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1. Einleitung und Aufgabenstellung

Im Jahre 1925 gelang den Wissenschaftlern H. Sachs und A. Klopstock erstmals die
Produktion von Antik6rpern, die fihig waren, spezifisch mit Steroidmolekiilen zu
reagieren [1]. Sie immunisierten Kaninchen mit einer Mixtur aus Cholesterin und
porcinem Serum und erhielten Cholesterin-spezifische Antisera.

Erlanger et al. (1957) verfolgten diesen Ansatz weiter und koppelten niedermolekulare
Verbindungen (Haptene), die per se nicht imstande waