfindung votatdein in unbehandelten und behandelten
Mausproben mit den entsprechenden Ausgleichsremyemzstimmt. Als Anforderungen fiir eine

optimale Ausgleichsmatrix gilt eine Wiederfinduragervon 100 + 20 % und ein VK von < 20 %.

2.10.2 Gewinnung eines Melatonin spezifischerikdinpers und Einstellung des
optimalen Antikorpertiters

Sollen brauchbare Antikdrper gegen Verbindungemgdstellt werden, muss das Molekil zundchst
durch ein geeignetes Syntheseverfahren kovalergirargrof3es Carriermolekil wie Albumin oder

Hamocyanin gebunden werden. Bei der Kopplung l&sst einen Substituenten des Haptens mit
einem Substituenten des Carriers reagieren. Begbmzerden dabei Caboxy- und Aminogruppen
[Goodfriend et al., 1964; Grota et al., 1973]. Alstigen wurde 12,5 mg 5-Methoxytryptamin Uber
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Carbodiimid an 100 mg BSA konjugiert [Arendt et,afll975; Manz et al.,, 1989]. Die
Reaktionsgemische wurden 48 h gegen physiologis€behsalzlosung dialysiert und durch
Zentrifugation von unléslichen Reaktionsproduktefréit. Das Immunisierungskonjugat hatte ein
Verhaltnis von 8:1 fur Hapten:BSA. Ein mg des Immgens und die gleiche Menge des kompletten
Freund Adjuvans wurden in mehrere Kaninchen sulkutgiziert. Vier Wochen nach der
Primarimmunisierung folgte eine Boosterung mit 1 imgnunogen und 0,5 mL inkompletten Freund
Adjuvans subkutan. AnschlieBend wurden die Boostggn alle 2 Wochen wiederholt. Der
Antikorpertiter wurde nach jeder Boosterung UbeftpfDaten nicht angegeben). Nach der sechsten
Boosterung entwickelten 5 Kaninchen Melatonin-Adtper. Das Kaninchen mit dem hdchsten Titer
wurde entblutet und das Serum nach Abzentrifugiér@n-20 °C eingefroren. Die gebrauchsfertige
Verdinnung fur den Assay musste optimiert werdexztDwvurden drei Standardkurven erstellt, wobei
der Antikérper mit drei unterschiedlichen Titerrdnmlich 1:4000, 1:5000 und 1:6000, im Assay
verwendet wurden. Der Antikdrper wurde mit dem Rdatperverdinnungspuffer verdinnt. Fur die
Einstellung des richtigen Titers wurden die BinduBf [%] und die Abstufung der einzelnen
Standardpunkte betrachtet. Die Spezifitdt des Ampi&rs wurde im Rahmen der Validierung
Uberprift.

2.10.3 Bestimmung des Gesamt-Melatonins (fremesgebundenes Melatonin)
In-vitro-Experimente mit3H]-Melatonin, zugegeben in Human- und Rattenplasteateten an, dass
61 bis 78 % des Melatonins reversibel an Albumiebumden sei [Cardinali et al., 1972; Di et al.,
1989]. Fur den Nachweis von Gesamt-Melatonin in $faoben wurden drei Methoden fir die
Abspaltung von Melatonin von Serum- bzw. Plasmaginet als Probenvorbereitungen angewendet,
mit dem Verdauungsenzym Pepsin (EC 3.4.23.1), délarigsreagenzien Trichloressigsaure (TCA)
und schlieRlich 5-Sulfosalicylsdure Dihydrat. Fie Bestimmung des Gesamt-Melatonins mit Pepsin
als Probenvorbereitung gilt folgende DurchfuhruR§r die Standardkurve wurden 20 uL von den
Standards A bis G und K1 bzw. K2 in Spitzbodenrbarcpipettiert. Danach folgten 50 pL von der
Mausserum- bzw. Mausplasmaausgleichsmatrix und 25 vpm vorbereiteten Enzym. Die
Inkubationszeit betrdgt 1 h bei RT. Die Vorgehenseebei der Proteinfallung mit den beiden
Fallungsreagenzien ist identisch. Fir jeden Stahdand fir jede Probe wurde ein
Probenvorbereitungsgefal} (siehe 2.7) fur die Rrf@#ung genommen. Fir die Standardkurve wurde
jeweils 20 pL von den Standards A bis G und K1 K@dn die Probenvorbereitungsgefalle gegeben,
anschlieBend folgten 50 pL Mausausgleichsmatrix. Bastimmung der Wiederfindung wurden
aktivkohlebehandelte Mausserum- und Mausplasmaprobié 80 pg/mL Melatonin angereichert,
damit von einer definierten Menge ausgegangen wekoante. Vor der Anreicherung wurden die
Proben gemessen, um festzustellen, ob auch damigebéelatonin extrahiert wurde. Anschliel3end
wurden die Proben mit 12, 40, 120, 400, 1200 un®04@g/mL aufgestockt, danach die
VorbereitungsgefalRe gut gemischt (10 min vortexendl anschlieBend 10 min bei 3000 x ¢
zentrifugiert (gekihlt bei 4 °C). Fiur den RIA wurder gesamte Uberstand vorsichtig in die
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vorbereiteten  Spitzbodenrohrchen gegeben. Der #heBehde RIA ist fur die drei

Probenvorbereitungsmethoden identisch und setatlsc der Zugabe des Assaypuffers fort. Fur die
Entscheidung, welche Probenvorbereitung die getdgfie die Bestimmung des Gesamt-Melatonin
ist, wurden die Standardkurven und die Wiederfigduaten von Melatonin in unbekannten
Mausproben miteinander verglichen. Zur Uberprifaiey gewahlten Probenvorbereitung und um
festzustellen, ob es einen Unterschied in der Meiakonzentration zwischen enzym- und nicht-
enzymbehandelten Proben gibt, sollte die Melat@nazkntration in unbekannten Mausserum- und

Mausplasmaproben (behandelt und unbehandelt) mibhne Probenvorbereitung gemessen werden.

2.10.4 Herstellung und Uberpriifung der Reprodbaziekeit des Melatonin-Tracers

#] an ein Kohlenstoffatom des

Die Markierung erfolgt durch direkte kovalente Bimg von f
Antigens, haufiger aber durch Einfiihrung einé3]fhaltigen Substituenten in das Molekiil [Bolton et
al., 1973]. 5-Methoxytryptamin wurde mit*fi]-Bolton-Hunter-Reagenz iodiert. Zusammengefasst:
Fir die Synthese wurden 5 pg 5-Methoxytryptamin @060 pCi f*]-Bolton-Hunter-Reagenz in
einem Mikroschraubgefal? mit Pyridin gelost. Die Riga verlauft Gber Nacht (24 h) bei RT. Das
lod-markierte Melatonin wurde anschlieRend mit &litfer HPLC Uber  Silica-Gel als stationare
Phase gereinigt. Der konzentrierte Tracer wurdettes 8 °C aufbewahrt. Um die Reproduzierbarkeit
der Markierung zu Uberprifen wurden zwei Tracer mmitterschiedlichen Produktionschargen
verglichen. Tracer 1 hat die Charge 5908 und Tracdie Charge 6074. Mit beiden Tracern wurde
anschlieBend nach der Markierung und kurz vor Ablaach ca. 105 Tagen) eine Standardkurve
erstellt und die Wiederfindung von Melatonin im Maerum und Mausplasma bestimmt. Der
gebrauchsfertige Tracer wurde bei max. 90000 cprgestellt. Das bedeutet, dass nach 105 Tagen

noch mindestens 28000 cpm (lodine-125 Decay CHaif,Life = 60 days) messbar sind.
2.11 Validierung

2.11.1 Typische Standardkurve und Arbeitsbereich

Eine Standardkurve, mit deren Hilfe die Melatonimkentration der unbekannten Proben ermittelt
werden kann, wurde nach Auftragen der gemessen€B04Br die 7 Standards im linearen Maf3stab
auf der y-Achse gegen die entsprechende Konzemirati logarithmischen Mal3stab auf der x-Achse
erstellt. Fur die Berechnung der Standardkurve eudds LCF- bzw. Spline-Verfahren verwendet.
Die GroRen BO und NSB sind Bezugswerte, die beildmstellung der Standardkurve und bei der
spateren Berechnung der Analysenergebnisse in jaterh eingehen. Um die Fehler so gering wie
moglich zu halten, wurde der Test und die Analyse uhbekannten Proben in Doppelbestimmung
durchgefuhrt. Die Konzentration des unmarkiertertigens wurde logarithmisch auf der Abszisse

aufgetragen. Aus den gemessenen GroR3en wird nach
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(B-NSB*100

%Bindung= (BO-NSB

mit: B = Standard [cpm]

BO = maximale Bindung [cpm]
NSB = Nicht Spezifische Bindung [cpm]
die Bindung des markierten Antigens in Prozent meximalen Bindung berechnet und die Werte
linear auf der Ordinate aufgetragen [Strobach, 1L994
Fur die Bestimmung der unbekannten Melatoninkomaénhen in den Mausproben soll ein weiter
Arbeitsbereich von 0, 12, 40, 120, 400, 1200, 40§0nL, entspricht 0; 51,6; 172; 516; 1720; 5160
pmolL/L, gewahlt werden, um niedrige Tag- als auaheh Nachtwerte zu erfassen. Die dabei
verwendeten Standardldsungen wurden einzeln dash/drdinnen ein und derselben Stammlésung
hergestellt (siehe auch Punkt 2.1.8).
Folgende Anforderungen soll die Standardkurve kenfill
- Einen weiten Arbeitsbereich, der es ermdglichtpwahl niedrige als auch hohe
Melatoninkonzentrationen in Mausproben zu detedtier
- Eine steile sigmoidverlaufende Standardkurveemtleutig voneinander unterscheidbaren
Standardpunkten, die auch die Messung von kleindiedatoninkonzentrationsunterschiede
ermoglicht
- Die zu erwartenden Melatoninkonzentrationen solie linearen Bereich der Standardkurve

liegen.

2.11.2 Nachweisgrenze
Es soll die kleinste nachweisbare Menge bestimmtdere Das ist nichts Anderes als die
Entscheidung fir die Frage: Analyt vorhanden: jaratein. Fir die Ermittlung der Nachweisgrenze
wurden mit dem ,Direkt-RIA“ 40 Blindwertmessungeardhgefuhrt, d.h. der Nullstandard wurde in
N = 40 Einzelbestimmungen detektiert. Dazu wurdéQrSpitzbodenréhrchen 20 uL Standard A und
jeweils 50 pL Mausserum- bzw. Mausplasmaausgleialrém pipettiert und der RIA nach
Pipettierschema fortgesetzt. Die Nachweisgrenze wach folgender Formel berechnet [Kromidas,
2003]:
NWG = X ging + 3Sing mit: X ging = Mittelwertaus 40 Blindwertmessungen

sina = Standardabweichung bei der 40-fachen Messung

des Blindwertes

Bei der Bestimmung der Nachweisgrenze soll die @Grefestgelegt werden, ab der eindeutig

festgestellt wird, ob der Analyt vorhanden ist odieht.

2.11.3 Wiederfindungsrate

Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wurden Maamph- und Mausserumproben mit einer

definierten Melatoninkonzentration aufgestockt. Biezugefigten Melatoninkonzentrationen waren:

12, 40, 120, 400, 1200 und 4000 pg/mL. Dazu wurdénuL der bekannten Kalibriersubstanz
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(Standard A bis G) in Spitzbodenréhrchen und aiefdbhd 50 uL Mausserum bzw. Mausplasma
hinzupipettiert. Es wurden 7 Messungen in Doppeiimesung, einschlie3lich Leerprobe (Mausprobe
mit nativ vorhandenem Melatonin plus Standard Qclgeflihrt. Weitere Schritte sind dem RIA
Pipettierschema zu entnehmen. Die Wiederfindungstat aufgestockten Melatoninkonzentrationen
im Mausserum und Mausplasma wurde nach VergleishlsteWVerts mit dem Soll-Wert in Prozent
angegeben. Davon wurden die mittlere Wiederfindtatgs die Standardabweichung und der

Variationskoeffizient berechnet. Die Wiederfinduraide wird berechnet nach:

X . . , .
=—%*100 mit: W = Wiederfindungsrate in %
XR
X = gemessener Mittelwert
% = richtige Wert
Fur die Uberpriifung eines Matrixeffekts sollten teysatische Abweichungen aufgedeckt werden.

Dazu wurden die Vertrauensbereiche vpural b ermittelt [Funk et al., 1992]:

VB (&) =a+tpn™* S

VB(a;) =a, *t Os Di+i02
f f = YP,f) i Nf Qxx

Mit s, :\/Z[Xif —(a; +b; Ox)]? Syt

mit Nt = Anzahl des Konzentrationsniveaus
Der Vertrauensbereich fur ergibt sich zu
VB(by) = br £ e * Sor

t(P, f) * syf

A QXX

Die Akzeptanzkriterien fir die Wiederfindungsraterden wie folgt festgelegt:

VB(by) =k + (t = Student-t-Faktor: P = 95%; f 5 N 2)

- Der Gesamtmittelwert der Wiederfindungsrate naveschen 80 und 120 % liegen.
- Der Variationskoeffizient Giber den gesamten Wigid@éungsbereich muss < 20 % sein.

- Es dirfen keine systematischen Abweichungenegel.

2.11.4 Linearitat

Linearitat ist die Fahigkeit einer Methode innethatines gegebenen Konzentrationsbereichs
Ergebnisse zu liefern, die der Konzentration dealyen direkt proportional sind. Beim Testen dieser
Eigenschaft ging es darum, eine Serum- oder Plasiapnit relativ hoher Melatoninkonzentration
in definierten Schritten zu verdiinnen, um dannifmeséen zu kdnnen, ob die gemessenen Werten den

Gesetzen der Linearitat folgen. Als Ausgangskomagéinh zur Bestimmung der Linearitat wurde eine
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Stocklésung aus 100 pL Standard F = (1200 pg/n23G-pL Mausserum bzw. Mausplasma mit einer
sehr niedrigen { 10 pg/mL) nativen Melatoninkonzentration hergdisteFir die weiteren
Verdinnungen wurde ausschlieBlich Norit-behandéftagsserum bzw. Mausplasma verwendet. Die
Proben wurden 1:1 verdiinnt und die Wiederfindungdiaet. Als Akzeptanzkriterium gilt eine gute
Korrelation zwischen den Soll- und Istwerten, egrddch Uber alle Verdinnungen von 80 bis 120 %,

sowie ein VK< 20 %.

2.11.5 Prazision
Zur Uberpriifung der Streuung von Analysenergebnissenittelt mit dem entwickelten RIA, wurden

folgenden Prazisionsarten angewendet:

a) Intra-Assay-Prazision

Die zwischen voneinander unabhéngigen ermitteltegelihisse wurden mit einem RIA, mit
denselben Proben unterschiedlicher Melatoninkonzgomen, im selben Labor, durch denselben
Bearbeiter, aber in drei verschiedenen Serien (gives Tag kurz hintereinander) bestimmt. Dazu
wurden Mausserum- und Mausplasmaproben mit untediathen Melatoninkonzentrationen
(Leerwert, + 40 pg/mL und + 400 pg/mL) in drei vdredenen Laufen (Set 1 bis Set 3) gemessen.
Von jeder Konzentration wurden pro Set 30 Einzdlbeaungen durchgefuhrt. Fir die
Analysenergebnisse wurden als MaR fir die StreaendMittelwert, die Standardabweichung und der

Variationskoeffizient berechnet.

b) Inter-Assay-Prézision

Zu Angaben der Inter-Assay-Prazision wurden folgeldederholbedingungen fir die Bestimmung
von unabh&angigen Ermittlungsergebnissen eingehalerselbe RIA, identische Proben, im selben
Labor, durch denselben Bearbeiter und mit dersel@@mateausristung. Dazu wurden an 10
verschiedenen Tagen jeweils eine Standardkurviléiirsserum und Mausplasma pro Tag erstellt (Set
1 bis 10). Anhand jeder Standardkurve wurden Mausseund Mausplasmaproben mit den drei
unterschiedlichen Melatoninkonzentrationen (Leetwed0 pg/mL sowie + 400 pg/mL) gemessen
(jede Konzentration 10 x). Aus jedem Lauf und aes drmittelten Melatoninkonzentrationen wurden
der Mittelwert, die Standardabweichung und der &tanskoeffizient errechnet. Zur Erstellung des
Prazisionsprofils wurden Mausproben mit niedrigeeldfbninkonzentrationen so aufgestockt, dass
die endgultigen Konzentrationen in der Néahe den&iedkonzentrationen liegen. Jede Konzentration
wurde 10 x analysiert, woraus dann der Variatiorffiment bestimmt und grafisch dargestellt wurde.
Fur die Bestimmung der Prazision gelten folgendeebkanzkriterien: Die hdchste Préazision soll im
linearen Standardkonzentrationsbereich liegen imére VK von < 10 %. Die hdchste ,Unprézision”
soll 20 % nicht Uberschreiten. Aus den gewonnensiMegtreihen soll die Frage geklart werden, ob
die Werte normalverteilt sind. Die Werte sind miteg vorgegebenen Wahrscheinlichkeit (P = 99 %)
normalverteilt, wenn sich der Quotient aus Spantan&] und Standardabweichung [s] innerhalb der

von David vorgegebenen Grenzwerte befindet:
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G = GrofterWet - KleinsterWert _ R

Standardabweitiung S

Auffallend stark abweichende Werte sollen auf Aie oder zuféllige Abweichungen Uberprift

werden. Dazu wird der Grubbs-Test angewendet:

o

S

Q:

mit: X, = ausreil3erverdachtiger Wert

;( = Mittelwert

s = Standardabweichung

Man bildet die PrufgrofRe [Q] und vergleicht diesé# oem Tabellenwert. Es gilt der Wert als

Ausreil3er, wenn die berechnete Grol3e [Q] groleslsstder entsprechende Tabellenwert bei einem
Signifikanzniveau P = 0,99. Fur die zuldssige Otmrge des VK gilt als Forderung, dass der
Vertrauensbereich (die zweifache Messunsicherfigifen Wert nicht grof3er sein sollte als der halbe

Toleranzbereich aus den vorgegebenen Spezifikatienzen:

Soge S puy o pr 275 (0SG-USQ

Jn Vn o 2

VK* x
10C
in die obige Formel s einsetzen und nach VK aufias®ed erhalt:
« < (0SG-USG* Jn*100
h 4% t* X

esgilt:s=

\Y

mit:  OSG = obere Spezifikationsgrenzen

USG = untere Spezifikationsgrenzen
u = Messunsicherheit
fur t (95%; f— o) = 1,96 (t-Tabelle).

2.11.6 Probenstabilitat

Im Rahmen der Uberpriifung der Probenstabilitit sgéizeigt werden, ob unterschiedliche
Lagerungsbedingen von Mausproben einen Einflussli@uMelatoninkonzentrationen in der Matrix
haben [Cavallo et al., 1994; Daya et al., 2000¢rfidr wurden Mausserum und Mausplasmaproben
mit drei unterschiedlichen Melatoninkonzentratiomemwendet bzw. hergestellt, ndmlich eine native
Probe = niedrige Melatoninkonzentration, aufgegstocknit 40 pg/mL = mittlere
Melatoninkonzentration und mit 400 pg/mL = hohe Mehinkonzentration. Die Proben wurden
direkt nach Vorbereitung ,frisch* gemessen (Priméssung), um einen Referenzwert festzulegen.
Zur Beurteilung der Probenstabilitat wurden dield@roflr 24 h und 48 h bei RT bzw. fir 24 h und
48 h bei 37 °C gelagert und anschlieend gemegadierdem wurden die Proben einem Einfrier-
und Auftauzyklus unterzogen, d.h. die Proben wurder24 h bei -20 °C eingefroren, dann bei RT
aufgetaut und anschliel3end analysiert. Diese Ponzgdrde insgesamt dreimal mit derselben Probe
durchgefuhrt. In einem Langzeittest wurde von derauséerum und der Mausplasmaprobe eine
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Menge von 12 Aliquots bei -20 °C eingefroren. Esrdeudann Uber ein Jahr jeden Monat die
Melatoninkonzentrationen in den Proben analysierteinen mdglichen Analytenverlust festzustellen
und eine Angabe Uber die Dauer der Lagerung bénafgn Bedingungen vornehmen zu kénnen. Als
Akzeptanzkriterien  fur die Probenstabilitdt wurdeestfielegt, dass die ermittelten
Melatoninkonzentrationen dem anfénglichen Wert dess Primarmessung der maximal zulassigen

relativen analytischen ,Unpréazision“ entsprechen.

2.11.7 Robustheit

Durch die Robustheit sollte gezeigt werden, dassRiA Ergebnisse zu liefern vermag, durch die
variierende Bedingungen nicht oder unwesentlichinbeehtigt werden. Nachfolgende Maflinahme
sollte Klarheit dariiber bringen, dass durch Andgrder Lagerungstemperatur des Testkits bzw. der
dazugehorigen Testkitkomponenten das MelRergebbiseumtrachtigt bleibt. Daflir wurden 3 Testkits
mit Testkitkomponenten aus der laufenden Produktbarge vorbereitet. Testkit 1 wurde bei
normalen Temperaturbedingungen, ndmlich 4 bis 8 TeStkit 2 bei -20 °C und Testkit 3 bei 37 ° C
fur jeweils 1 Woche gelagert (beschleunigte Haké#sprifung). Nach einer Woche sollte die
Funktion des Testkits anhand der Standardkurvedumdh Uberpriifung der absoluten Bindung BO
und der Testkitkontrollen gezeigt werden. Als Reffergelten die Standardkurve, die Bindung BO und
die Testkitkontrollen gewonnen mit Testkit 1 und &lkzeptanzkriterien flr die Robustheit wurde
festgelegt, dass die ermittelten Daten den ausReéerenzmessung mit einer maximal zulassigen

relativen analytischen Unprazision entsprechen.

2.11.8 Spezifitat
Die eindeutige Erfassung und Identifizierung vonldfienin mit dem RIA soll mit der Spezifitat des
Antikdrpers gezeigt werden. Verschiedene, melatmiiche Substanzen wurden auf ihre mogliche

Kreuzreaktion im Assay getestet [Di et al., 1998]:

Tabelle 7: Kreuzreaktion von Melatonin und melat@hinliche Substanzen
Substanz Strukturformel

Melatonin

H
ISVR
) o
.0 N)LC
H,C H
N-Acetyl-5-hydroxytryptamin ¥
N-Acetylserotonin Y ?
( y ) Ho/@/\ N)‘\ c
H
H
N
IOV
H,C o

H,

H3
5-Methoxytrytptophol
H
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5-Methoxytryptamin H
/©12/\
H,CO NH,
6-Methoxytryptamin H,CO H
T
NH,
Serotonin H
0
HO NH,
DL-Tryptophan H
0
Y
OH
NH,
5-Methoxy-DL-tryptophan H,CO H
NH,
%OH
o
5-Hydroxy-L-tryptophan HO H
P
OH
0
5-Methoxyindol H,CO H
o
6-Hydroxymelatonin H,CO N
0
/
NH

Fir jede Substanz wurden in 0,1 M HCI bzw. Methaioké Stocklosung mit einer Konzentration von
1 mg/mL hergestellt. Aus dieser Stocklésung wurdelyende Konzentrationen in einer 1:10
Verdinnung mit unbehandelten Mausserum bzw. Masspahergestellt: A = 100 pg/mL; B = 10
pg/mL; C =1 pg/mL; D = 0,1 pg/mL; E = 0,01 pg/nit= 0,001 pg/mL.
Die Kreuzraktivitdt wird durch die 50 %-Bindung lbbseben, d.h. es wird ermittelt, bei welcher
Konzentration 50 % des zugesetzten markierten Ansgyerdrangt wird.

Melatonin— Konzbei50%Bindung,
Subganz - Konzbeib0%Bindung

100

Kreuzreakivitat(%) =

Akzeptiert wurden Kreuzreaktionen0,1 %.
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2.12 Anwendungen

2.12.1 Bestimmung von endogenem Melatonin in kabeten Serum- und Plasmaproben von
Kontroll-Mausen und Erstellung eines 24-h Rsofi
Nach Abschluss der Vorversuche und Validierung wurder ,Direkt-RIA* nun fur die
Melatoninbestimmung in Serum- und Plasmaproben Kontroll-M&usen angewendet. Um den
diurnalen Rhythmus von Melatonin in Mausproben mtetsuchen wurde ein Protokoll entwickelt,
nach dem bei 30 Mausen alle 2 h tber eine Periode24 h jeweils bis zu 300 pL Mausserum und
Mausplasma gewonnen wurden. Mit dem RIA soll Meilatoim Mausserum und Mausplasma
bestimmt und niedrige Tag- bzw. hohe Nachtwerteenschieden werden. Die Mausserumproben
wurden mit der Mausserumausgleichsmatrix und die udglasmaproben mit der
Mausplasmaausgleichsmatrix gemessen. Die ermittédelatoninkonzentrationen im Mausserum

und Mausplasma wurden als 24-h Profil in einer &naiiteinander verglichen.

2.12.2  Vergleich des ,Direkt-RIA" mit Extraktiongthoden

Viele der bislang angewandten RIA basieren aufrePm®benvorbereitung durch unterschiedliche

Extraktionsmethoden. Der RIA zur direkten Bestimgiwon Melatonin in Mausproben sollte mit

etablierten Extraktionsmethoden [Rizzo et al., 20@2glichen werden, dabei handelte es sich um:

- Flussig-Flussig-Extraktion mit  Methanol, Chlorafs  Dichlormethan und tert.
Butylmethylether

und

- Festphasenextraktion (SPE) mig@ ctadecyl) Extraktionssaulen.

Die genannten Extraktionsmethoden haben den Vodags der zu bestimmende Analyt durch das

Trennverfahren aus dem z.B. Protein-reichen Extrakgut gelost wird und in einem stérungsfreien

Puffer wieder aufgenommen werden kann. Ein and&ferteil ist, dass man den Analyten

aufkonzentrieren kann und dadurch geringere Volarfiin den Assay verwendet werden konnen. Mit

dem Vergleich zum ,Direkt-Assay“ wurde gezeigt, slashne aufwendige Probenvorbereitungen

Melatonin in Mausproben bestimmt werden kann.

2.12.3  Flussig-Flissig-Extraktion vs. Direkt—Bestiong

Fur die Extraktion von Melatonin wurden verschieglasrganische Losungsmittel verwendet. Zur
Bestimmung der Extraktionseffizienz gegentber defeRRnzmethode wurde die Wiederfindungsrate
von Melatonin mit dem ,Direkt-RIA" als auch nach tEaktion analysiert und verglichen. Dazu

wurden Mausproben mit definierten Melatoninkonzatinen (0, 12, 40, 120, 400, 1200 und 4000
pg/mL) aufgestockt. Vorbereitung der Aufstockung flie Bestimmung der Wiederfindung: Vom

Standard A bis G wurden 20 pL und anschlieBend %0 vpn der Mausprobe in einem

Mikroschraubgefal? vorgelegt. Fir die Extraktion eemw 600 puL gekihltes Losungsmittel bendtigt.
Die Proben wurden 1 min gut mit einem Vortex durigomt und danach 10 min bei 3000 x g

zentrifugiert (gekuhlt bei 4 °C). Die Proben mit |@oform, Dichlormethan und tert.
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Butylmethylether bilden 2 Phasen. Um die wassridmase von der Loésungsmittelphase besser
abtrennen zu kénnen wurden die Réhrchen (auRReraviethiber Nacht bei -80 °C eingefroren. Am
nachsten Tag wurde das Losungsmittel von der gafear Wasserphase getrennt und in vorbereitetes
Borosilikatrohrchen pipettiert sowie in einen vdrgiten (70 °C) Thermoblock gestellt, bis das
Losungsmittel vollstédndig verdampft war [Plebaniaét 1990]. Anschlie3end wurde der Ruckstand
mit 70 pL Standardmatrix (Standard A) und 50 pLagmiffer aufgenommen. Der Inhalt wurde ca. 1
min gut durchmischt und dann vollstandig mit eif@pette in Spitzbodenréhrchen gewechselt. Es
folgten Zugabe von 25 pL Antikdrper (Titer von 1080anstatt von 1:5000) und 1 h Inkubation bei
RT. Nach der Inkubationszeit wurden 50 pL Tracaezhgegeben und die Réhrchen fur weitere 20 bis
24 h bei RT aufbewahrt.

Vorbereitung der Standards fir den RIA: In Spitamaéhrchen wurden 20 pL Standard A bis G und
K1 und K2 pipettiert, 50 pL Standardmatrix, 50 pksaypuffer und 25 pL Antikdrper hinzugegeben,
sowie nach einer Inkubationszeit von 1 h bei RTukOTracer. Die folgenden Schritte sind mit denen
vom ,Direkt-RIA" identisch. Bevor mit der Bestimmgrvon Melatonin in den Mausproben begonnen
wurde, sollten mdgliche Storeinflisse von ProteineSerum oder Plasma bei der Extraktion
abgeschatzt werden. Daflr wurde vorab die Wieddufigsrate von Melatonin nach Aufstockung und
Extraktion in einer Protein-freien Standardmatrbetprift. Die Durchfihrung der Aufstockung und
Extraktion, sowie anschlieBender RIA erfolgten wien beschrieben. Es wurde die Wiederfindung
von Melatonin in Prozent nach Extraktion mit denzeinen Losungsmitteln miteinander verglichen.
Danach folgte das Ergebnis fur die Wiederfindunigsraon Melatonin im Mausserum und
Mausplasma einschlieB3lich eines Vergleichs zwiscHirektbestimmung und Fllssig-Flussig-

Extraktion.

2.12.4 Festphasenextraktion vs. Direkt—Bestimmung

Die Festphasenextraktion (SPE = Solid Phase Eidrgctwurde mit einer ¢-(Octadecyl)
Extraktionssaule durchgefiihrt [Kawashima und Nagakal982; Plebani et al., 1990]. Das
Mindestvolumen fiir eine vollstandige Extraktionglibei mindestens 100 pL pro Extraktionsséule.
Weil mit einem minimalen Probenverlust zu rechrgnaiurde 10 % mehr von den Mausproben auf
die Saule gegeben. Zur Uberpriifung der Extraktiosisaute wurden Mausserum, Mausplasma und
Standardmatrix mit einer definierten Melatoninkamzation aufgestockt. Die Konzentrationen
betrugen 0, 12, 40, 120, 400, 1200 und 4000 pgkiik.die Aufstockung wurden 20 pL Standard A
bis G in MikroschraubgefdRe vorgelegt. Dann wurde® pL Mausserum bzw. Mausplasma
hinzupipettiert.

Vorbereitung der Extraktionssaule: Die Saule wurde2 x 1 mL Methanol gespult und je 1 min bei
200 x g zentrifugiert, anschlieBend mit 2 x 1 mLirRavasser gewaschen und 1 min bei 200 x g

zentrifugiert. Nach der Vorbereitung wurde die xtrahierende Probe auf die Saule gegeben.
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Extraktion: In diesem Fall wurde das gesamte Volini#l0 uL) extrahiert. Die Probe in das
Saulenbett einwirken lassen und die Saule ansemkA min bei 200 x g zentrifugieren. Danach
wurden 2 x 1 mL 10 % Methanol auf die Saule gegalmehl min bei 500 x g zentrifugiert.

Eluieren: Zum Eluieren von Melatonin wurden 600 Methanol verwendet. Die Saule wurde 1 min
bei 200 x g zentrifugiert und das Eluat in einemrdddikatglasréhrchen aufgefangen. Die
Glasrohrchen wurden solange in einen Thermobloskegie (70 °C), bis das gesamte Lésungsmittel
verdampft war. Der Rickstand wurde mit 130 pL S#addhatrix und 50 pL Assaypuffer
rekonstituiert. Der Inhalt wurde ca. 1 min gut durischt und anschlieBend das gesamte Volumen in
Spitzbodenréhrchen gewechselt. Danach wurde miZdgabe von 25 pL Antikorper (Titer 1:6000)
und 1 h Inkubation bei RT fortgesetzt. AnschlieRanoiden 50 pL Tracer hinzupipettiert und fir 20
bis 24 h inkubiert. Der Rest des RIA ist dem Pipetthema zu entnehmen. Die Standards fir den
RIA wurden folgendermal3en vorbereitet: Dazu wurd@mL Standard A bis G bzw. K1 und K2, 110
pL Standardmatrix, sowie 50 pL Assaypuffer und 25 Antikorper in die Spitzbodenr6hrchen
gegeben. Nach 1 h Inkubation bei RT wurden danpl50racer dazu pipettiert. Zur Bewertung der
Extraktionseffizienz wurden vergleichende Messungergenommen. Da neben der Extraktion von
Melatonin auch andere Substanzen mit unterschietli&ffizienz extrahiert werden wurde parallel
zwischen Extrakten aus einer aufgestockten Prdteien Standardmatrix sowie aus Mausproben
verglichen. Dargestellt sind die Wiederfindungsnaten Melatonin, ermittelt mit dem ,Direkt-RIA®

und nach Gz -Extraktion.

2.12.5 Vergleich eines Melatonin 24-h Profils $8arum von Kontroll-Mausen analysiert mit dem
,Direkt-RIA“ sowie mit Methanol- und G-Extraktion

Die Funktionalitat des ,Direkt-RIA" im Vergleich zuMethanol- und zur SPEgExtraktion sollte

auRerdem anhand von echten Mausproben gezeigt nvdb@geu wurden die Mausproben ebenfalls

mit Methanol sowie mit g-Extraktionssaulen vorbehandelt. Die gewonnen Melakonzentrationen

zu den unterschiedlichen Uhrzeiten mit dem ,DirBk&* und nach Extraktion wurden parallel in

einem 24-h Profil verglichen. Allerdings stand nigeniigend Mausplasma zur Verfiigung, so dass

nur Melatonin im Mausserum betrachtet werden karbie Absicht war zu zeigen, dass der ,Direkt-

RIA* durchaus dieselben Ergebnisse liefert wiewdigbreiteten RIA mit Probenvorbereitungen.

2.12.6  Testvergleich mit einem kommerziell ediédiem direkt RIA

Der entwickelte und validierte Melatonin ,Direkt#&1 wurde mit einem kommerziell erhaltlichen
RIA zur quantitativen Bestimmung von Melatonin ita$ta oder Serum verglichen. Dazu wurde ein
.Melatonin direct Radioimmunassay fir die direktaagtitative Bestimmung von Melatonin im
Plasma oder Serum verwendet”, der auf dem Kennad280 Anti-Melatonin-Antikdrper basiert
[Vaughan, 1993]. Die Durchfihrung des RIA ist wadgt beschrieben: 800 puL Proben und Kontrollen
in die entsprechenden Réhrchen geben. Je 100 @ktgslVorbehandlungs-Reagenz zugeben und gut

durchmischen. Fir 30 min bei 37 °C in einem Wasakiinkubieren. Je 100 puL Neutralisierungs-
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Lésung zugeben und gut durchmischen. Die vorbeli@mdEroben und Kontrollen auf RT abkihlen
lassen bevor mit dem RIA begonnen wird. 500 uL Malibrator in das NSB Rohrchen und 400 pL
Null Kalibrator in das MB Réhrchen pipettieren. 40Q Kalibrator A bis E in die entsprechenden
Rohrchen pipettieren. 400 uL vorbehandelte Patigmtdben bzw. Kontrollen in die entsprechenden
Roéhrchen pipettieren. Je 100 pL Antikérper zu aléhrchen geben und vortexen. Je 100 Jit]{
Melatonin Tracer zu allen Réhrchen geben. Alle RB&nN fir 20 £ 4 h bei 2 bis 8 °C inkubieren. Die
Flasche mit dem 2. Antikbrper mehrmals invertieremen Ruihrstab zugeben und auf einen
Magnetrihrer stellen. Unter stdndigem Rihren 10@e 2. Antikérperldsung zu allen Testrohrchen
(auf3er T) zugeben und gut durchmischen. Fir 15udnzoei 2 bis 8 °C inkubieren. Ein mL ultrareines
Wasser zu allen Testrohrchen (auf3er T) zugeben.2Firin bei 2000 x g und 18 bis 28 °C
zentrifugieren. Den Uberstand absaugen (auBer d)das Prazipitat fur die Messung zuriickbehalten.
Die Rohrchen fir 2 min in einem Gamma Counter nredSa das verlangte Probenvolumen von 800
pL  viel zu hoch ist, wurden die Proben nach Anlggfu mit dem angebotenen
Probenverdiinnungspuffer 1:16 verdinnt, d.h. 75®ufter + 50 pL Probe. Das Ergebnis wurde dann
mit 16 multipliziert. Fur die Auswertung wurden didelatoninkonzentrationen im Serum von den
Kontroll-Mausen als 24-h Profil dargestellt. Derrgleich sollte zeigen, dass der selbst entwickelte
.Direkt-RIA", mit einem Probenvolumen von 50 pL pMestimmung und seinem spezifischen

Antikérper einen Vorteil gegentiber den beschriehdRIA besitzt.

2.12.7 Bestimmung von endogenem Melatonin betrsohiedlichen Mauslinien

Untersucht wurden Tiere des Stammes C57BL, C3Hdtil (WT) und ,knockout‘-Mause. Die
C57BL, C3H und WT stammen von der Martin-Luther-dmsitat Halle Wittenberg. Die ,knockout-
Mause wurden von der Goethe-Universitat Frankfont Main (Prof. Korf, Prof. Stehle) bezogen.
Futter und Wasser standen bei den Mausstanaddibitum zur Verfiigung. Das Lichtregime wurde
Uber Zeitschaltuhren gesteuert (L:D = 12:12, 06:00 Uhr). Haltung und Zucht erfolgten in
klimatisierten Raumen (24 = 1 °C, rel. Luftfeuchteischen 48 und 58 %). Die Blutabnahmen bei den
Mausen erfolgten in Ubereinstimmung mit den Ricléih fur Tierversuche nach MaRgabe der
Européaischen Gemeinschaft (Direktive 86/609/EEQ). dte Bestimmung von Melatonin wurden bei
allen Mauslinien nur EDTA-Plasma abgenommen. Désthairde eine Plasma-Ausgleichsmatrix fur
die Bestimmung verwendet. Die Abnahme erfolgte@7BL und C3H um 11:00 und 15:00 und um
00:15 und 01:00 Uhr, beim WT und bei den ,knockedtiusen zwischen 06:00 und 18:00 Uhr sowie
zwischen 18:00 und 06:00 Uhr. Das Plasma wurdehéie8end 10 min bei 1500 g zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und bis zur weiteren Bearlgeliai 4 bis 8 °C gelagert. Das Ergebnis sollte
zeigen, dass mit dem ,Direkt-RIA" niedrige Tag- umohe Nachtwerte bestimmt werden kénnen und
somit ein diurnaler Rhythmus des Melatoninspiegelisunterschiedlichen Mauslinien nachgewiesen

werden kann.
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3. Ergebnisse
3.1 Vorversuche

3.11 Mausausgleichsmatrix

Fur die Auswahl der richtigen Mausausgleichsmatnixde aus einem Mausserum bzw. Mausplasma
eine Ausgleichsmatrix hergestellt und eine Starldake erstellt. Der sigmoide Kurvenverlauf der
Standards ist bei Mausserum bzw. Mausplasma kongrued die Abstufung zwischen den
Standardkonzentrationen ist nahezu ideal (Abb. 5).
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Abb. 5: Standardkurven erstellt mit Mauserum- tausplasmaausgleichsmatrif] Mausserum 1,
B Mausserum 2 Mausplasma 1, Mausplasma 2

Tabelle 8: Daten zum RIA mit Mausserum und Mausmdaals Ausgleichsmatrix

MS1 MS2 MW SD VK[%] MP1 MP2 MW SD VKI[%]
TC [cpm] 44519 44327 44423 136 0,3 44432 44513 24437 0,1
NSB [%] 1,2 1,4 1,3 0,1 7,7 1,1 1 1,1 0,1 9,1
BO [%] 32,2 32,6 32,4 1,1 3,4 32 35,8 339 15 4,4
12 pg/mL 954 96,9 96,2 1,1 1,1 97 94,9 96,0 15 .6 4
40 pg/mL 85,0 85,9 85,5 0,6 0,7 87,3 845 8590 2, 2,3
120 pg/mL 55,3 59,2 57,3 2,8 4,9 58,2 56,6 57,41 1 19
400 pg/mL 25,3 27,0 26,2 1,2 4,6 24,9 26,2 25,69 0, 3,5
1200 pg/mL 12,2 12,1 12,2 0,1 0,8 12,3 12,4 124 0,1 0,8
4000 pg/mL 7,9 7,6 7,8 0,2 2,6 7,5 7 73 04 5,5

Die Variationskoeffizienten bei den einzelnen Stad#onzentrationen liegen weit unter 20 % und
deuten auf eine gute Doppelbestimmung hin. Die Wegatzungen fir die Totalcounts, die NSB, die
absolute Bindung und die Standardkurve werden @delm Matrizen erfillt. Anhand der einfachen
Darstellung einer Standardkurve mit Mausserum ausplasma ist kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Mausmatrizes festzustellen wicht eindeutig festzulegen, welche
Ausgleichsmatrix die richtige ist. Zur besserent$tefung, welche Mausprobe als Ausgleichsmatrix
geeignet ist und ob das vorhandene Melatonin @ity adsorbiert wird, wurden die
Melatoninkonzentrationen in Mausserum- und Mauspégsoben einer anderen Charge, vor und nach
Aktivkohlebehandlung (unbehandelt und behandeltyagsen. Die Melatoninkonzentrationen sind in

den unbehandelten Mausproben unterschiedlich heohei der Gehalt im Mausplasma 1 mit 24,7
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pg/mL am niedrigsten und im Mausserum 2 mit 85,9/mhg am hoéchsten ist. Die
Aktivkohlebehandlung bei Mausserum 1, Mausplasmantl 2 ist sehr erfolgreich, denn die
Melatoninkonzentrationen liegen unter dem B-Stamhdalso < 12 pg/mL. Nur bei Mausserum 2 ist
nach der Behandlung noch eine Konzentration vo2 Bg/mL zu messen, einer Reduzierung von
45,6 %. Das heil3t im Mausserum 2 konnte nicht daamte Melatonin mit der Aktivkohle gebunden
und somit entfernt werden (Abb. 6).

100,
80-

601
407

unbehandel behandelt unbehandelt behandelt unbehanbdeliandelt| unbehandelt behandelt

Mausserum 1 Mausserum 2 Mausplasma 1

Mausplasma 2

Abb. 6: Melatoninkonzentrationen im Mausserum undau$plasma vor und nach
Aktivkohlebehandlung

In Tab. 9 sind die Ergebnisse zur Untersuchungsdiieflusses der Aktivkohlebehandlung auf andere
Blutmerkmale dargestellt. Bei allen drei gibt esnka signifikanten Unterschied zwischen erfolgter
und fehlender Aktivkohlebehandlung. Die analysierd®nzentrationen sind mit Referenzwerten fur

zwei Mauslinien identisch.

Tabelle 9: Untersuchung des Einflusses der Aktidlm@handlung auf ausgewéhlte Blutmerkmale.
Zum Vergleich die Durchschnittswerte von zwei vgestenen Mauslinien (Quelle: Mouse Phenome
Database and The Jackson Laboratory, 2009)

vor Aktivkohle- nach Aktivkohle- Referenzwerte Referenzwerte

behandlung behandlung C57BL C3H

MS MP MS MP MS MP MS MP
Gesamtbilirubin [mg/dL] 0,3 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,505
Totalprotein [g/dL] 6,2 6,1 5,8 5,9 6,1 6,1 6,4 6,4
Triglyceride [mg/dL] 95,5 91,2 94,6 90,3 92,9 92,991,3 913

In einem Spiking-Experiment sollte gezeigt werdeh, die detektierten Melatoninkonzentrationen
vertrauenswirdig sind (Abb. 7).

120 -
100 -
80 -

60 -

40 1

20 |
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Wiederfindung [%

unbehandelt behandelt unbehandelt behandglt unbehandékthandelt unbehandelt behandelt

Mausserum 1 Mausserum 2

Mausplasma 1 Mausplasma 2

Abb. 7: Wiederfindung von Melatonin in behandelte unbehandelten Mausprob@§,12 pg/mL,
B 40 pg/mL, 120 pg/mL, 400 pg/mLJJ} 1200 pg/mL
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Grundsatzlich ist erkennbar, dass mit allen Auspkinatrizes sehr gute Wiederfindungsraten von
Melatonin vorliegen und die Standardabweichung ded Variationskoeffizient < 20 % sind. Eine
Berechnung der Wiederfindung bei der héchsten Aakitng von 4000 pg/mL ist bei keiner
Mausprobe mehr moglich. Insbesondere die Ausglpiatizes fur die Bestimmung der
Wiederfindungsrate im Mausserum 1 und Mausplasmeidten sehr gute Voraussetzungen (Abb. 7).
Die mittlere Wiederfindung liegt bei Mausserum 1 $,8 %, die Standardabweichung ist < 3 % und
der Variationskoeffizient betragt 6,7 %. Bei Mawspha 2 ist die mittlere Wiederfindung 99,6 %, die
Standardabweichung ist < 5,0 % und der VariatioeSkaent betragt 7,7 %.

3.1.2 Melatonin-Antikdrper

Aus dem Kaninchenserum mit dem hochsten Titer wurderei unterschiedliche
Antikérperkonzentrationen hergestellt und mit dessdy drei Standardkurven erstellt (Abb. 8 A).
Wichtig dabei ist die absolute Bindung BO [%] umddsdie Abstande zwischen den Standardpunkten
[%]. Die Bindung BO betragt bei einem Titer von 08 ca. 45 %, bei 1:5000 ca. 30 % und bei 1:6000
ca. 22 % (Abb. 8 B). Der Standardkurvenverlaubisiteinem Titer von 1:4000 flacher, insbesondere
zwischen Standard B und C ist der Abstand sehngebie Standardkurve sinkt bei Standard G nur
auf 13,7 %. Dagegen sind die Standardkurven betneiiter von 1:5000 bzw. 1:6000 steiler.
Besonders bei einem Titer von 1:5000 ist der Alibtamischen Standard B und C eindeutig, ebenso
ist zwischen den anderen Standardpunkten eine Miaseufung zu erkennen, wobei die zwischen D
und E hier grofR3er ist als bei einem Titer von 1608ufgrund der guten Bindung von ca. 30 % und

des sehr guten Standardkurvenverlaufs wurde dek@pertiter fir den Assay bei 1:5000 eingestellt.

A 1003 B 50 -
90 7 45 4
80 1 40 A
70% X 351
¥ 60 f 2 301
S 50 2 25
a 407 S 20
30 @ 15
20 - 10
10- 5 -
o: e ——— 0 4

10 100 1000 10000 1:4000 1:5000 1:6000

Meatoninkonzentration [pg/mL] Antikorpertiter

Abb. 8 A und B: Standardkurven (A) mit Antikérgertivon JJj 1:4000,J§ 1:5000 ] 1:6000und

Bindung BO (B)

3.1.3 Bestimmung des Gesamt-Melatonins (freiesgabundenes Melatonin)

Fur die Bestimmung des Gesamt-Melatonins wurden Breteinfallungen und eine enzymatische
Methode miteinander verglichen. Die Darstellung 8&andardkurve in Abb. 9 A und B macht den
Unterschied zwischen Proteinféllungen und Enzymbehag deutlich. Insbesondere mit Pepsin ist

eine klare Abstufung zwischen den einzelnen Stalpenkten zu erkennen. Die Standards sind klar

33



Ergebnisse

voneinander getrennt und die Standardkurven zegjeen sigmoiden Verlauf. Sehr wichtig ist die
eindeutige Abstufung im linearen Bereich sowie zWwen 0 und 12 pg/mL, damit
Melatoninkonzentrationen in den Mausproben bestimmtden kdnnen, die sehr nah beieinander

liegen bzw. niedrig sind.

A 100} B 1OOW
90 + 90 -
80 80 -
70 - 70 4
g 60 < 60 -
50 - o 50
8 8
@ 40 @ 40
30 A 30 -
20 A 20
10 10 4
10 100 1000 10000 10 100 1000 10000
Melatoninkonzentrationen [pg/mL] Melatoninkonzentrationen [pg/mL]

Abb. 9 A und B: Standardkurven fir Mausserum undigdkasma nach verschiedenen Proben-
vorbereitungenfl] 5-Sulfosalicylséure Dihydrafl] TCA, | Pepsin

Dagegen sind die beiden Standardkurven nach deweiifédlungen flacher im Verlauf und zeigten
keine gute Trennung zwischen den Standardpunkesgnders bei der Féllung mit TCA liegen die
prozentualen Bindungen sehr dicht zusammen. Mit Aereicherung einer definierten Menge
Melatonin (80 pg/mL) in aktivkohlebehandeltem Mauwse und Mausplasma sollte die
Wiederfindung nach Proteinfallung und Pepsin anetys werden. Die Messungen der
Melatoninkonzentrationen in den angereicherten Meoken (Ausgangswert) ergaben bei der
Proteinfallung mit 5-Sulfosalicylsdure Dihydrat uR@A sowohl bei Serum als auch bei Plasma fast
identische Wiederfindungen von 75,6 und 73,0 % bzw8 und 71,5 %. Das bedeutet, bei diesen
Vorbereitungsmethoden ist mit einem mittleren Vetrlwon ca. 25 % zu rechnen. Bei der
Vorbereitung mit Pepsin hingegen liegt die Wiedatiing im Mausserum bei 98,1 und im
Mausplasma bei 97,4 %. Der Verlust ist also sehinge Die angereicherten Mausproben wurden
zusatzlich mit 12, 40, 120, 400, 1200 und 4000 hghelatonin aufgestockt (Abb. 10 A und B).
Dann liegen die mittleren Wiederfindungsraten bgj88und 82,2 % bzw. 84,9 und 81,9 %. Das
bedeutet also einen Verlust von ca. 15 bis 20 %e Eehr gute Wiederfindung von 97,8 bzw. 99,6 %
wurde mit Pepsin erreicht. Die Wiederfindungsratebei allen Aufstockungen konstant, der VK liegt
bei Mausserum und Mausplasma bei 1,6 %. Mit didd@benvorbereitung wurde sowohl nach
Anreicherung einer aktivkohlebehandelten Mausprobe zusatzlicher Aufstockung eine sehr gute

Wiederfindung als auch eine sehr gute Standardlkenzielt.

34



Ergebnisse
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Abb. 10 A und B: Gezeigt wird die mittlere Wiedwliingsrate des Gesamt-Melatonins in
Maussserum (A) und Mausplasma (@)5-Sulfosalicylsaure Dihydraff] TCA; [l Pepsin
In der Abb. 10 A und B wird deutlich, dass bei &eobenvorbereitung mit Pepsin kein Verlust von
Melatonin zu erkennen ist. Aus diesem Grund solttenProben und auch die Standards mit Pepsin
vorbehandelt werden, damit das gesamte, d.h. @#s &ls auch das gebundene Melatonin in den
Proben bestimmt werden konnte. Fir den Nachweis wesamt-Melatonin wurde in
aktivkohlebehandelten und unbehandelten MauspralienMelatoninkonzentration bestimmt. Die
Testdurchfuhrung fand mit als auch ohne Enzym.stattien aktivkohlebehandelten Mausproben ist
die Melatoninkonzentration nicht zu bestimmen, wleié gesamte Melatonin extrahiert wurde. In dem
unbehandelten Mausserum betragt die Melatoninkdreteon mit Enzym 38,5 pg/mL und ohne
Enzym 15,4 pg/mL, was bedeutet, dass ca. 40 % @éstdins in der Probe frei vorliegt, wahrend ca.
60 % z.B. an Proteine gebunden ist und durch dagr&rabgespaltet wird. Im Mausplasma ist die
Gesamt-Melatoninkonzentration 24,0 pg/mL und ohneyih 10,1 pg/mL. Das heif3t, auch hier liegen
ca. 40 % des Melatonins in freier Form vor, und6a% sind gebunden, die durch Pepsin freigesetzt
werden (Abb. 11).
50 -
40 |
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20 |
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Melatoninkonzentrationen
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mit Enzym ohne Enzym mit Enzym ohne Enzym

Mausserum Mausplasma

Abb. 11: Vergleich von Melatoninkonzentrationeiiausproben mit und ohne Enzymvorbereitung
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Es wurde deutlich, dass mit Hilfe des Enzymschdts gebundene Melatonin freigesetzt und somit

das Gesamt-Melatonin in der Mausprobe erfasst wekden.

3.14 Herstellung und Uberpriifung der Reprodwkties Melatonin-Tracers

In diesem Teil der Vorversuche sollte gezeigt werdkass die Markierung (Abb. 12) unter denselben
Bedingungen wiederholbar ist und der Assay repriedboare Ergebnisse liefert. Bei der Uberpriifung
wurden insbesondere die absolute Bindung BO undSthedardpunkte miteinander verglichen. Die

Synthese bzw. die Herstellung des Melatonin-Tradelgte der Reaktionsgleichung [Bolton und

Hunter, 1973]:
125 | o) o] H
N
H,CO NH,
(@]

[**™]-Bolton-Hunter-Reagent 5-Methoxytryptamin

N
H>7 |
p—> /©1/2/\ i e
H,CO NH OH

Abb.12: Reaktionsgleichung fiir die Markierung

Die Abb. 13 A und B stellen die Standardkurven miiter Mausserum- und einer Mausplasma-

ausgleichsmatrix, dar.
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Abb. 13 A und B: Standardkurven fiir Mausproben kdiet¢ mit Tracer verschiedener Chargdl],
Charge 5908 direkt nach Markierunff] Charge 5908 nach 105 Tagdll,Charge 6074 direkt nach
Markierung,/ Charge 6074 nach 105 Tagen

Fur Mausserum liegt die Bindung BO bei der Charg@8sdirekt nach der Markierung und nach 105
Tagen zwischen 23,1 und 28,4 %, bei der Charge @@irgchen 22,8 und 26,9 %. Der Verlauf der
Standardkurven bei beiden Chargen ist nahezu stén{Abb. 13 A). Ahnlich verhalten sich die

Daten bei Mausplasma als Ausgleichsmatrix. Higgtlgie Bindung BO bei der Charge 5908 zwischen
26,1 und 36,7 % bzw. bei der Charge 6074 zwisclee® @2nd 33,0 %. Die Standardkurven zeigen alle
einen sigmoiden Verlauf mit deutlich voneinandetrgenten Standardpunkten (Abb. 13 B). Der
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Verlust der Aktivitat ist bei beiden Chargen idenli, die Zunahme der Bindung BO und Steilheit der
Standardkurven sind gleich. Um sicher zu gehers dasMarkierung des Tracers reproduzierbar ist,
wurden unbehandelte Mausserum- und Mausplasmapnaliteeiner definierten Menge Melatonin
aufgestockt. Die durchschnittliche Wiederfindungdiem Tracer mit der Chargennummer 5908 direkt
nach der Markierung betragt 95,2 % und nach 10%id®7,6 %. Bei dem Tracer mit der Charge
6074 ist die mittlere Wiederfindung 100,6 % direltch der Markierung und 100,4 % nach 105
Tagen. Anhand der Abb. 14 kann man erkennen, das&eme besonderen Ausreil3er in der
Wiederfindungsrate der einzelnen Aufstockungen gid dass die individuellen Wiederfindungen
sehr gut um den Gesamtmittelwert verteilt sind.
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Abb. 14: Wiederfindung von Melatonin im MausserfliiCharge 5908 direkt nach Markierun@l

Charge 5908 nach 105 Tagdll, Charge 6074 direkt nach Markierung, Charge 6074 nach 105
Tagen

Die Wiederfindung von Melatonin in aufgestocktenudplasmaproben mit den beiden Tracern zeigt
ebenfalls ein gutes Ergebnis. Die mittlere Wiedwfing bei dem Tracer mit der Charge 5908 liegt
direkt nach Markierung bei 90,4 % und nach 105 fdgs 104,3 % bzw. beim Tracer mit der Charge
6074 bei 100,6 und 107,2 %. Auch hier ist in Abb.seéhr gut zu erkennen, dass es keinen Ausreil3er
bei der Wiederfindung bei den einzelnen Aufstockamgibt und dass die einzelnen Ergebnisse sehr

gut um den Gesamtmittelwert verteilt sind.
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Abb. 15: Wiederfindung von Melatonin im MausplagfliaCharge 5908 direkt nach Markierun@l

Charge 5908 nach 105 Tagdll, Charge 6074 direkt nach Markierung, Charge 6074 nach 105
Tagen

Eine Bestimmung der Wiederfindung mit der hoch#tefstockung im Mausserum und Mausplasma
ist nicht moglich. Mit Ermittlung der Wiederfindusigite durch Aufstockung von Mausserum- und

Mausplasmaproben mit definierten Melatoninkonzéiungn konnte das Ergebnis bestéatig werden,
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dass der Tracer sowohl direkt nach der Markierusg, auch nach 105 Tagen und auch von

Markierung zu Markierung reproduzierbare Ergebnisdert.

3.2 Validierung

3.2.1 Typische Standardkurve und Arbeitsbereich

Der Arbeitsbereich ist: Standard A = 0, Standard B, Standard C = 40, Standard D = 120, Standard
E =400, Standard F = 1200, Standard G = 4000 pgDhre Bindung des markierten Antigens wurde
in Prozent der maximalen Bindung linear auf deri@atk dargestellt (Abb. 16 A und B). Zur
Festlegung des Standardbereichs wurden fir Maussend fir Mausplasma zehn Standardkurven
mit dem angegebenen Standardkonzentrationsbensiehlie(Tab. 10).

Tabelle 10: Arbeits- bzw. Standardkonzentrationsicér

Mausserum Mausplasma

Standard Arbeitsbereich [pg/mL] Mittelwert [%] Bexe[%] Mittelwert [%] Bereich [%]

B 12 90,8 85,2-96,4 94,7 89,9-99,5

C 40 79,3 74,9 - 83,7 81,2 77,4 —85,0

D 120 55,3 49,5-61,1 56,4 52,0 - 60,8

E 400 24,9 21,9-27,9 26,4 24,0 - 28,8

F 1200 13,9 10,0-17,8 13,6 10,6 - 16,6

G 4000 8,8 52-12,4 7,7 59-95

Die Differenzierung zwischen den einzelnen Stanplaméten ist deutlich, somit kbnnen auch geringe
Melatoninkonzentrationsunterschiede erfasst werdbfit diesem Arbeitsbereich wurde ein
praxisnahes Anwendungsziel erreicht, weil mit dewf3gn Anwendungsbereich ein weites Spektrum

fur die Analyse von Melatonin in Mausproben gegeisén
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Abb. 16 A und B: Typische Standardkurve flir Maussdrzw. Mausplasma

Die Anforderungen an die Standardkurve, namlicleminveiten Arbeitsbereich, einem steilen Verlauf
mit eindeutig voneinander unterscheidbaren Stapdaden und einem linearen Bereich, in dem die

zu erwartenden Melatoninkonzentrationen fallend sirfillt.
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3.2.2 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze (limit of detection), d.h. dieikste nachweisbare Menge oder Konzentration
des RIA fir die Bestimmung von Melatonin im Mausserliegt bei 9,1 pg/mL und im Mausplasma
bei 7,3 pg/mL.

3.2.3 Wiederfindungsrate

Fur die Bestimmung der Wiederfindungsraten von kéeli;m mit Hilfe der Mausausgleichsmatrix
wurden Mausserum und Mausplasma mit definierteradMainkonzentrationen aufgestockt (Tab. 11
und 12).

Tabelle 11: Daten fur die Wiederfindungvon Melatorim Mausserum
Aufstockung [pg/mL] Soll Xpg/mL] st %[pg/mL] VK [%] WFR [%]

Leerprobe / 32 / / /

w1 12 44 44,8 + 3,0 9,4 101,8
W2 40 52 59,3+10,0 2,3 114,0
W3 120 152 161,5 £+ 36,0 5,6 106,3
w4 400 432 454,6 + 37,2 1,3 105,2
W5 1200 1232 1386,6 + 106,2 7,2 1125
W6 4000 > 4000 > 4000 / /
Mittelwert [%] / / / / 108,0
SD [%] / / / / 51

VK [%] / / / / 4,7

A B 2000 -

Regression y=1,1x-9,8 1600

R 0.99 z ]

S 1200 |

Wiederfindungsrate £ SD [%] 108,0+5,1 — ]

VK [%] 4,7 é 800

Bereich [%] 101,8 bis 114,0 400
Abb. 17 A und B: Korrelation des Soll- und 0 S
Istwerts bei der Wiederfindung von Melatonin 0 400 800 1200 1600 2000
im Mausserum Soliwert [pg/mL]

Die mittlere Wiederfindungsrate von Melatonin im idaerum ist 108,0 %. Der Bereich erstreckt sich
von 101,8 bis 114,0 %. Tendenziell wurde mehr Melet im Mausserum wiedergefunden als
theoretisch enthalten sein durfte, ein Ergebnis,sieh aber Gber den gesamten Aufstockungsbereich
erstreckt. Bei Mausplasma ist die mittlere Wiedwelting 99,3 %, mit einem Bereich zwischen 94,7
und 109,4 %.
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Tabelle 12: Daten fir die Wiederfindung von Melaam Mausplasma

Aufstockung [pg/mL] Soll X[pg/mL] st %[pg/mL] VK [%] WFR [%]
Leerprobe / 34,9 / / /
w1l 12 46,9 51,3+4,4 8,6 109,4
w2 40 74,9 70,9+0,8 1,1 94,7
w3 120 154,9 149,1+ 4,9 3,3 96,3
w4 400 434,9 433,6 + 14,6 3,4 99,7
W5 1200 1234,9 1189,1+ 17 1.4 96,3
W6 4000 > 4000 > 4000 / /
Mittelwert [%0] / / / / 99,3
SD [%)] / / / / 59
VK [%] / / / / 59
A 1500 -
Regression y=0,9x +4,3
R? 0.99 T 1000 |
Wiederfindungsrate + SD [%] 99,3 + 5,9 2 ’
VK [% 5,9 g |
%l ’ Z 500 |
Bereich [%] 94,7 bis 109,4 - 1
Abb. 18 A und B: Korrelation des Soll- und o€
Istwerts bei der Wiederfindung von Melatonin 0 500 1000 1500

im Mausplasma
Sollwert [pg/mL]

Bei beiden Proben ist eine Bestimmung der Wiedawingsrate bei einer Aufstockung von 4000
pg/mL nicht mehr mdglich. Die festgelegten Akzeptaiterien fir den Gesamtmittelwert der
Wiederfindungsrate zwischen 80 und 120 % und eiriatianskoeffizient < 20 % sind bei beiden
Proben erfillt.

Als nachstes wurden eventuelle systematische Alwaigen gepruft.

Ergebnisse fur Mausserum:

Qu« = 1001043,2 [pg/mlf]

Mittelwert x. = 382,4 pg/mL

Mittlwert x; = 454,5 pg/mL

Steigung b= 1,2

Achsenabschnitt;a -9,7 pg/mL
Reststandardabweichung s 14,4 pg/mL
Standardabweichung der Steigupgrsl,439*10°
Standardabweichung des Achsenabschnjtts&471 pg/mL

Prifung auf konstant-systematische Fehler:

Der Vertrauensbereich des Achsenabschnitts betragt

VB(a) =axt(f =3, P =95 % zweiseitig) *smit t(f,P) = 3,182

=-9,7 £ 3,182 * 38,4 pg/mL
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Damit ergibt sich -36,7 pg/mk & < 17,3 pg/mL
Dieser Vertrauensbereich schlieBt den Wert 0 pg/eih, somit ist von keinem konstant-

systematischen Fehler auszugehen.

Prifung auf proportional-systematische Fehler:

Der Vertrauensbereich der Steigung betragt

VB(by) = £ t(f =3, P =95 % zweiseitig) %s
=1,2+3,182*1,439 * 1D

Damit ergibt sich 0,995 bx< 1,24

Da der Sollwert b= 1 eingeschlossen wurde, ergibt sich kein propaat-systematischer Fehler.

Ergebnisse fur Mausplasma:

Q. = 988147,2 [pg/mL7]

Mittelwert x. = 389,3 pg/mL

Mittlwert x; = 378,8 pg/mL

Steigung b= 0,96

Achsenabschnittia 4,3 pg/mL

Reststandardabweichung s 13,7 pg/mL

Standardabweichung der Steigupggs1,378 * 1¢

Standardabweichung des Achsenabschnjtts&143 pg/mL

Prifung auf konstant-systematische Fehler:

Der Vertrauensbereich des Achsenabschnitts betragt

VB(a) =axt(f =3, P =95 % zweiseitig) *smit t(f,P) = 3,182
=4,3+3,182* 8,143 pg/mL

Damit ergibt sich -21,6 pg/mk & < 30,2 pg/mL

Dieser Vertrauensbereich schlie3t den Wert 0 pg/eih, somit ist von keinem konstant-

systematischen Fehler auszugehen.

Prifung auf proportional-systematische Fehler:
Der Vertrauensbereich der Steigung betragt
VB(by) = £ t(f =3, P =95 % zweiseitig) %s
=0,96 + 3,182 * 1,378 * 10
Damit ergibt sich 0,9% by < 1,003
Da der Sollwert b= 1 eingeschlossen wurde, ergibt sich ebenfalils geoportional-systematischer
Fehler.

Das letzte Akzeptanzkriterium fur die Bestimmung \d&éederfindung von Melatonin ist erfullt.
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3.24 Linearitat

Fur die Bestimmung der Lineariat wurden Mausserumd Mausplasma mit einer definierten

Melatoninkonzentration aufgestockt und dann senwdl Ausgleichsmatrix verdiinnt. Dargestellt sind

jeweils die Melatoninkonzentrationen vor dem erstéardiinnungsschritt und die erwarteten

Konzentrationen nach Verdinnung als Sollwerte, ghenessenen Konzentrationen (Istwerte), der
Mittelwert £ SD, die Wiederfindung und daraus daen Mittelwert, die Standardabweichung und der
Variationskoeffizient (Tab. 13 und 14). Die Korrate zwischen den Soll- und Istwerten im

Mausserum und Mausplasma ist in den Abb. 19 A usdwie 20 A und B wiedergegeben:

Tabelle 13: Daten fur Linearitat im Mausserum

Verdinnungen Soll [pg/mL] Ist £ SD [pg/mL] VK [%] WEFR [%]
/ 1200 / / /
L1 600 501,0 + 61,4 12,3 83,5
L2 300 336,0+7,1 2,1 112,0
L3 150 179,4 + 15,5 8,1 114,6
L4 75 80,0 £10,5 12,0 106,7
L5 37,5 470+24 51 109,6
L6 18,8 254+1,9 7,9 108,5
L7 9,4 8,7+0,1 0,9 92,6
Mittelwert [%] / / / 103,9
SD [%)] / / / 11,4
VK [%] / / / 11,0
A B 800 |
Regression y=0,9x + 19,6
R? 0.97 =
Wiederfindungsrate + SD [%] ~ 103,9 + 11,4 2 400
VK [%] 11,0 g |
Bereich [%] 83,5 bis 114,6 " 200
Abb. 19 A und B: Korrelation zwischen Soll- 0 : S I
und Istwert fiir die Linearitdt im Mausserum 0 200 400 600 800
Sollwert [pg/mL]
Tabelle 14: Daten fur Linearitat im Mausplasma
Verdinnungen Soll [pg/mL] Ist [pg/mL] VK [%] WER [%]
/ 1200 / / /
L1 600 509 + 1,6 0,3 84,3
L2 300 312,7+ 1,6 0,5 104,2
L3 150 167+ 3,7 2,2 111,3
L4 75 76,1+ 7,1 8,8 101,5
L5 37,5 39,6 £3,9 9,2 105,6
L6 18,8 186 +2,1 10,4 98,9
L7 9,4 8,9+0,8 8,6 94,7
Mittelwert [%] / / / 100,1
SD [%)] / / / 8,7
VK [%] / / / 8,7
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A B 800 ;
Regression y =0,9x + 15,0
R? 0,98 - %007

E
Wiederfindungsrate + SD [%] 100,1 + 8,7 2 200 ]
VK [%] 8,7 é ]
Bereich [%] 84,3 bis 111,3 = 5001
Abb. 20 A und B: Korrelation zwischen Soll-

Oiwwww\wwww\wwww\wwww\
0 200 400 600 800

Sollwert [pg/mL]

und Istwert fiir die Linearitdt im Mausplasma

Die mittlere Wiederfindungsrate im Mausserum is8,90+ 11,4 %, zwischen 83,5 und 114,6 %. Der
mittlere VK ist 11,0 %. Im Mausplasma ist die ngtet Wiederfindungsrate 100,1 + 8,7 %, zwischen
84,3 bis 111,3 % und einem VK von 8,7 %. Diesesbnis und die ermittelten Regressionsgeraden
zeigen, dass der Assay fiur Mausserum und Mausplasden Bereich von 9,4 bis 1200 pg/mL linear

ist. Damit sind die Akzeptanzkriterien fir die Laraat erfullt.
3.25 Préazision

a) Intra-Assay-Prazision

Um Streuungen von Analysenergebnissen zu Uberpritfiede die Intra-Assay-Prazision angewendet.
Die Durchfihrungen des RIA erfolgte am selben Tagbei die drei Ansatze mit den jeweiligen

Proben kurz hintereinander abgearbeitet wurderdb. 21 A und B ist gut zu erkennen, dass die

Standardkurven im Verlauf sehr @hnlich und fastgkaant sind.

B 100 4
90 |
80 1
70 ]
60 1
50 1
40 -
30 |
20 1

] 10 - .
0 o A
10 100 1000 10000 10 100 1000 10000

B/BO [%]
B/BO [%]

Melatoninkonzentration [pg/mL] Melatoninkonzentration [pg/mL]

Abb. 21 A und B: Standardkurven fiir Mausserum uadsylasmall] Set 1§ Set 2] Set 3
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Tabelle 15: Datentabelle Intra-Assay-Prazision fMelatonin im Mausserum und Mausplasma.
Angabe der Mittelwerte aus niedrigen, mittleren uhdhen Melatoninkonzentrationen, der
Standardabweichung und des Variationskoeffizienten

Intra-Assay-Prézision, n = 30

Mittelwert + SD [pg/mL] VK [%]
Probe Mausserum Mausplasma Mausserum Mausplasma
Niedrige Melatoninkonz. 38,0+£5,2 53,1+4,3 13,7 8,1
Mittlere Melatoninkonz. 64,3+4,9 95,9 +6,3 7,6 ,66
Hohe Melatoninkonz. 394,7 £ 28,5 629,1+34 7,2 5,4

Als erstes wurde Uberprift, ob die Ergebnisse zum @inzelnen Melatoninkonzentrationen
normalverteilt sind. Dazu wurde Uberprift, ob sider Quotient aus Spannweite [R] und

Standardabweichung [s] innerhalb der von David ggejpenen Grenzwerte befindet.

Aus der Tabelle nach David wurden folgende Wegtengl g entnommen (P = 99 %; n = 30)
gu=3,27 mit:  g= untere Grenze

0o= 5,26 g= obere Grenze

Tabelle 16: Grenzwerte fir Mausserum und Mausplashiia PG liegen zwischen der unteren und
oberen Grenze. Es kann eine Normalverteilung dessMierte angenommen werden
niedrige mittlere hohe
Melatoninkonzentrationen  Melatoninkonzentrationen  Melatoninkonzentrationen
Mausserum Mausplasma  Mausserum Mausplasma Maosserilausplasma
R 50,3-31,8= 61,7-45,5= 75,6 -55,7= 106 —75,1= 454,7-324,6 702,5 - 536,6

18,5 16,2 19,9 30,9 =130,1 =165,9
S 5,2 4,3 4,9 6,3 28,5 34
n 30 30 30 30 30 30
PG 3,6 3,8 4,1 4,9 4,6 4,9

Auffallend stark abweichende Werte vom Mittelwerollten auf Ausreil3er oder zufallige
Abweichungen Uberprift werden. Dazu wurde der Gstibdst angewendet. Alle Werte ¢ie20 %
vom Mittelwert abweichen wurden untersucht (Einzle nicht angegeben). Aus der Tabelle nach
Grubbs wurde folgender Wert entnommen (P = 99 %30) = 3,103.

Uberpriifung auf AusreiRer oder Abweichungen im Mausm und Mausplasma:

Bei den Ergebnissen fir Mausserum gibt es fir dilemen und hohen Melatoninkonzentrationen
keine auffalligen Abweichungen. Bei der niedrigerldoninkonzentration gibt es vier Werte, die
genauer uberpruft werden sollten, namlich Wert47:6 pg/mL, 11 = 47,7 pg/mL, 19 = 46,1 pg/mL
und 20 = 50,3 pg/mL. Bei Mausplasma ist nur WdseBden mittleren Melatoninkonzentrationen mit
75,1 pg/mL und einer Abweichung von 21,7 % auffallNach der Berechnung wurde folgendes
Ergebnis ermittelt:

Tabelle 17: Ausreil3er nach Grubbs. Alle Werte fiaulgserum sind kleiner als 3,103. Laut Grubbs-

Test kodnnen diese Werte nicht als Ausrei3er dektawerden. Der Wert 3 fir Mausplasma ist
tatsachlich groRer als 3,103. Laut Grubbs-Test ledingls sich um einen Ausreil3er

Wert 1 Wert 3 Wert 11 Wert 19 Wert 20
Q (Mausserum) 1,846 / 1,865 1,557 2,365
Q (Mausplasma) / 3,2 / / /
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Tabelle 18: Zuldssige Obergrenze des VK fir Mawsseund Mausplasma. Die vorgegebene
Spezifikationsgrenze ist: 90 bis 110 %, fur t (95 % «) = 1,96

niedrige mittlere hohe
Melatoninkonzentrationen Melatoninkonzentrationen Melatoninkonzentrationen
Mausserum Mausplasma Mausserum Mausplasma Mausseriausplasma
< 36,8 % <26,3 % <21,7% <14,6 % <7,3% <5,6 %

Die zulassige Obergrenze fur den VK liegt fur Mawssn bei den niedrigen
Melatoninkonzentrationen bei 36,8 % (bestimmt wurde 13,7 %), fur Mausplasma<h&i6,3 %,
(bestimmt wurde 8,1 %). Bei den mittleren Melatdwinzentrationen bet 21,7 % (bestimmt wurde
7,6 %) bzw. bek 21,7 % (bestimmt wurde 6,6 %) und fir die hohenaWminkonzentrationen bei

7,3 % (bestimmt wurde 7,2 %) bzw. beb,6 % (bestimmt wurde 5,4 %). D.h., alle bestimmmi
liegen unterhalb der zulassigen Obergrenze. Mit ddRdA wurden unterschiedliche
Melatoninkonzentrationen im Mausserum und Mauspéageweils 30 x mit einer Standardkurve
bestehend aus Mausserum- bzw. Mausplasma-Ausgieattis analysiert. Bei der Bestimmung von
Melatonin im Mausserum konnte eine gute Ubereinstimg der Standardkurven zwischen den drei
Laufen festgestellt werden. Der VK bei den einzel&andardpunkten liegt unter 4 %. Durch die
Abb. 21 A wird deutlich, dass der Verlauf der Stamitturven fast deckungsgleich ist. Die
Messergebnisse zu den unterschiedlichen Melatonggrationen zeigen eine niedrige
Standardabweichung von 5,2, 4,9 und 28,5 pg/mLd@mdentsprechend einen niedrigen VK von 13,7,
7,6 und 7,2 %. Bei der Uberpriifung der Normalvértgj stellte sich heraus, dass alle Werte mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 99 % normalverteilt sind.ffallend stark abweichende Werte wurden auf
Ausreil3er Uberprift. Mit Hilfe des Grubbs-Test kmnachgewiesen werden, dass es keine Ausreil3er
innerhalb der Messergebnisse gibt. Bei der zuléssidpergrenze des VK stellte sich heraus, dass von
den ermittelten VK keiner die Grenze iiberschreiféinlich verhielt es sich mit dem RIA zur
Bestimmung von Melatonin im Mausplasma mit einerubfdasma-Ausgleichsmatrix. Auch hier
zeigten die Standardkurven aus den drei unterdattied Laufen eine sehr gute Ubereinstimmung
mit einem VK unter 4 % bei den einzelnen Standaméfen (Abb. 21 B). Die Analysenergebnisse zu
den unterschiedlichen Melatoninkonzentrationenteeigine niedrige Standardabweichung von 4,3,
6,3 und 34 pg/mL und dementsprechend einen niedhievon 8,1, 6,6 und 5,4 %. Alle Werte sind
mit einer Wahrscheinlichkeit von 99 % normalvettéMit Hilfe des Grubbs-Tests konnte ein Wert als
Ausreil3er deklariert werden, namlich Wert 3 ausAlmalyse der mittleren Melatoninkonzentrationen
mit einer Konzentration von 75,1 pg/mL und einem&lichung vom Mittelwert von 21,7 %. Nach
Eliminieren des Ausreil3ers ergibt sich ein neuettdWivert von 96,7 pg/mL, eine SD von 5 pg/mL
und somit ein VK von 5,2 %. Da dieser Ausreil3enkai bedeutenden Einfluss auf die Prazision hat,
wurde er nicht entfernt oder durch weitere Messongsetzt. Die Akzeptanzkriterien fur die Intra-

Assay-Prazision sind erfullt.
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b) Inter-Assay-Prézision
Fur die Inter-Assay-Prazision ist in Abb. 22 A uBdyut zu erkennen, dass die Standardkurven im
Verlauf ebenfalls sehr ahnlich und fast kongruémt.s

A B 100

90 %\
80 1

70 1
60

\
=\

B/BO [%]
B/BO [%]

40 ]
30 y
N

] 10 it
O - e o
10 100 1000 10000 10 100 1000 10000

Melatoninkonzentration [pg/mL] Melatoninkonzentration [pg/mL]

Abb. 22 A und B: Standardkurven fir Mausserum @#) Mausplasma (B) erstellt bei Inter-Assay-
Prazision JJ] Set 1J] Set 2]1 Set 3, Set 4] Set 5] Set 6J}] Set 7J Set 8, Set 9 Set 10

Fur die Inter-Assay-Prazision wurde ein PrazisiooSjpmit den mittleren VK Uber den gesamten
Arbeitsbereich erstellt. Es ergaben sich Werte avga 2,7 und 13,6 % bei Mausserum (Abb. 23 A)
so wie 1,9 und 8,0 % bei Mausplasma (Abb. 23 B Riverlassigsten Ergebnisse befinden sich im
Bereich der physiologischen Melatoninkonzentratiomeiischen 12 und 400 pg/ml mit VK von 2,7
bis 3,1 % bzw. 1,9 bis 2,9 %.

A 15, B 10,
[
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L 2
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X X
> > 44
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[ 2 |
0 ‘ ‘ ‘ 0 : ‘ ‘
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Melatoninkonzentration [pg/mL] Melatoninkonzentration [pg/mL]

Abb. 23 A und B: Prazisionsprofil fir Mausserum @A)l Mausplasma (B)

Mit jeder Standardkurve wurden jeweils 10 mal eMeausserum- bzw. Mausplasmaprobe mit
niedriger, mittlerer und hoher Melatoninkonzentvatdetektiert (Einzelwerte nicht angegeben). Der

Mittelwert, die Standardabweichung und der Variakoeffizient sind in Tab. 19 angegeben.
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Tabelle 19 : Inter-Assay-Prazision fur Mausserurd dMausplasma
Inter-Assay-Prézision, n = 10

Mittelwert £ SD [pg/mL] VK [%]
Probe Mausserum Mausplasma Mausserum Mausplasma
Niedrige Melatoninkonz. 24,2+6,2 45,6 + 6,0 25,6 13,2
Mittlere Melatoninkonz. 61,2+7,8 90,0 +11,8 12,7 13,1
Hohe Melatoninkonz. 516,0 + 56,9 544.6 + 33,3 11,0 6,1

Als erstes wurde Uberprift, ob die Ergebnisse zum @inzelnen Melatoninkonzentrationen
normalverteilt sind. Dazu wurde Uberprift, ob sider Quotient aus Spannweite [R] und

Standardabweichung [s] innerhalb der von David &gedpenen Grenzwert befindet.

Aus der Tabelle nach David wurden folgende Wegtengl g entnommen (P = 99 %; n = 10)
ou=251 mit:  g= untere Grenze

0o= 4,24 g = obere Grenze

Tabelle 20: Grenzwerte fir Mausserum und Mausplashiila PG liegen zwischen der unteren und
oberen Grenze. Es kann eine Normalverteilung dessMierte angenommen werden
niedrige mittlere hohe
Melatoninkonzentrationen  Melatoninkonzentrationen  Melatoninkonzentrationen
Mausserum Mausplasma  Mausserum Mausplasma  Maosseriausplasma
R 37,1-159= 56,7-38,1= 75,6 -52,5= 109,1-68,4 587,8-432,9 621,4 -513,7

21,2 18,6 23,1 =40,7 =154,9 =107,7
S 6,2 6,0 7,8 11,8 56,9 33,3
n 10 10 10 10 10 10
PG 3,41 3,1 2,96 3,4 2,72 3,2

Werte, die auffallend stark vom Mittelwert abweinohesollten auf Ausreil3er oder zuféllige
Abweichungen Uberprift werden. Dazu wurde der Gstibdst angewendet. Alle Werte d¢ie20 %

vom Mittelwert abweichen wurden untersucht (Einzzbe nicht angegeben).
Aus der Tabelle nach Grubbs wurde folgender Wedri@nmen (P = 99 %; n = 10) = 2,410.

Bei den Ergebnissen zu den hohen Melatoninkonz@riem im Mausserum gibt es keine auffalligen
Abweichungen. Bei der niedrigen Melatoninkonzeiaraigibt es drei Werte, die genauer Uberprift
werden sollten, namlich Wert 2 = 16,9 pg/mL mitezibweichung von 30,2 %, Wert 7 = 37,1

pg/mL mit einer Abweichung von 53,3 % und Wert 959 pg/mL mit einer Abweichung von 34,3

%, auRerdem Wert 7 bei der mittleren Melatoninkatrzgion von 75,6 pg/mL mit einer Abweichung

von 23,5 % (Tab. 21). Bei der Bestimmung von nigeti Melatoninkonzentrationen im Mausplasma
ist Wert 6 mit 56,7 pg/mL und einer Abweichung v&#,3 %, Wert 2 mit 68,4 pg/mL und einer

Abweichung von 24 %, sowie Wert 6 mit 109,1 pg/mhdueiner Abweichung von 21,2 % zu

Uberprifen (Tab. 21).
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Tabelle 21: Uberpriifung auf AusreiRer oder Abweiaien im Mausserum und Mausplasma. Die
Werte fir Mausserum und Mausplasma sind kleine2a40. Laut Grubbs-Test kdnnen diese Werte
nicht als Ausreil3er deklariert werden

Mausserum Wert 2 Wert 7 Wert 9
Q fur niedrige Melatoninkonz. 1,177 2,080 1,338
Q fur mittlere Melatoninkonz. / 1,846 /
Mausplasma Wert 2 Wert 6

Q fur niedrige Melatoninkonz. / 1,85

Q flr mittlere Melatoninkonz. 1,830 1,618

Tabelle 22: Zuladssige Obergrenze fir Mausserum ukidusplasma. Die vorgegebene
Spezifikationsgrenze ist: 90 bis 110 %, fur t (95 % o) = 1,96

niedrige mittlere hohe
Melatoninkonzentrationen Melatoninkonzentrationen Melatoninkonzentrationen
Mausserum Mausplasma Mausserum Mausplasma Mausseriausplasma
<33,3% <17,7 % <132 % <14,1 % <12,6 % <75%

Fur Mausserum bzw. Mausplasma gilt: Die zulassiger@renze fir den VK liegt bei den niedrigen
Melatoninkonzentrationen bgi33,3 % (bestimmt wurde 25,6 %) bzw. bel7,7 % (bestimmt wurde
13,2 %). Bei den mittleren Melatoninkonzentratiom < 13,2 (bestimmt wurde 12,7) bzw. bei
14,1 (bestimmt wurde 13,1 %) und fur die hohen Melemkonzentrationen bei 12,6 % (bestimmt
wurde 11,0 %) bzw. bef 7,5 % (bestimmt wurde 6,1 %). D.h., alle bestimm¥ liegen unterhalb
der zulassigen Obergrenze. In Abb. 22 A kann mamr gmt sehen, dass die Verlaufe der
Standardkurven fast deckungsgleich sind. Die Mesdmrsse zu den unterschiedlichen
Melatoninkonzentrationen zeigten eine niedrige &atabweichung von 6,2, 7,8 und 56,9 pg/mL und
dementsprechend einen niedrigen VK von 25,6, 12)d 11,0 %. Bei der UberprUfung der
Normalverteilung stellte sich heraus, dass alle té&/enit einer Wahrscheinlichkeit von 99 %
normalverteilt sind. Auffallend stark abweichendenfe sollten auf AusreiRer Uberprift werden. Mit
Hilfe des Grubbs-Test konnte nachgewiesen werderss des keine Ausrei3er innerhalb der
Messergebnisse gibt Bei der zuldassigen Obergreeze MK stellte sich heraus, dass von den
ermittelten VK keiner die Grenze Uberschreitet. hbei Bestimmung von Melatonin im Mausplasma
mit einer Mausplasmaausgleichsmatrix zeigten dim@&irdkurven aus den unterschiedlichen Laufen
eine sehr gute Ubereinstimmung (Abb. 22 B). Die Ipsenergebnisse zu den unterschiedlichen
Melatoninkonzentrationen zeigten eine niedrige &atiabweichung von 6,0, 11,8 und 33,3 pg/mL
und dementsprechend einen niedrigen VK von 13,21 1®d 6,1 %. Alle Werte sind mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 99 % normalverteilt. Mit féildes Grubbs-Tests wurden keine Ausreil3er
innerhalb der Messergebnisse ermittelt. Die Akaggkdterien fur die Inter-Assay-Prazision sind

erfullt.

3.2.6 Probenstabilitat
Die Ergebnisse aus der Primarmessung im Maussertmiedrigen Melatoninkonzentrationen sind
21,0 pg/mL und im Mausplasma 22,9 pg/mL. In Abb. i24 sehr gut zu erkennen, dass die

Melatoninkonzentrationen im Mausserum als auch iau$plasma nach den Stressbedingungen nicht
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signifikant vom Ausgangswert abweichen. Der genmesddelatoninkonzentrationsbereich bei den
unterschiedlichen Bedingungen liegt fir Mausser@inl®,5 bis 24,9 pg/mL und bei Mausplasma bei
21,5 bis 28,2 pg/mL, mit einem Mittelwert von 238/mL bzw. 23,8 pg/mL. Bei der erlaubten
Abweichung von 20 % vom Mittelwert wurde ein Beteion 22,5 + 4,5 pg/mL, also 18,0 bis 27,0
pg/mL, bzw. 23,8 + 4,8 pg/mL, also 19 bis 28,6 pg/berechnet. Alle unter Stressbedingungen
gewonnen Melatoninwerte liegen innerhalb diesegiBks.

35,

301
25

20 |
15 |
10
5
E : - - B — : :

Primarmessung 24 hRT 48 hRT 24 h37°C 48 h37C t fiseze and second freeze third freeze and
thaw cycle and thaw cycle thaw cycle

Melatoninkonzentration
[pg/mL]

Abb. 24: Probenstabilitat in Mausproben mit nie@nigMelatoninkonzentrationefl] Mausserum|i]
Mausplasma

Melatonin im Mausserum und Mausplasma bei der enéti Konzentration ist ebenfalls stabil (Abb.
25). Die Ausgangskonzentration fur Mausserum ist 4$8/mL und fir Mausplasma 40,3 pg/mL. Der
Mittelwert fir Melatonin aus allen Messungen ist Mausserum 38,9 pg/mL mit einem Bereich von
31,7 bis 43,7 pg/mL bzw. 40,9 pg/mL mit einem Benevon 37,1 bis 47,0 pg/mL im Mausplasma.
Bei der erlaubten Abweichung von 20 % wurde fir afiehin im Mausserum ein akzeptabler Bereich
von 38,9 = 7,8 pg/mL (31,1 bis 46,7 pg/mL) und Mausplasma 40,9 * 8,2 pg/mL (32,7 bis 49,1
pg/mL) berechnet. Alle Werte liegen innerhalb desitelten Bereichs.
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Primarmessung 24 hRT 48 hRT 24 h37<C 48 h37<C t fimeze and second freeze third freeze and
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Abb. 25: Probenstabilitat in Mausproben mit mitdarMelatoninkonzentrationefl] Mausserum|ij
Mausplasma

Auch bei hohen Melatoninkonzentrationen ist keinb&ib oder Verlust des Analyten zu erkennen
(Abb. 26). Der Ausgangswert im Mausserum liegt 28%6,6 pg/mL und fur Mausplasma bei 388,9
pg/mL. Der Durchschnittswert nach allen Bedingunfiegt dann bei 376,5 pg/mL mit analysierten
Melatoninkonzentrationen von mindestens 339,1 pg(ndch zweiten Auftauzyklus) und hdchstens
438,6 pg/mL (nach 24 h bei RT) bzw. 379,4 pg/mL Middestwerte von 329,3 pg/mL (nach 48 h bei
RT) und Hochstwerte von 430,5 pg/mL (nach 24 h 3&i°C). Alle ermittelten Werte liegen im
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Akzeptanzbereich mit einer erlaubten Abweichung 20, d.h. fir Mausserum 376,5 + 75,3 pg/mL
(301,2 bis 451,8 pg/mL) und fir Mausplasma 379748 pg/mL (303,5 bis 455,3 pg/mL).

500 -
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100 1
0 ‘ S e Sian By

Primarmessung 24 hRT 48 hRT 24h37<C 48 h37<C t frmeze and  second freeze third freeze and
thaw cycle and thaw cycle thaw cycle

Melatoninkonzentration
[pg/mL]

Abb. 26: Probenstabilitat in Mausproben mit hoherlatoninkonzentrationerf] Mausserumjj
Mausplasma

In einem Langzeittest wurden in einem Zeitrahmem /® Monaten die Melatoninkonzentrationen im
Mausserum und Mausplasma bestimmt. In Abb. 27 siedMelatoninkonzentrationen, die jeden
Monat gemessen wurden, dargestellt. Es ist eirglewti erkennen, dass die Ergebnisse Uber das

gesamte Jahr konstant sind.
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Abb. 27: Stabilitat von Melatonin im Mausserum hausplasma tiber 12 Monaffj Mausserumfi]
Mausplasma

3.2.7 Robustheit

Fur die Aussage, ob der RIA und die Testkitkompoeenrobust sind, wurden zwei Testkits
beschleunigten Haltbarkeitspriifungen unterzogem 2inen erfolgte die Lagerung bei -20 °C und
zum anderen bei 37 °C jeweils fir 1 Woche. Als Refe wurde ein Testkit bei empfohlener
Lagerung bei 4 bis 6 °C zurlickgestellt. Nach eiveche erfolgte die Anwendung der Testkits. Der
Verlauf der Standardkurven von Testkit 2 und 3 nshezu kongruent und identisch mit der
Referenzstandardkurve (Abb. 28).
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Abb. 28: Standardkurven Melatonin ,Direkt-RIA" ertalt fir Robustheitf] Lagerung zwischen 4
bis 6 °C Jl] Lagerung 1 Woche bei -20 °€|,Lagerung 1 Woche bei 37 °C

Die Melatoninkonzentrationen bei den mitgeliefertétkontrollen sind alle gleich und entsprechen
den Sollwerten von 20 bzw. 60 pg/mL (Abb. 29 A).cAuauf die Bindung des Antikdrpers hat die
beschleunigte Haltbarkeitspriufung keinen Einflugst 26,7 bzw. 27,4 % weichen die Ergebnisse
nicht von der Bindung von 27 % des Referenzkit§fdin. 29 B).
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Abb. 29 A und B: Uberpriifung der Robustheit deskitesanhand der Testkitkontrollq] K1, ] K2
(A) und des Antikdrpers (B)

3.2.8 Spezifitat
Die Ergebnisse zur Spezifitat sind in der Tab. @3izden. Keine der melatoninahnlichen Substanzen

zeigt eine héhere Kreuzreaktion als 0,1 %. Das plaekriterium ist erfullt.

51



Ergebnisse

Tabelle 23: Kreuzreaktion des Melatonin-Antikrpersi Melatonin und melatonindhnliche
Substanzen

Substanzen Kreuzreaktion [%]
Melatonin 100
N-Acetyl-5-hydroxytryptamin 0,1
5-Methoxytryptophol 0,1
5-Methoxytryptamin <0,01
6-Methoxytryptamin <0,01
Serotonin <0,01
DL-Tryptophan <0,01
5-Methoxy-DL-tryptophan <0,01
5-Hydroxy-L-tryptophan <0,01
6-Hydroxymelatonin <0,01
5-Methoxyindol <0,01
3.3 Anwendungen

3.31 Bestimmung von endogenem Melatonin in uabaten Serum- und Plasmaproben von
Kontroll-M&ausen und Erstellung eines 24-h Rsofi
Von 30 Mausen, aufgeteilt in zwei Gruppen, wurdenbestimmten Uhrzeiten Serum und EDTA-
Plasma abgenommen. In Abb. 30 ist der Verlauf deladninkonzentrationen tber 24 h aufgetragen.
Die Melatoninwerte sind im Serum und Plasma faskdegsgleich, ferner ist ein diurnaler Rhythmus
des Melatonins mit Tagwerten (von 8 bis 20 Uhr)sohien 13,8 und 20,6 pg/mL im Mausserum bzw.
zwischen 15,0 und 24,1 pg/mL im Mausplasma zu emenDie Nachtwerte (von 20 bis 8 Uhr)
liegen im Serum zwischen 13,7 und 55,3 pg/mL undPlasma zwischen 15,7 und 61,5 pg/mL. Der
niedrigste Tagwert ist um 16 Uhr mit 13,8 bzw. 1pgdmL und der hochste Nachtwert um 4 Uhr mit
55,3 bzw. 61,5 pg/mL.
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Abb. 30: 24-h Profil von endogenem Melatonin in Slaebenf] Mausserumfll Mausplasma

Mit dem entwickelten ,Direkt-RIA" ist es also mogh, zwischen Melatoninkonzentrationen in

Mausproben zu unterscheiden, die zu verschiedeagesEkeiten gewonnen wurden.

3.3.2 Flassig-Flussig-Extraktion vs. Direkt—Bestiung
Die Flussig-Flussig-Extraktion von Melatonin aunegi angereicherten Protein-freien Standardmatrix

sollte zeigen, wie effektiv die einzelnen Lésungsehisind. Eine konstante Wiederfindungsrate mit
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einem Mittel von 91,4 % und einem VK von 5,3 %nst Methanol zu erkennen. Mit Chloroform
sinkt die mittlere Wiederfindungsrate auf 81,2 % eiimem VK von 5,0 %, ist aber tiber den gesamten
Aufstockungsbereich konstant. Eine @hnlich hohedéfifindungsrate ist mit Dichlormethan, namlich
82,2 % und einem VK von 15,3 %, erreicht wordenewlings steigt die Wiederfindung erst mit
Zunahme der Aufstockungskonzentration. Das gleishmit tert. Butymethylether zu erkennen, hier
ist aber generell die Wiederfindung mit 74,3 % widem VK von 16,2 % viel niedriger. Nur mit
Methanol ist eine Extraktion der niedrigsten Auéstengskonzentration moglich (Abb. 31). Anhand

dieses Experiments kann man sehr gut den Extradréwlg ohne mdgliche Storeinflisse beobachten.
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Abb. 31: Extraktion und Wiederfindungsrate von Ntin aus einer Protein-freien Matrix mit
verschiedenen Lésungsmitt Methanol Jl] Chloroform ] Dichlormethan) " tert Butyl-
methylether

Im Folgenden sind die Ergebnisse zur Wiederfindratgs von Melatonin im Mausserum und
Mausplasma dargestellt (Abb. 32 A und B). Es wutde,Direkt-RIA" verwendet und im Vergleich
dazu die Flussig-Flussig-Extraktion mit den versdenen Losungsmitteln. Die Ergebnisse ermittelt
mit dem ,Direkt-RIA* und nach Extraktion mit Methah lassen sich sehr gut miteinander
vergleichen. Die mittlere Wiederfindungsrate fumd®irekt-RIA" im Mausserum ist 99,0 % mit
einem VK von 3,7 % und fur Extraktion mit Methai®@d,1 % mit einem VK von 3,9 %, entsprechend
fur Mausplasma 96,7 % mit einem VK von 3,0 % bz@0,X % mit einem VK von 4,7 %. In den Abb.
32 A und B sieht man eindeutig, dass die Wiedetingsraten mit dem ,Direkt-RIA* und der
Methanol-Extraktion Uber den gesamten Aufstockuagsibh dicht zusammen liegen. Die
Wiederfindungsraten von den anderen Ldsungsmittelischen Mausserum und Mausplasma sind
ziemlich identisch und sind mit Chloroform 72,4 % ginem VK von 17,4 % bzw. 77,7 % mit einem
VK von 26,3 %; mit Dichlormethan 85,2 % mit einenkWon 16,8 % bzw. 84,2 % mit einem VK
von 29,0 %; mit tert. Butylmethylether 73,9 % miteam VK von 20,7 % bzw. 79,7 % mit einem VK
von 20,1 %. Bei diesen Losungsmitteln nimmt die #éfindungsrate mit steigender Aufstockung zu
und auch hier sind sie nicht in der Lage, die nggr Melatoninkonzentrationen zu extrahieren. Da
die Flussig-Flussig-Extraktion mit Methanol die adgireichste ist und die Wiederfindungsraten mit
denen aus dem ,Direkt-RIA” nahezu identisch singihrk man von einer zuverlassigen Bestimmung
von Melatonin mit dem ,Direkt-RIA" ausgehen.
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Abb. 32 A und B: Wiederfindungsraten von MelatamimMausserum (A) und Mausplasma (B)
ermittelt mit und ohne Extraktion. Ein Vergleichsuten Direkt-Bestimmung und Flissig-Flussig-
Extraktionfl] .Direkt-RIA, ] Methanol Jl] Chloroform,Jlj Dichlormethan, " tert. Butylmethylether
3.3.3 Festphasenextraktion vs. Direkt-Bestimmung

Die mittlere Wiederfindungsrate von extrahierteml&tienin aus einer Protein-freien Standardmatrix
ist 92,2 %. Dagegen sind die Wiederfindungsraten Wwelatonin nach Extraktion aus einer
Mausmatrix etwas niedriger, namlich im Mausserum7 9% und einem VK von 6,6 % und im
Mausplasma 90,4 % und einem VK von 5,1 %. Die an¢tWiederfindung beim ,Direkt-RIA" ist bei
Mausserum 95,8 % mit einem VK von 6,7 % und bei 8fdasma 96,0 % mit einem VK von 2,5 %.
Bei Betrachtung des nativ vorhandenen MelatoninsMausserum und Mausplasma betragt die
Konzentration gemessen mit dem ,Direkt-RIA" 38,5wWbz34,9 pg/mL. Nach Extraktion ist die
Konzentration im Mausserum und Mausplasma allesdimgr 29,9 pg/mL, das bedeutet einen Verlust
von ca. 17.0 %. In Abb. 33 sind die Wiederfinduagsn von Melatonin aller Methoden in den

unterschiedlichen Matrizes grafisch dargestellt.
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Abb. 33: Wiederfindungsraten von Melatonin. Ein gfeich zwischen Direkt-Bestimmung und
Festphasenextraktiol Direkt Mausserurr. Direkt Mausplasma, C,;g Octadecyl Mausserum,
C,s Octadecyl Mausplasml C,s Octadecyl Standardmatrix

Die beobachteten Melatoninkonzentrationen bzw. Wigadungsraten sind bei allen Methoden
ahnlich und liegen in einer vergleichbaren Groéfiénong. Allerdings ist die Konzentration des nativ
vorhandenen Melatonins in der Probe nach der SPEaurh7 % niedriger als mit dem ,Direkt-RIA"

analysiert wurde.
54



Ergebnisse

3.34 Vergleich eines Melatonin 24-h Profils irer@m von Kontroll-Mausen analysiert mit dem
.Direkt-RIA“ sowie mit Methanol- bzw. G-Extraktion
Fur die Flussig-Flussig- und zur Festphasenextraktiar von den Mausplasmaproben aus Versuch
3.1.3 nicht gentigend Material vorhanden. Deshallbbdevunur ein 24-h Profil von Melatonin im
Mausserum betrachtet. Der Verlauf der beiden Kurigtnkongruent (Abb. 34). Auch hier sind
eindeutig niedrige Tag- und hohe Nachwerte zu erdenDie Korrelation zwischen ,Direkt-RIA"
und Methanol-Extraktion ist y = 1,1x - 0,9; 2R= 0,98 (Abb. 35 A). Die analysierten
Melatoninkonzentrationen nach einer SPE zeigtenfabie niedrige Tag- und hohe Nachtwerte (Abb.
34), sind jedoch um ca. 17,0 % niedriger als dim yDirekt-RIA“. Das entspricht den Erkenntnissen
aus dem Versuch 3.3.3. Die Korrelation zwischenlogiden Methoden ist y = 0,8x - 0,03 R0,99

(Abb. 35 B).

70
60
50 -
40
30 4
20
10
0

Melatoninkonzentration
[pg/mL]

08:00 10:00 12:00 14:00 16:00 18:00 20:00 22:00 00:00 02:00::0@ 06:00 08:00
Uhrzeit

Abb. 34: 24-h Profil von endogenem Melatonin im Barum bestimmt mit ddiijDirekt-RIA*, ||}
Methanol-Extraktion un.SPE Gg-Extraktion
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Abb. 35 A und B: Korrelation zwischen ,Direkt-RIAINd Methanol-Extraktion (A) sowie ,Direkt-
RIA" und Cg-Extraktion (B)

3.35 Testvergleich mit einem kommerziell erhéitgm direkt RIA

Fur den Testvergleich wurde ein RIA gewahlt, derldtmin ebenfalls direkt ohne Extraktion
analysiert. Auffallig sind viel niedrigere Totalaus, namlich 14676 cpm gegeniber 66364 cpm.
AulRerdem ist die NSB mit 2,2 % recht hoch, beimrgRi-RIA* nur 0,9 %. Im Vergleichs-RIA
wurden nur 5 Standards verwendet mit Konzentratioron 1, 3, 9, 27 und 81 pg/mL. AuRerdem ist
ein Probenvolumen von 800 pL notwendig. In der Bedngsanleitung ist angegeben, dass mit Hilfe
eines Probenverdiinnungspuffers die zu bestimmenalge Rrerdiinnt werden kann. Da nicht soviel

Serum von den Kontroll-Mausen zur Verfiigung statainit aber die Ergebnisse besser vergleichbar
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waren, wurden auch hier 50 pL Probenvolumen vereeadd 750 L Probenverdinnungspuffer zum
Ausgleich dazugegeben. Beide Darstellungen eineb PMofils von endogenem Melatonin im
Mausserum zeigen niedrige Tag- und hohe Nachtw@ite. 36). Allerdings gibt es einen grofRen
Unterschied in den Absolutwerten (Daten nicht aegeg), denn die Melatoninkonzentrationen im
Mausserum ermittelt mit dem selbst entwickeltenrgRi-RIA" sind im Mittel um das 3-fache hoéher,

als die des Konkurrenztestkits.
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Abb. 36: Vergleich eines 24-h Melatoninprofils eteit mit dem|lj,Direkt-RIA“ und einem ||}
kommerziell erhaltlichem direkt RIA

3.3.6 Bestimmung von Melatoninkonzentrationenusgerschiedlichen Mauslinien

Beispielhaft wurden mit dem ,Direkt-RIA" die Melatmkonzentrationen bei unterschiedlichen
Mauslinien untersucht. Die Tagwerte bei C57BL un@8HCwaren 11,5 bzw. 24,6 pg/mL, die
Nachtwerte betragen 70,2 bzw. 187,6 pg/mL (AbbAB™Die Melatoninkonzentrationen bei den Tag-
und Nachtwerten sind bei den C3H-Mausen ungeféappelb so hoch, als bei den C57BL-Mausen.
Die Melatoninkonzentrationen bei WT, MT1 und MT&den zwischen 165,7 bis 193,0 pg/mL, 153,6
bis 191,3 pg/mL bzw. 85,6 bis 105,6 pg/mL, steigachts aber auf Hochstwerte von 300,0, 330,9
bzw. 311,5 pg/mL an (Abb. 37 B). Mit dem ,DirektAl ist es mdglich, bei unterschiedlichen

Mauslinien niedrige Tag- und hohe Nachtwerte zassén.
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Abb. 37 A und B: Melatoninkonzentration im PlasroaTag- und Nachtzeiten bfJC57BL- und
Bc3H-Méausen (A) und bfIWT- JJMT1- undMT2-Mausen (B)
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4, Diskussion

Zu Beginn der Entwicklung eines validen RIA zur B®snung von Melatonin in Mausproben stand
die Frage, wie sich die unterschiedliche Zusamnteusg zwischen Standards und Probenmatrix und
somit die Beeinflussung auf Messergebnisse vemmijef3e. Die Gesamtbindung (BO) ist in Protein-
freien Systemen, im Vergleich zur Messung in Gegehwon Plasma- oder Serumproteinen, stets
wesentlich héher. D.h., die Verwendung von Starglanid einer zur Probenmatrix unterschiedlichen
Zusammensetzung beeinflusst die Messergebnisse egheblich. Das gilt besonders fur niedrige
Melatoninkonzentrationen, da hier bereits kleine démingen in der Gesamtbindung starke
Veranderungen im Messergebnis hervorrufen. Diesesblém wird mit der so genannten
Ausgleichsmatrix gelost. Sie wird aus der gleicivatrix hergestellt, in der sich auch der Analyt
befindet. Melatonin wird durch Adsorption mit Akkiohle entfernt. Die Melatonin-freie Flissigkeit
wird dann als Ausgleichsmatrix bei der Standard&umerwendet, um den Unterschied zur
Probenmatrix auszugleichen. Mit der hergestelltaagheichsmatrix wurde eine Standardkurve erstellt
und die Totalcounts [cpm], die Nicht-Spezifischex@ing [%)], absolute Bindung [%] und die
Standardkonzentrationen [%] miteinander verglictigie. ermittelten Ergebnisse zu den angegebenen
Punkten sind nahezu identisch und erfiillen insgesi#anfestgelegten Anforderungen. Anhand dieser
Daten war aber nicht eindeutig festzustellen, ah slie Mausserum- und Mausplasmaproben als
Ausgleichsmatrix eigneten. Bei einer Vorher- sowhtachherbestimmung der Melatonin-
konzentrationen stellte sich heraus, dass durch Adievkohlebehandlung bei Mauserum bzw.
Mausplasma mehr als 90 % des Melatonins entferrdemekonnte. Nur bei Mausserum 2 wurde noch
eine Restkonzentration gemessen. Die unvollstandidgsorption lag daran, dass die endogene
Melatoninkonzentration im Mausserum mit Abstand héthsten war und somit die Menge der
Aktivkohle nicht ausreichte. In solchen Fallen ést ratsam, die Adsorption zu wiederholen. Ein
Einfluss der Aktivkohlebehandlung auf die ausgewgihBlutmerkmale Gesamtbilirubin, Totalprotein
und Triglyceride kann ausgeschlossen werden, dsckwin den Werten vor und nach Adsorption kein
signifikanter Unterschied besteht. Das bedeutetss diie Zusammensetzung der Ausgleichsmatrix
unwesentlich verandert wird [Carter, 1978], wie deéergleich zu Referenzwerten von zwei
verschiedenen Mauslinien zeigt. Ob die hergestélitsgleichsmatrix der unbekannten Probenmatrix
ahnlich ist und somit die detektierten Melatoninkentrationen richtig sind, wurde durch ein Spiking-
Experiment gezeigt. Bei allen aufgestockten Mauspno ob unbehandelt oder behandelt, konnte mit
den entsprechenden Ausgleichsmatrizes eine sehe Wuederfindungsrate ermittelt werden.
Insbesondere (berzeugen die Ergebnisse von Maussdruund Mausplasma 2 mit einer
Wiederfindungsrate von nahezu 100 %, einer niedr&jandardabweichung von < 5 % und einem
niedrigen Variationskoeffizienten von < 8 %. Diealferfindungsrate bei einer Aufstockung mit 4000
pg/mL war nicht zu bestimmen, weil dieser Wert abB# des linearen Bereichs der Standardkurve
liegt. Mit Hilfe der Wiederfindungsrate konnte ddeiswahl der Ausgleichsmatrix erleichtert und die

Richtigkeit der Messung bewertet werden. Die béiieten Experimente zeigen, dass sich mit der
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Herstellung einer Mausausgleichsmatrix die Untdestdh zwischen Probenmatrix und Standards und
somit die Beeinflussung der Messergebnisse veminggssen. Frihere Immunoassays bendtigten
einen aufwendigen Extraktionsschritt und ein hdPedbenvolumen. Mit der vorgestellten Methode ist

es moglich, Melatonin in Mausproben direkt und enitem geringen Probenvolumen zu bestimmen.

Die Gewinnung eines brauchbaren Antikdrpers gegetatdnin ist essentiell fir den RIA. Wie sich
auch im Laufe der Arbeit herausstellte, ist es dem vorgestellten Verfahren gelungen, einen
sensitiven und spezifischen Antikérper mit eineteguAffinitat zum Antigen zu generieren. Bei der
Herstellung des Immunisierungskonjugates wurde Babbe/tryptamin mit der Carbodiimidmethode
an BSA gebunden [Arendt et al., 1975; Manz et1#89]. Die Haptendichte im Immunogen scheint
ein maldgeblicher Faktor fur die erfolgreiche Imnsigiung zu sein. Eine mdglichst hohe
Belegungsdichte des Tragerproteins ist vorteilhddt,die antigene Determinante des Tragers durch
das Hapten abgeschirmt wird. Eine zu hohe Konzimtr&ann hingegen zur Immuntoleranz fiihren,
so dass keine Antikdrper mehr gebildet werden $€ijs 1987]. Eine Methode zur Charakterisierung
des Immunogens in Bezug auf die Belegungsdichtedstécht zur Verfigung. Fur den RIA musste
ein optimaler Titer eingestellt werden. Die Hohes ddters ist kein Qualitatsmerkmal, gibt aber die
Menge des eingesetzten Antikérpers an. Man saiftenehohen Titer anstreben, weil man dadurch
eine hohere Materialausbeute erreicht. Anhand diesngAbstufung der Bindungsverhaltnisse bei den
Standards im Bereich niedriger, als auch hoher Kotationen, und der guten Bindung BO [%]
wurde der optimale Antikdrpertiter fir den RIA b&i5000 zur Detektion von Melatonin in
Mausproben gewahlt. Eine Mdglichkeit zur Erhéhueg Antikérpertiter kdnnte ein hoherer Anteil an
Hapten im Immunogen sein. Andere RIA verwenden K&mper mit niedrigeren Titern, z.B. 1:500
[Arendt et al., 1977], 1:2000 [Geffard et al., 1p8&er 1:4000 [Wurzburger et al., 1976]. Wie auch
spater im Rahmen der Validierung herausgestelld v&t der gewonnene polyklonale Antikdrper im
Vergleich zu einem monoklonalen Antikdrper (Arbbé#seich von 10 ng/mL bis 10 pg/mL)
wesentlich sensitiver [Soukhtanloo et al., 2008]clA die Bestimmung der Spezifitat hat gezeigt, dass

ein geeigneter Antikdrper gegen Melatonin gefungarde.

Fiur die Bestimmung des Gesamt-Melatonins sind Radminoassays mit den unterschiedlichsten
Probenvorbereitungsmethoden beschrieben. Etabldrén sich dabei die Flussig-Flissig-Extraktion
mit Methanol, Chloroform und Dichlormethan [Vieiet al., 2000] und die Festphasenextraktion
[Rizzo et al., 2002]. In dieser Arbeit sollen attative Methoden fir die Bestimmung des Gesamt-
Melatonins vorgestellt werden. Als Proteinfallureggenzien standen TCA und 5-Sulfosalicylsaure
Dihydrat zur Verfligung und zum anderen das EnzypsiRe Fir die Detektion von Melatonin in den
Proben ist eine ideale Standardkurve Voraussetzuags diesem Grund wurden die drei
Standardkurven einschlieRlich der absoluten Bind&@g miteinander verglichen. Bei allen drei
Methoden liegt die absolute Bindung des Antikorpees ca. 30 % des markierten Antigens, das in

Abwesenheit von unmarkiertem Antigen an den Anfidrgebunden wurde. Bei den Standardkurven,
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behandelt mit den Proteinfallungsreagenzien, liegan prozentualen Bindungen der niedrigen
Standardkonzentrationen, d.h. im Bereich von 12136 pg/mL, sehr dicht zusammen. Erst bei
hoheren Konzentrationen wird die Abstufung bzw. nhcharfe zwischen den Standardpunkten
groBer. Insbesondere bei der Bestimmung von niedrifylelatoninkonzentrationen wie z.B.
Tagwerten ist das von Nachteil. Bei der Verwendwog Pepsin zeigt die Standardkurve einen
idealtypischen sigmoiden Verlauf mit klar getremi8tandardpunkten. Mit dieser Standardkurve
lassen sich niedrige Melatoninkonzentrationen gglir bestimmen. Die Richtigkeit der Gesamt-
Melatonin-Bestimmung wurde mit der Wiederfindungsraiberprift und liegt mit den
Proteinfallungsreagenzien zwischen 82 und 86 %. ligakeutet einen maximalen Verlust von ca. 18
%. Der Grund des Verlustes liegt an der aufwendigerorbereitung und den damit verbundenen
Pipettierschritten, aber auch daran, dass mit ddorfgsreagenzien nicht alle Proteine prazipitied
somit das Melatonin nicht freigesetzt wurde. MipSia wird eine Wiederfindungsrate von 97,8 bzw.
99,6 % erreicht. Anhand dieser Ergebnisse kannigfereerden, dass die Probenvorbereitung zur
Bestimmung des Gesamt-Melatonins mit Pepsin waskntinfacher und effektiver ist. Zur
Uberpriifung der gewahlten Methode wurde Melatonirviausproben mit und ohne Enzymschritt
analysiert. Das Ergebnis bestatigt die Angabenein ldteratur, dass namlich ca. 60 bis 70 % des
Melatonins reversibel an Albumine gebunden sind, P@psin aber freigesetzt werden [Cardinali,
1972; Di et al., 1998]. Verschiedene Prozedurerdférselektive Extraktion von freiem und totalem
Melatonin im Serum und Plasma wurden entwickelte Biestphasenextraktion, Flissig-Flussig-
Extraktion, auf die im Laufe der Diskussion nochngeigangen wird und die in dieser Arbeit
beschriebenen Proteinfallungsmethoden mit TCA urBulfosalicylsdure Dihydrat, zeigen eine
niedrige ,Richtigkeit*. Die einfache Probenvorbéwneig mit Pepsin ermoglicht eine wesentlich
effektivere Methode als die, die in der Literatisher beschrieben wurden und ist sehr gut geeignet
das Gesamt-Melatonin in Mausproben zu bestimmerigrAnd der Tatsache, dass dieser Test das

gesamte Melatonin erfasst, werden im Vergleichrmegen Testsystemen hohere Werte gefunden.

Die meisten RIA zur Bestimmung von Melatonin verden PH]- Melatonin als Tracer [Fraser et al.,
1983; Vakkuri et al., 1984; Webley et al., 198%#ni et al., 1990]. MitBH]-MeIatonin ist aber nur
eine niedrige spezifische Aktivitat erreichbar whe Markierungsmethode ist kompliziert. Inzwischen
wird [**1] bevorzugt wegen der niedrigen Energie (Messurighoherer Effizienz), der geringen
Radiolyse und der geringeren Gefahrlichkeit bei dtandhabung. In dieser Arbeit ist die
Konjugierung mit einem markierten Estet?3]-Bolton-Hunter-Reagenz, als Markierungsmethode
beschrieben. Der aktive Ester acetyliert Aminoeodgen mit dem iodierten p-
Hydroxyphenylpropionrest, was dies zu einem effektiVerfahren zur Einfilhrung radioaktiven lods
in eine Vielzahl verschiedener Proteine, Peptidd Molekile mit Amino-Gruppen macht. Es handelt
sich dabei um ein nicht-oxidatives Verfahren, daiger aggressiv ist als alternative Methoden wie
z.B. die Chloramin-T Methode. Ein&j]-Markierung ist haufig auch dann noch méglich,nweeine

Tritiierung methodischen Schwierigkeiten begeghéir eine korrekte und richtige Analyse ist eine
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reproduzierbare Markierung von Melatonin sehr wighZur Uberpriifung einer wiederholbaren
Markierung wurden Tracer sowohl direkt nach der ktaung als auch kurz vor Ablauf miteinander
verglichen. Bei beiden Chargen, sowohl direkt ndem Markierung als auch nach 105 Tagen,
verhielten sich die Bindung BO des Antikorpersalsh der Verlauf der Standardkurve identisch. Das
bedeutet, dass eine gleichméaflige Kompetition, admkurrenz zwischen markierten und
unmarkierten Antigen um die Bindungsstelle des Knfiers, stattfindet. Die Messdauer beim RIA
von 1 min wurde konstant beibehalten und zeigt,sddie gleiche Menge an radioaktiven lod
eingebaut wird und die gleichméaRige spezifischeiilét gegeben ist. Damit wird verhindert, dass
hochmarkierte Verbindungen entstehen, die wenigdilssind und die molekulare Struktur zerstéren
und damit zum Verlust des Bindungsvermogens amifsgden Antikorper fihren.

Fur das in dieser Arbeit beschriebene VerfahrerDaiektion von Melatonin in Mausproben handelt
es sich um ein so genanntes in-house-Verfahrerindhabor ausgearbeitet wurde und das in Normen
oder offiziellen Methodensammlungen nicht zu findgn Um zu beweisen und sicherzustellen, dass
das Analysenverfahren plausible, reproduzierbackvamldssliche Resultate liefert, wurden folgende

Validierungsparameter untersucht, die nachfolgeskutiert werden sollen.

1. Typische Standardkurve und Arbeitsbereich

Der Arbeitsbereich ist der Konzentrationsbereich Aralyten in der Probe (untere/obere Grenze) mit
einem akzeptablen Mal3 an Prazision, Richtigkeit Limaritat. Jede Kalibrierung beginnt mit der
Wahl des Arbeitsbereichs. Dieser richtet sich ndem praxisbezogenen Anwendungsziel. Bei der
Bestimmung von Melatonin in verschiedenen Maustiniesind unterschiedlich hohe
Melatoninkonzentrationen zu erwarten. Aus diesenn@mwurde ein Arbeitsbereich von 12 bis 4000
pg/mL gewdhlt. Dieser weite Arbeitsbereich bietegegniber anderen Immunoassays mit schmaleren
Konzentrationsbereichen z.B. RIA mit 46 bis 1000hgdg[Wetterberg et al., 1978], 2 bis 1000 pg/mL
[Webley et al., 1985] oder 5,5 bis 700 pg/mL [Siglet al., 1987] aber auch gegentber ELISA mit
39 bis 1500 pg/mL [Chegini et al., 1995] einen @gm(praktischen Vorteil, da es mdglich ist, sowohl
niedrige als auch hohe MelatoninkonzentrationeMausproben zu detektieren. Zur Festlegung des
Standardbereichs wurden fir Mausserum und fur Mass@ zehn Standardkurven mit dem
angegebenen Standardkonzentrationsbereich erdia#it. Berechnung ergab eine steile sigmoid
verlaufende Standardkurve mit eindeutig voneinandéerscheidbaren Standardpunkten, die auch die
Messung von geringen Melatoninkonzentrationsunkeesien maoglich macht. Die hodchste
Genauigkeit wird in der Nahe des in der Mitte liegen Wendepunktes der sigmoiden Kurve erreicht,
da an dieser Stelle ihre Steigung am groRten istgBringste Genauigkeit entsteht in der Nahe ihrer
Asymptoten [Strobach, 1994]. Die obere Asymptotgtliungefahr bei 12 pg/mL und die untere
Asymptote bei 1200 pg/mL. Zwischen den beiden Adptem hat die Kurve ihre gréf3te Steigung,
und genau in diesem Bereich werden die zu anagysien Melatoninkonzentrationen erwartet. Wie
sich auch in spateren Untersuchungen herausst&lieth wurden die Anforderungen an die

Standardkurve, namlich ein weiter Arbeitsbereicim steiler Verlauf mit eindeutig voneinander
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unterscheidbaren Standardpunkten und einen line®ereich in dem die zu erwartenden

Melatoninkonzentrationen fallen, erfullt.

2. Nachweisgrenze

Im Mausserum liegt die Nachweisgrenze bei 9,1 pgimd im Mausplasma bei 7,3 pg/mL. Das
bedeutet, bei dieser Grenze liegt die kleinste ropeditativ erfassbare Konzentration des Analyten
vor. Die Nachweisgrenze eines Analysenverfahrenglaan von Interesse, wenn eine Substanz in
ganz geringen Mengen in einer Matrix analysiertdeersoll. Bei der Bestimmung von Melatonin bei
verschiedenen Mauslinien werden aber unterschiediahe Melatoninkonzentrationen erwartet, die
groBer als 9,1 bzw. 7,3 pg/mL sind. Diese Tatsachede bei der Festlegung des Arbeitsbereichs
bericksichtigt. Aus diesem Grund wurde ein weitpekBum fir die Analyse von Melatonin in
Mausproben gewahlt. Da nur ein Probenvolumen vopl566tig ist, wurde ein sensitiver RIA fir die
Bestimmung von Melatonin angeboten. Insbesondeiie nk@lrigen Probenvolumina hat dieser
.Direkt-RIA" Vorteile gegentiber anderen, bei dergn sehr viel héheres Volumen nétig ist, z.B. 1
mL [Vakkuri et al., 1984; Lahiri et al., 2004], 2@0 [Vaughan, 1993], 250 ul und einer Sensitivitat
von 10 pg/mL [Webley et al., 1985; Klupiec et dl997]. Aber auch zu anderen Methoden hat der
.Direkt-RIA*, z.B. zur GC/MS mit 2 mL Probe und &n Sensitivitat von 10 pg/mL [Wilson et al.,
1977] oder HPLC mit 2 mL Probe und einer Sensitviton 2,6 pg/mL [Peniston-Bird et al., 1993]

einen entscheidenden Vorteil.

3. Wiederfindungsrate

Die Wiederfindungsrate ist das Verhéltnis der Meages Analyten, der vor der Probenvorbereitung
zu einer Probe hinzugefiigt wird und der Menge didgslyten, die als Messergebnis gefunden wird.
Mit Hilfe der Wiederfindungsrate soll die ,Richtigk” der Methode nachgewiesen werden. Dabei
wurden einer Realprobe im Aufstockungsverfahreigeiele Mengen des Analyten zugesetzt und die
wiedergefundene mit der eingesetzten Menge vemglickir Melatonin im Mausserum wurde eine
mittlere Wiederfindungsrate von 108,0 + 5,1 % und Mausplasma von 99,3 = 5,9 % ermittelt.
Tendenziell wurde mehr Melatonin im Mausserum wigd&inden als theoretisch enthalten sein
durfte. Da sich die héhere Wiederfindung tUber desagiten Aufstockungsbereich erstreckt ist von
einem geringfugigen Fehler bei der Aufstockung agshen, der keinen Einfluss auf die Feststellung
der ,Richtigkeit® hat. Die festgelegten Akzeptarigien fir den Gesamtmittelwert der
Wiederfindungsrate zwischen 80 und 120 % und eiriatianskoeffizient < 20 % sind bei beiden
Proben erfilllt. In beiden Mausproben ist die Katieh zwischen Soll- und Istwert sehr gut
(Korrelationskoeffizient: 0,99). Die Regressionsghy fir Mausserum betragt y = 1,1x - 9,8 und fur
Mausplasma y = 0,9x + 4,3. Aufgrund der guten Wifiddungsrate von Melatonin in den
Mausproben hat es wahrend des gesamten Verfaheémes Werluste des Analyten gegeben. Sowohl
zur Uberpriifung einzelner Verfahrensschritte atshazur Feststellung eines Matrixeffekts eignet sich
die Berechnung der Wiederfindungsfunktion, die etaubt, systematische (konstant- sowie

proportional-systematische) Abweichungen aufzudecBei konstant-systematischen Abweichungen
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ist der Fehler unabhéngig von der Konzentration dealysierten Komponente, was zu einer
Parallelverschiebung der Kalibriergeraden fiihrti Beoportional-systematischen Fehlern ist die
GroRRe des Fehlers abhangig von der Konzentratiommdysierten Komponente. Dies fuhrt zu einer
Anderung der Steigung der Kalibriergeraden. Bei 8eiifung auf konstant- und proportional-
systematische Fehler wurde im Mausserum anhandRrdgressionsgerade festgestellt, dass diese
leicht auf dem y-Achsenabschnitt in den negativaareBh verschoben und die Steigung leicht
verandert ist. Dies ist ebenso fir Mausplasma etkan hier ist die Regressionsgerade leicht in den
positiven Bereich verschoben und in der Steigungimal verandert. Da Messwerte in jedem Fall
zuféllige Fehler aufweisen, d.h. einer Streuungeuieigen, ergeben sich als Achsenabschnitt und
Steigung der Wiederfindungsfunktion niemals Ideatejealso a= 0 und b= 1. Trotzdem konnte hier
gezeigt werden, dass die Wiederfindungsrate vonatdein, ermittelt mit einer Mausserum- bzw.
Mausplasmaausgleichsmatrix, sehr gut ist. Bei deerfriifung der systematischen Fehler wurden
keine Abweichungen entdeckt. Es kann also davegegangen werden, dass keine Matrixeinflisse
vorliegen. D.h., das Analysenverfahren ist ausendhspezifisch und die Melatoninkonzentrationen
werden richtig in den Mausproben mit den entspredbe Mausausgleichsmatrizen bestimmt.
Zusatzlich lasst sich anhand der Wiederfindungseateennen, dass mit Hilfe der eingefihrten

Ausgleichsmatrix der Unterschied zur Probenmaghr gut ausgeglichen werden kann.

4, Linearitat

Diese wird gepruft, indem eine Serum- oder Plasotawrmit hoher Melatoninkonzentration in
definierten Schritten seriell verdiinnt wird, um nfadgend bestimmen zu kénnen, ob die gemessenen
Werte den Gesetzen der Linearitat folgen. Der Wntdtungsbereich fir die Linearitat liegt zwischen
9,4 pg/mL und 1200 pg/mL. Im Mausserum ist die Wifiddung der Melatoninkonzentration nach
Verdunnung Uber alle Verdinnungsschritte konstaig. mittlere Wiederfindungsrate betragt 103,9
%. Der Korrelationskoeffizient zwischen Soll- urgtwert betragt 0,97, die Regressionsgerade ist y =
0,9x + 19,6. Fur Melatonin im Mausplasma betragt mittlere Wiederfindungsrate 100,1 %. In dem
angegebenen Bereich ist die Wiederfindung zwiscHgoll- und Istwert sehr gut, der
Korrelationskoeffizient betragt 0,98 und die Regmssgerade ist y = 0,9x + 15,0. Das Ergebnis hat
gezeigt, dass die Anforderungen fiir die Lineast&illt wurden, weil die mittlere Wiederfindungszat
der seriell verdiinnten Proben zwischen 80 und 12@&a Mit Hilfe der Linearitdt konnte ebenfalls
ein storender Matrixeffekt auf die Bestimmung voreldMonin ausgeschlossen und des Weiteren ein
Arbeitsbereich mit hoher Richtigkeit und Linearitatbestatigt werden. Sind die
Melatoninkonzentrationen in den Mausproben zu houhliegen sie oberhalb des Arbeitsbereichs, ist
es moglich diese mit der entsprechenden Ausgleigtibstmzu verdiinnen, um so in den linearen

Bereich der Standardkurve zu gelangen.
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5. Préazision

Die Prazision ist ein Maf3 fir die Streuung von Amahergebnissen und beschreibt, wie klein die
maximalen Abweichungen voneinander unabhangigeelirigse werden, indem ein festgelegtes
Ermittlungsverfahren mehrfach unter vorgegebenedirgingen angewendet wird. Zur Uberpriifung
der Streuung von Analysenergebnissen, ermitteltdeih entwickelten RIA, wurde die Intra-Assay-
Prazision angewendet. Die gewonnenen MesswertrdilreMausserum und Mausplasma sind nach
der Berechnung nach David mit einer Wahrscheingghkon 99 % normalverteilt. Mit Hilfe des
Grubbs-Tests konnten im Mausserum keine Ausreii$@rhalb der Messreihe nachgewiesen werden.
Im Mausplasma wurde allerdings ein Ausreil3er eattitEs stellte sich jedoch heraus, dass durch
Eliminieren die Veranderung des Mittelwerts und ¥&sunbedeutend war. Aus diesem Grund wurde
der Wert nicht entfernt. Die zulassigen Obergrendes Variationskoeffizienten fir Mausserum und
Mausplasma wurden nicht Uberschritten. Zu Angaben Idter-Assay-Prézision wurden folgende
Ergebnisse erhalten: Das Prazisionsprofil fur Mauss und Mausplasma zeigt deutlich, dass die
hochste Prazision und somit die stabilsten Ergsbnis linearen Standardkonzentrationsbereich
(zwischen 12 und 1200 pg/mL) zu finden sind. Insdi@ Bereich werden auch die physiologischen
Melatoninkonzentrationen erwartet. Die hdchste  t#agsion” liegt bei < 12 pg/mL und >1200
pg/mL, aber auch hier liegen die Variationskoeffiten noch unter 15 %. Die Messergebnisse fir die
Inter-Assay-Prézision bei Mausserum zu den unterdtibhen Melatoninkonzentrationen zeigen eine
niedrige Standardabweichung von 6,2, 7,8 und 5@/8p und dementsprechend einen niedrigen VK
von 15,6, 12,7 und 11,0 %. Im Mausplasma ist de&irdabweichung 6,0, 11,8 und 33,3 pg/mL bei
dementsprechend niedrigem VK von 13,2, 13,1 und®,Nach Berechnung durch David konnte eine
Normalverteilung der Messwerte angenommen werdeerté)Vdie auffallend stark vom Mittelwert
abweichen, wurden mit dem Grubbs Test Uberprifiné&der Werte im Mausserum und Mausplasma
konnten als Ausreil3er deklariert werden. Die bametdn Variationskoeffizienten fir die Messwerte
im Mausserum und Mausplasma liegen unterhalb désgigen Obergrenze. Fur die Analytik von
Melatonin in mehreren Mausproben, Uber eine l[An§eré oder Uber mehrere Tage verteilt, bedeutet
das, dass die Abweichungen bzw. Streuungen voninamaéer unabhangig ermittelten Ergebnissen
sehr klein sind und auch zuféllige Fehler ausgesskin werden kdnnen. Alle Analysenergebnisse, ob
Melatonin im Mausserum oder Mausplasma, zeigenheimes MaR an Ubereinstimmung und eine
geringe Streuung. Im Vergleich zu anderen Immuraass.B. RIA bzw. ELISA (Intra- und Inter-
Assay-Prazision < 10 und < 20 %) [Leung, 1991; &tial., 1993] und auch zu anderen Methoden wie
HPLC (Intra- und Inter-Assay-Variation < 15 %) [Rw et al., 2002] wurde ein hohes Mal3 an

Préazision nachgewiesen. Die Akzeptanzkriterierdiérintra-Assay-Préazision sind erfullt.

6. Probenstablitat
Die Stabilitat der Proben bzw. des Analyten in Metrix ist fir eine zuverlassige Detektion von
grol3er Bedeutung. Eine unsachgeméle Lagerung deerPkann zu einer Beeintrachtigung fihren

[Cavallo und Hassan, 1994; Daya et al., 2000]. lahRen der Probenstabilitdt wurde gepruft, ob
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unterschiedliche Lagerungsbedingen  von Mausproberinene Einfluss auf  die
Melatoninkonzentrationen in der Matrix haben. Aufera unter Stressbedingungen ermittelten
Ergebnissen wurde der Mittelwert gebildet. Bei deiedrigen Melatoninkonzentrationen im
Mausserum betragt dieser 22,5 pg/mL. Grundsatahiid eine Abweichung von £ 20 % vom
Mittelwert als Abweichung festgelegt. Daraus ergai fir die niedrige Melatoninkonzentration im
Mausserum ein Toleranzbereich von 18,0 bis 27,inpgDie Messungen nach den verschiedenen
Stressbedingungen ergaben, dass alle Resultathatimedieses Bereichs liegen. Der Mittelwert fir
Melatonin in der zweiten Probe betragt mit der dektgten Abweichung von + 20 %, 38,9 + 7,8
pg/mL. Das ergibt einen Toleranzbereich fur die &fl@hinkonzentrationen von 31,1 bis 46,7 pg/mL.
Fur die dritte Probe wurde nach allen Stressbediggo ein Mittelwert von 376,5 = 75,3 pg/mL
ermittelt. Das entspricht einem Bereich von 3012 461,8 pg/mL. Im Mausplasma wurde ein
Toleranzbereich fur die erste Probe von 19 bis p8/6L berechnet mit einem Mittelwert nach allen
Stressbedingungen von 23,8 pg/mL. Es wurden kasserimleren Abweichungen festgestellt. Genauso
liegen alle Ergebnisse von der zweiten Probe imeiBbr von 32,7 bis 49,1 pg/mL. Die
Melatoninkonzentrationen in der dritten Probe liegbenfalls alle im Toleranzbereich von 303,5 bis
455,3 pg/mL. Mausserum- und Mausplasmaproben mierschiedlich hohen Konzentrationen
wurden in einer definierten Zeitspanne untersciithdh Temperaturen ausgesetzt und mehrmals
eingefroren und wieder aufgetaut. Keiner dieseesStredingungen hat einen Einfluss auf den
Analyten in der Probe. Die Uberpriifung der Probaitat hatte gezeigt, dass die ermittelten
Melatoninkonzentrationen dem anfanglichen Wert ales Primarmessung mit einer maximal
zuldssigen analytischen ,Unprazision” entsprecheeinem Zeitrahmen von 12 Monaten wurden die
Melatoninkonzentrationen im Mausserum und Mauspéabestimmt. Es ist eindeutig zu erkennen,
dass die Ergebnisse Uber das gesamte Jahr kossgtdntBei den Lagerbedingungen von -20 °C,
lichtgeschitzt und ohne Zugabe von Stabilisatoserdér Analyt in der Probe also mindestens 12

Monate stabil.

7. Robustheit

Durch die Anderung der Lagerungstemperatur fiir deesstkit bzw. die dazugehorigen

Testkitkomponenten sollte die Robustheit tberpniifirden. Nach einer Woche (beschleunigte
Haltbarkeitsprifung) wurde die Funktion des Testkanhand der Standardkurve und durch
Uberpriifung der absoluten Bindung BO und der Tasikirollen gezeigt. Als Referenz gelten die
Standardkurve, die Bindung BO und die Testkitkdigrogewonnen mit Testkit 1. Der Verlauf der

Standardkurven von Testkit 2 und 3 ist nahezu ideimt mit der Referenzstandardkurve. Die
Melatoninkonzentrationen bei den mitgeliefertenkKittrollen sind alle gleich und entsprechen den
Sollwerten von 20 bzw. 60 pg/mL. Auch auf die Bindudes Antikdrpers hat die beschleunigte
Haltbarkeitsprufung keinen Einfluss. Mit 26,7 bz&%,4 % weichen die Ergebnisse nicht von der

Bindung von 27 % des Referenzkits ab. Mit Hilfe deobustheit konnte gezeigt werden, dass
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Abweichungen von den empfohlenen Lagerungsbedirgjungkeinen Einfluss auf die
Funktionsfahigkeit das Testkit bzw. Testkitkompadearhaben.

8. Spezifitat

Die Selektivitat bzw. Spezifitat beschreibt die ig#kit einer Methode, die Zielsubstanzen in den zu
analysierenden Matrizen ohne Stérung durch ander@er Matrix vorliegenden Komponenten zu
bestimmen. Die eindeutige Erfassung und Identifizig von Melatonin wurde mit der Spezifitat des
Melatonin-Antikorpers tberprift. Folgende melat@tinliche Substanzen wurden auf ihre mogliche
Kreuzreaktion im Assay getestet: N-Acetyl-5-hydroygtophan, 5-Methoxytryptophol, 5-
Methoxytryptamin, 6-Methoxytryptamin, Serotonin, Olyptophan, 5-Methoxy-DL-tryptophan, 5-
Hydroxy-L-tryptophan, 5-Methoxyindol, 6-Hydroxymébtamin. Die Kreuzreaktion von 0,1 % zu N-
Acetyl-5-hydroxytryptamin und 5-Methoxytryptophosti gering und nicht signifikant. Bei allen
anderen liegt die Kreuzreaktivitat < 0,01 %. Im §leich zu anderen Antikdrpern [Geffard et al.,
1982] zeigt unser Antikorper gleich niedrige Krezadtionen zu strukturahnlichen Substanzen. Zu 6-
Hydroxymelatonin ist aber hier mit < 0,01 % einesetlich niedrigere Kreuzreaktivitat ermittelt
worden als in bisher erschienenen Publikationdd, @,7 % [Vakkuri et al., 1984], 0,5 % [Leung,
1991], 1,6 % [Di et al., 1998] oder 0,8 % [Schuneokt al., 2000]. Auch zu 5-Methoxytryptamin ist
die Kreuzreaktion von 0,03 % [Schumacher et al.0020auf < 0,01 % reduziert. Durch
Gewahrleistung der Spezifikationsanforderungen wudie Fahigkeit der Methode unter Beweis
gestellt, dass Melatonin ohne Verfalschung durctiees in der Probe vorhandene Komponenten

erfasst und somit eindeutig identifiziert werdenrka

Nach Betrachtung aller Validierungsparameter kastgehalten werden, dass es keine Abweichungen
von den festgelegten Akzeptanzkriterien gibt. Dasinitl die Anforderungen an den Assay erflllt und
die zuverlassige Verwendung als RIA zur Detektion Welatonin im Mausserum und Mausplasma

nachgewiesen.

Mit dem ,Direkt-RIA“ wurde nach der Validierung eig4-h Profil von endogenem Melatonin im
Serum und Plasma von Kontroll-M&usen erstellt. &use wurden in einem Hell/Dunkel-Rhythmus
von 12 h Licht und 12 h Dunkelheit (L:D = 12:12,d#®n der Lichtphase um 8.00 Uhr) bis zu 10
Tagen gehalten. Circadiane Rhythmen sind durch emdbgene Periodenlange von ungefahr 24
Stunden (20 bis 28 h) charakterisiert. Die Syncisation der inneren Uhr* mit dem &aufReren
Tagesablauf erfolgt durch so genannte ,Zeitgel2€r. wichtigste natiirliche Zeitgeber ist der Licht-
Dunkel-Wechsel. Dabei treten am Tag sehr niedriggt in der Nacht hohe Werte auf [Korf et al.,
2006]. Die Melatoninwerte sind im Serum und Pladast deckungsgleich, und es ist sehr gut ein
diurnaler Rhythmus des Melatonins zu erkennen,nmitirigen Tagwerten zwischen 8.00 und 20.00
Uhr und hohen Nachtwerten zwischen 20.00 und 81@0 Der Konzentrationsbereich von Melatonin
im Serum ist fur die Tagwerte zwischen 13,8 und 2iy/mL, fir Plasma zwischen 15,0 und 24,1
pg/mL. Bei den Nachtwerten ist die héchste Melatkohzenration um 4.00 Uhr morgens mit 55,3
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pg/mL im Mausserum und mit 61,5 pg/mL im Mauspladmeatimmt worden. Mit dem RIA ist es
eindeutig mdglich, niedrige Melatoninkonzentrationeden Tages- (Hell) und hohe
Melatoninkonzentrationen den Nacht- (Dunkel)zeitenzuordnen. Bei der Betrachtung von
Melatoninkonzentrationen zu unterschiedlichen Tagiésn bzw. unterschiedlichen Alters bei
verschiedenen Mauslinien, z.B. CBA, C57BL [Kennaveatyal., 2002] oder B6C3F1, ein Hybrid
zwischen C57BL/6 und C3H [Lahiri et al., 2004] gén die detektierten Melatoninkonzentrationen in
gleichen GroRenordnungen und sind somit vergleichBes bedeutet auch, dass variierende
Melatoninkonzentrationen mit dem RIA sehr gut massbsind. In Bezug auf die
Validierungsparameter, z.B. typische Standardkumve Arbeitsbereich, liegen die ermittelten Werte

sehr gut im linearen Bereich der Standarkurve wmgitsm Bereich mit der héchsten Genauigkeit.

Wegen der oft niedrigen MelatoninkonzentrationenSierum- oder Plasmaproben und méglichen
Storeinflissen von Matrixkomponenten auf die Besting von Melatonin mit einem RIA
verwenden die meisten Testsysteme eine Extrakiorder Analyse. Unter anderem haben sich die
Flussig-Flussig-Extraktion und die Festphasenetitakbewahrt. Die am haufigsten verwendeten
Losungsmittel bei der Flussig-Flussig-ExtraktiomdsiMethanol [Di et al., 1998], Chloroform
[Vakkuri et al., 1984; Chegini et al., 1995], Diohhethan [Yie et al., 1993; Rizzo et al., 2002] und
tert. Butylmethylether [Lahiri et al., 2004]. Be2idFestphasenextraktion haben sich Extraktionssaule
wie die RP Gg-Saulen [Webley et al., 1985; Sieghart et al., 198&bani et al., 1990] durchgesetzt.
Bei den genannten Extraktionsmethoden wird dereatitmmende Analyt aus dem z.B. proteinreichen
Extraktionsgut geldst und in einem stérungsfreieffd? wieder aufgenommen. AufRerdem ist durch
die Extraktion die Bestimmung des Gesamt-Melatonim&glich [Rizzo et al., 2002]. Mit dem
Vergleich zum ,Direkt-RIA" sollte gezeigt werden,ass durch die Einfihrung einer Maus-
spezifischen Ausgleichsmatrix auch ohne aufwendiBeobenvorbereitungen Melatonin in

Mausproben bestimmt werden kann.

Zu Beginn wurde Melatonin aus einer angereichdptertein-freien Standardmatrix extrahiert, um die
Extraktionseffizienz der einzelnen Losungsmittethmuweisen. Die Ergebnisse sollen als Referenz
auch dazu dienen, zu Uberprifen, ob die Serum-Rl@smamatrix einen Einfluss auf die Extraktion
hat. Die mittlere Wiederfindungsrate von Melatongxtrahiert mit Methanol, liegt bei 91,4 % mit
einem VK von 5,3 %, mit Chloroform bei 81,2 % mihem VK von 5,0 %, mit Dichlormethan bei
82,2 % mit einem VK von 15,3 % sowie mit tert. Botgtylether bei 74,3 % mit einem VK von 16,2
%. Nur mit Methanol war eine Extraktion der niegdtin Aufstockungskonzentration moéglich. Bei
allen anderen Ldsungsmitteln war die Extraktion alisténdig. Voraussetzung fir eine gute
Extraktion ist, dass sich der Analyt in dem Losumigel besser 16st als in der Flussigkeit, in der e
sich urspringlich gelost hat [Mersmann, 1980; Grassl, 1997]. Hinsichtlich der
Melatoninextraktion weist Methanol bessere Losuiggseschaften, verglichen mit anderen

Losungsmitteln, auf. Dies wurde besonders bei igedr Melatoninkonzentrationen deutlich. Eine
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Stérung durch andere Komponenten war auszuschliafieres sich um eine Protein-freie Matrix
handelte. Eventuell liel3e sich die Extraktionsausbeurch Veranderung des pH-Wertes verbessern.
Bevor die Wiederfindung in aufgestockten Melatonitien bestimmt wurde erfolgte die Messung der
endogenen Melatoninkonzentration. Im Mausserumagetdiese 38,5 pg/mL und im Mausplasma
34,9 pg/mL, analysiert mit dem ,Direkt-RIA“. Bei d&lethanolextraktion betragt die Konzentration
im Mausserum 40,3 pg/mL und im Mausplasma 40,7 pgMBei den anderen Losungsmitteln war
eine Messung nicht mdglich. Eine Bestimmung vordingen Tagwerten ware also ausgeschlossen.
Als né&chstes sind die Ergebnisse zur Wiederfindeorg Melatonin im Mausserum und Mausplasma
dargestellt. Die Ergebnisse, ermittelt mit dem gbirRIA“ und nach Extraktion mit Methanol, lassen
sich sehr gut miteinander vergleichen. Die mittlé/ederfindungsrate ist fur den ,Direkt-RIA* im
Mausserum 99,0 % mit einem VK von 3,7 % und fir Eitraktion mit Methanol 97,1 % mit einem
VK von 3,9 %, entsprechend fir Mausplasma 96,7 %emiem VK von 3,0 % bzw. 100,7 % mit
einem VK von 4,7 %. Die Wiederfindungsraten von dehin im Mausserum und Mausplasma mit
den anderen Losungsmitteln sind nahezu identiselsirsd mit Chloroform 72,4 % mit einem VK von
17,4 % bzw. 77,7 % mit einem VK von 26,3 %, flr Marmethan 85,2 % mit einem VK von 16,8 %
bzw. 84,2 % mit einem VK von 29,0 % und fur terttmethylether 73,9 % mit einem VK von 20,7
% bzw. 79,7 % mit einem VK von 20,1 %. Die Wiedediingsrate nach Anwendung dieser
Losungsmittel nimmt mit steigender Aufstockung allerdings sind auch sie nicht in der Lage, die
Proben mit den niedrigen Melatoninkonzentrationerextrahieren. Diese Daten lassen sich sehr gut
mit den Wiederfindungsraten fir die Extraktion vfelatonin aus einer Protein-freien Matrix
vergleichen. Eine Erklarung der niedrigen Extraksieffizienz von Chloroform, Dichlormethan und
tert. Butylmethylether durch mégliche Storeinflisiest sich hiermit ausschliel3en. Zusammenfassend
kann festgehalten werden, dass diese drei genaraisangsmittel nicht dazu geeignet sind,
Melatonin vollstandig aus einer Mausserum- oder $fpgasmaprobe zu extrahieren. Da die FlUssig-
Flissig-Extraktion mit Methanol die erfolgreichgteund die Wiederfindungsraten mit denen aus dem
.Direkt-RIA* nahezu identisch sind, kann man vomesi zuverlassigen Bestimmung von Melatonin
mit dem ,Direkt-RIA* ausgehen. Die Aussage von DiMitarb. [1998], dass mit der Methanol-
extraktion sowohl freies als auch gebundenes Meillaton Serum und Plasma extrahiert werden
kann, lasst sich durch die eigenen Untersuchungstéitigen. Dies ist auch gleichzeitig ein Nachweis
und eine Ergdnzung zum Vorversuch ,Bestimmung desa@t-Melatonins®, dass mit dem ,Direkt-
RIA* das Gesamt-Melatonin im Mausserum und Mauspadestimmt werden kann. Der ,Direkt-
RIA® besitzt weitere Vorteile wie einfachere undhgsellere Durchfihrung, kein Einsatz von

Losungsmittel und fehlenden Analytenverlust durgtr&ktionsschritte.

Bei der Festphasenextraktion wurde zunachst scegarggen wie bei der Flissig-Flussig-Extraktion,
indem die Extraktionseffizienz erst an einer Profegien Standardmatrix Uberpruft wurde. Die
mittlere Wiederfindungsrate von extrahiertem Metitoaus einer Protein-freien Standardmatrix ist

92,2 % und entspricht den Angaben des Herstellers his zu 97 % (J.T. Baker, Solid Phase
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Extraction, Product Information). Danach folgte Higraktion von Melatonin aus einer aufgestockten
Mausserum- und Mausplasmaprobe. Die Wiederfindatgsrvon Melatonin nach Extraktion aus
einer Mausmatrix waren etwas niedriger, namlichMausserum 90,7 % mit einem VK von 6,6 %
und im Mausplasma 90,4 % mit einem VK von 5,1 % Bittlere Wiederfindung beim ,Direkt-RIA"
betragt im Mausserum 95,8 % mit einem VK von 6,uft im Mausplasma 96,0 % mit einem VK
von 2,5 %. Bei Betrachtung des nativ vorhandenetatdeins im Mausserum und Mausplasma
konnten mit dem ,Direkt-RIA* Konzentrationen von,38g/mL bzw. 34,9 pg/mL ermittelt werden.
Nach Extraktion sinkt die Konzentration im Mausserund Mausplasma auf 29,9 pg/mL, das
bedeutet einen Verlust von ca. 17,0 %. Der Venwast Melatonin kénnte damit zusammenhéngen,
dass nach der Extraktion der Analyt nur unvollsignen der Saule eluiert wurde. Wahrscheinlicher
jedoch ist ein Teilverlust des Analyten durch zmisélte Pipettierschritte. Die Festphasenextraktion
lasst sich sehr gut mit dem ,Direkt-RIA* vergleicheDie Aussage von Sieghart u. Mitarb. [1987],
dass mit der Festphasenextraktion eine reprodumerbund flexible Methode fur die
Melatoninbestimmung gefunden wurde, lasst sichébigsin. Allerdings ist das hohere Volumen von
100 pL im Gegensatz zu 50 pL fur die Extraktion ventscheidenden Nachteil. Die Methanol-
Extraktion, die Festphasenextraktion und der ,OHRIKA“ sollen nun in der Bestimmung von
Melatonin bei echten Mausproben, also nicht kietstiufgestockten, zur Anwendung kommen. Mit

allen drei Methoden wurde ein 24-h Profil von englogm Melatonin im Mausserum erstellt.

Zwischen ,Direkt-RIA“ und Methanol-Extraktion wurdeine sehr gute Korrelation gefunden, die
durch die Regressionsgerade y = 1,1x — 0%%= R,99 fiir die ermittelten Melatoninkonzentratione
beschrieben ist. Niedrige Tag- und hohe Nachtwartd kongruent, z.B. betragt der Hochstwert fur
Melatonin um 4.00 Uhr morgens bestimmt mit dem gRirRIA“ 55,3 pg/mL und nach Methanol-
Extraktion 56,9 pg/mL. Die analysierten Melatoninkentrationen nach einer SPE zeigen ebenfalls
niedrige Tag- und hohe Nachtwerte, sind jedoch um T7 % niedriger, z.B. betragt die
Melatoninkonzentration um 4.00 Uhr morgens 45,9mtg/Das entspricht der Beobachtung aus dem
vorangegangenen Versuch. Die Korrelation zwischen beiden Methoden ist aber sehr gut, die
Regressionsgerade betragt y = 0,8x - 0,03=R,99. SchlieRlich kann festgehalten werden, dass
,Direkt-RIA“ durchaus mit etablierten Extraktionstheden, wie z.B. Methanol-Extraktion und

Festphasenextraktionen, konkurrieren kann.

Bei einigen in der Literatur beschriebenen RIA Bestimmung von Melatonin in Mausproben ist eine
Probenvorbereitung, z.B. eine Festphasenextraktidin C,;s Saulen, notwendig [Kennaway und
Dawson, 2006] oder es muss ein hoheres VolurrefOQ pL pro Bestimmung) fur die Detektion
eingesetzt werden [Eriksson, 1998; Ma et al., 2086t den Vergleich wurde ein ,Melatonin direct
Radioimmunassay” fur die direkte quantitative Bestiung von Melatonin im Plasma oder Serum
verwendet, der auf dem Kennaway G280 Melatonini&mger basiert [Vaughan, 1993]. Der ,frisch

markierte* Tracer des Vergleichs-RIA hat viel nigére Totalcounts, namlich 14676 cpm gegentber
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dem ,Direkt-RIA" mit 66364 cpm. Aufgrund einer Hallertzeit von 60 Tagen hat der ,Direkt-RIA"
ferner eine wesentlich langere Haltbarkeit. Dien8&dkonzentrationen des Vergleichs-RIA sind
wesentlich niedriger und beginnen bei 1 pg/mL undem bei 81 pg/mL. Der weite Arbeitsbereich
von 12 bis 4000 pg/mL bietet dagegen einen grofRameV bei der Bestimmung von Melatonin in
Proben von unterschiedlichen Mauslinien, da die aWglinkonzentrationen extrem schwanken
konnen. Laut Angabe des Herstellers liegt die Naibgvenze des RIA bei 0,9 pg/mL. Diese
Sensitivitat kann aber nur durch das hohe Probemwh von 800 pl erreicht werden. Bei dem selbst
entwickelten RIA ist nur ein Probenvolumen von 5D potwendig - bei der Bestimmung von
Melatonin in Mausproben - ein grol3er Vorteil. Band Vergleichs-RIA missen die Proben im
Verhéltnis 1:16 verdinnt werden. Beide Darstellimgaes 24-h Profils von endogenem Melatonin
im Serum von den Kontroll-M&ausen zeigen niedrigg-Tiand hohe Nachtwerte. Die Bestimmung von
Melatonin mit Hilfe eines ELISA oder High perforn@nliquid chromatography (HPLC) ist aufgrund
der Verwendung eines hohen Probenvolumens oder deringen Sensitivitat der

Untersuchungsmethode nicht mdglich [Chegini etl&95; Conti und Maestroni, 1996].

Der ,Direkt-RIA* wurde fir die Bestimmung von Metaiin im Plasma bei unterschiedlichen
Mauslinien angewendet. Dazu wurden beispielhafteTges Stammes C3H, C57BL und WT sowie
.knockout“-Mause untersucht. Die analysierten Mef@tkonzentrationen liegen Uber der
Nachweisgrenze und im linearen Bereich der Stakdavd. Aufgrund der unterschiedlich hohen
Melatoninkonzentrationen wurde der Vorteil einesitere Arbeitsbereichs bestétigt. Anhand der
Ergebnisse kann man sehr gut erkennen, dass mit ,Démekt-RIA“ niedrige Tag- und hodhere
Nachtwerte bestimmt werden kdnnen, wobei die Meiat@mnzentrationen bei den C57BL-M&usen
im Vergleich zu den C3H-Mausen ca. um die Halfedriger sind. Die C3H-Mause sind Melatonin-
profizient, d.h. sie haben normal viel Melatonimhei die C57BL Melatonin-defizient sind, d.h. sie
haben kein oder weniger Melatonin [von Gall et 2002; Stehle et al., 2002]. Bei den ,knockout"-
Méausen wurden die unterschiedlichen Rezeptoren, M@#&r MT2 (MT1/2 nicht angegeben)
ausgeknockt [Miuhlbauer et al., 2009]. Bei beidenggkout*-Mausen als auch beim WT ist ein
diurnaler Rhythmus des Melatonins zu erkennen. Adldieses Ergebnisses wurde gezeigt, dass mit
dem ,Direkt-RIA“ unter der Verwendung einer spezifien Ausgleichsmatrix, Melatonin bei

unterschiedlichen Mauslinien bestimmt werden kann.

Zusammenfassend kénnen folgende Vorteile des ,DRéK" hervorgehoben werden: Einfache und
schnelle Durchfihrung des Assays, eine hothere Agsfdivitat des Tracers, ein weiter
Arbeitsbereich, hohe Spezifitat des Antikdrpersn @iedriges Probenvolumen und eine hohe
Sensitivitat. Tagesrhythmen von Melatonin und deckNveis erhdhter Melatoninwerte in der Nacht

bei unterschiedlichen Mauslinien sind gezeigt warde
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5. Zusammenfassung

Die bisherigen Methoden waren nicht oder sind im aufwandiger Weise fir die quantitative
Bestimmung von Melatonin bei verschiedenen Maustierdéz.B. ,knockout“-Mausen) geeignet. In
dieser Arbeit wurde die Entwicklung und Validierurgines RIA zur direkten quantitativen
Bestimmung von Gesamt-Melatonin im Mausserum undid@lasma bei verschiedenen Mauslinien
vorgestellt. Zunachst wurden einige Vorversucheldgefihrt. Ein hdufiges Problem bei der direkten
Bestimmung von Melatonin ist die unterschiedliches@mmensetzung zwischen verwendeten
Standards zur Probenmatrix. Dadurch werden die éfgsbnisse entscheidend beeinflusst und
gegebenenfalls verfalscht. Dieses Problem wird deit sogenannten Ausgleichsmatrix gelost. Die
Ausgleichsmatrix wird aus der gleichen Matrix hestgdit, in der sich auch der Analyt befindet. Mehr
als 90 % des endogenen Melatonins wird durch Adsorpnit Aktivkohle entfernt, wobei andere
Blutbestandteile durch diesen Prozess unbeeinighdiieiben. Die Melatonin-freie Flissigkeit wird
dann als Ausgleichsmatrix bei der Standardkurveveadet, um den Unterschied zur Probenmatrix
auszugleichen. Die mittlere Wiederfindungsrate bditausserum liegt bei 108,0 % bzw. beim
Mausplasma bei 99,3 %. Mit beiden Mausausgleichsrmesat konnte die Beeinflussung von
Messergebnissen aufgrund unterschiedlicher Zusasgtrmg zwischen Standards und Probenmatrix
verringert werden. AuBerdem ist mit der EinfUhruiger Maus-spezifischen Ausgleichsmatrix eine
Bestimmung von Melatonin in Mausproben auch ohrfvendige Extraktionsschritte mdglich. Zur
Gewinnung eines Antikorpers wurde 5-Methoxytryptamiit der Carbodiimidmethode kovalent an
BSA gebunden. Bei der Kopplung lasst man einentgubsten des Haptens mit einem Substituenten
des Carriers reagieren. Es wurden 5 Kaninchen enit nmunisierungskonjugat immunisiert und der
Antikérper mit dem héchsten Titer kam im Radioimroassay in einer Endverdiinnung von 1:5000
zum Einsatz. Die Spezifitdt des Antikorpers wunseRahmen der Validierung tberprift und ergab,
dass Melatonin eindeutig identifiziert werden kaifiiir den Nachweis von Gesamt-Melatonin in
Mausproben wurden das Verdauungsenzym Pepsin (B@33l) und die Fallungsreagenzien
Trichloressigsdure (TCA) sowie 5-Sulfosalicylsayaydrat fir die Abspaltung von Melatonin von
Serum- bzw. Plasmaproteinen als Probenvorbereitunggwendet. Mit den Fallungsreagenzien
wurde nur ein zufriedenstellendes Ergebnis erzieit,Pepsin dagegen eine sehr gute Wiederfindung
von 97,8 bzw. 99,6 % erreicht. Anhand dieses Engsba wurde die Beobachtung bestétigt, dass ca.
60 bis 70 % des Melatonins reversibel an Proteri®, Alboumin, gebunden ist. Es wurde aber auch
deutlich, dass mit Hilfe des Enzymschritts das geleme Melatonin freigesetzt und somit das
Gesamt-Melatonin in der Mausprobe bestimmt werdannk In dieser Arbeit ist eine{l]-
Markierung beschrieben, wobei 5-Methoxytryptamin ff]-Bolton-Hunter-Reagenz iodiert wurde.
Das Ergebnis zeigt, dass die Markierung des Traegnoduzierbar ist und dass der Tracer sowohl
innerhalb einer Charge, direkt nach Markierung, umach 105 Tagen, als auch zwischen
unterschiedlichen Markierungschargen zuverlassigelhisse bei der Melatoninbestimmung liefert.

Durch die anschlielende Validierung sollte gezeigid sichergestellt werden, dass das
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Analysenverfahren plausible, reproduzierbare unthssliche Resultate liefert. Fir den RIA gilt es,
folgende Validierungsparameter zu erfillen: TypesclStandardkurve und Arbeitsbereich,
Nachweisgrenze, Wiederfindungsrate, Linearitat, zBidn, Probenstabilitdt, Robustheit und
Spezifitat. Es konnte im Rahmen der Versuche uvitgtvendung des Assays gezeigt werden, dass
alle Validierungsparameter den Akzeptanzkriterietsjgrechen. Somit wurde nachgewiesen, dass der
RIA die gestellten Anforderungen erfiillt. Bei dentdrsuchung von Melatonin im Serum und Plasma
von Konroll-Mausen, konnten mit dem entwickeltenrght-RIA” niedrige Tag- und hohe Nachtwerte
detektiert werden. Die meisten in der Literatur deebenen RIA basieren auf einer
Probenvorbereitung durch unterschiedliche Extraktioethoden. Deswegen wurde der ,Direkt-RIA®
mit etablierten Extraktionsmethoden wie der Fligdigssig-Extraktion mit Methanol, Chloroform,
Dichlormethan und tert. Butylmethylether und derstphasenextraktion mit ;g (Octadecyl)
Extraktionssaulen verglichen. Es wurde eine guterdation zur Methanol-Extraktion festgestellt.
Bei der Festphasenextraktion zeigte die niedrig@¥eederfindungsrate, dass es zu einem
Analytenverlust kommt. AufRerdem war ein hohered@neolumen noétig. Im nachsten Schritt folgte
der Vergleich eines 24-h Profils von endogenem Mela im Mausserum. Analysiert wurde mit dem
.Direkt-RIA* und mit Methanol- bzw. G-Extraktion als Probenvorbereitung. Die Korrelation
zwischen ,Direkt-RIA" und Methanol-Extraktion iselr gut, die zugehdrige Regressionsgerade wird
beschrieben durch y = 1,1x — 0,%:R0,99, P < 0,001 bzw. durch y = 0,8x -0,080,99, P < 0,001
fur die GgExtraktion. Bei allen Methoden ist sehr gut zwisghniedrigen Tag- und hohen
Nachtwerten zu unterscheiden. Es ist festzuhaldass der ,Direkt-RIA* mit etablierten
Extraktionsmethoden, wie z.B. Methanol-Extraktiordu-estphasenextraktionen, konkurrieren kann.
Der entwickelte ,Direkt-RIA" wurde mit einem komneell erhaltlichen RIA vergleichen, indem mit
beiden Assays ein 24-h Profil von endogenem Melaton Serum von den Kontroll-Mausen erstellt
wurde. Beide Darstellungen des 24-h Profils zeigielrige Tag- und hohe Nachtwerte. Allerdings
konnten mit dem ,Direkt-RIA* durchschnittlich 3-fach6here Melatoninkonzentrationen detektiert
werden, verglichen mit den Werten, die mit dem \&otpskit ermittelt wurden. Die hoheren Werte
sind im Vergleich zu Literaturwerten plausibel urglgen einen deutlicheren Unterschied zwischen
Tag- und Nachtwerten. Aufgrund der Tatsache, dassed Test das gesamte Melatonin erfasst,
wurden im Vergleich zu anderen Testsystemen hoWsde gefunden. AufRerdem ist das niedrige
Probenvolumen von 50 pL pro Bestimmung ein entsigmeler Vorteil. Beispielhaft wurde Melatonin
bei vier unterschiedlichen Mauslinien bestimmt. Hiennte der ,Direkt-RIA" durch seine niedrige
Nachweisgrenze und weiten Arbeitsbereich Uberzeugdrbei allen Mauslinien konnte ein diurnaler
Rhythmus des Melatoninspiegels nachgewiesen wekdesuche, Melatonin im Serum und Plasma
bei verschiedenen Mauslinien mittels ELISA oder @Rtachzuweisen, scheiterten an dem Gebrauch
eines zu hohen Probenvolumens oder an der zu gerfdgnsitivitdt des Untersuchungsverfahrens.
Das Ziel, einen RIA fir die quantitative Bestimmuwmn Melatonin in unterschiedlichen Mauslinien

zu entwickeln und zu validieren, wurde erreicht.
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Thesen

Thesen

Die bisherigen chromatografischen, masserspetrischen oder immunologischen
Methoden zur Bestimmung von Melatoninkonzentratioime Mausproben haben Nachteile,
wie z.B. einen hohen apparativen Aufwand, aufwemdtgobenvorbereitungen bzw. einen

hohen Probeneinsatz und geringe Sensitivitat.

Eine groRe Anzahl von radioimmunologischentidden wurden verdéffentlicht. Die
bekannten Assays unterscheiden sich z.B. im Gebrdes Tracers,’fi]-Melatonin oder
[**]-Melatonin, bei der Herstellung des Immunisierskonjugats fir die

Antikdrpergewinnung, der Probenvorbereitung und Beimaktionsmethoden.

Durch die Herstellung einer spezifischen Masgleichsmatrix wurde die Beeinflussung
von Messergebnissen aufgrund unterschiedlicherrdommsetzung zwischen Standards und
Probenmatrix verringert. Ca. 90 % des endogenenatidighs wurde aus der Matrix
extrahiert. Mit der vorgestellten Methode ist esgiith, Melatonin in Mausproben, direkt
und ohne aufwendige Probenvorbereitungen und méneiProbenvolumen von nur 50 L,

Zu bestimmen.

Durch ein geeignetes Syntheseverfahren zustélking eines Immunisierungskonjugats
wurde ein spezifischer und sensitiver Antikérpegeye Melatonin gewonnen. Der Titer
wurde bei 1:5000 eingestellt. Die Uberpriifung deeugreaktion hat gezeigt, das Melatonin
ohne Verfalschung durch strukturdhnliche Substarzeasst und eindeutig identifiziert

werden kann.

Durch die Einfihrung eines Enzymschritts witas reversibel gebundene Melatonin von
Proteinen getrennt. Die einfache ProbenvorbereitoniigPepsin ermdglicht das Gesamt-
Melatonin in Mausproben zu bestimmen. Aufgrund detsache, dass dieser Test das
gesamte Melatonin erfasst, werden im Vergleich adegen Testsystemen hohere Werte

gefunden.

Die meisten bisher entwickelten RIA zur Bmstiung von Melatonin verwenderiH]-
Melatonin als Tracer. In dieser Arbeit erfolgte Markierung durch Einfiihrung eine$T]-
haltigen Substituenten in das Molekiil. 5-Methoxgtamin wurde mitf3]-Bolton-Hunter-
Reagenz iodiert. Die Markierung des Tracers istagdpzierbar und liefert zuverlassige

Ergebnisse bei der Melatoninbestimmung.
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Thesen

7.

10.

11.

Ebenso hatte die Validierung des ,Direkt-RIAtzeigt, dass das Analysenverfahren
plausible, reproduzierbare und verlassliche Resulta liefert. Folgende
Validierungsparameter wurden Gberprift: Typischen8ardkurve und Arbeitsbereich;
Nachweisgrenze; Wiederfindungsrate; LinearitatzRién; Probenstabilitat; Robustheit und
Spezifitat.

Die Akzeptanzkriterien wurden erfillt. Damit e nachgewiesen, dass der RIA geeignet

ist, Melatonin in Mausproben zu bestimmen.

Diurnale Rhythmen sind durch eine endogen@&anlange von ungefahr 24 h (20-28 h)
charakterisiert. Dabei treten in der Nacht hohe amdTag niedrige Melatoninwerte auf. Mit
dem entwickelten ,Direkt-RIA" ist es bei Kontroll-8isen gelungen, niedrige Melatonin-
konzentrationen den Tages- und hohe Melatoninkdretsnen den Nachtzeiten

zuzuordnen.

Die Direkt-Methode korreliert sehr gut zur thienol-Extraktion. Bei der

Festphasenextraktion zeigt die niedrigere Wiededingsrate, dass es zu einem
Analytenverlust kommt. Mit der Einfihrung einer Maspezifischen Ausgleichsmatrix und
des vorangestellten Enzymschritts ist eine Bestimgreon Melatonin in Mausproben auch

ohne aufwendige Extraktionsschritte méglich.

Bei einem Testvergleich zu einem kommerzadialtlichen RIA konnte der ,Direkt-RIA"
durch sein niedriges Probenvolumen und einfache clidiinrung Uberzeugen. Die
Darstellung eines 24-h Profils von endogenem Malatoim Mausserum und der
Unterschied zwischen niedrigen Tag- bzw. hohen Nestten ist mit dem ,Direkt-RIA*

deutlicher.

Mithilfe des entwickelten ,Direkt-RIA" istsegelungen, die Melatoninkonzentration bei vier
unterschiedlichen Mauslinien zu bestimmen. Die kietgen Werte lagen Uber der
Nachweisgrenze und im linearen Bereich der Stakdavd. Mit dem ,Direkt-RIA" ist es
mdglich, niedrige Tag- und hohe Nachtwerte zu sgfasund einen diurnalen Rhythmus des

Melatoninspiegels bei unterschiedlichen Mauslimanhzuweisen.
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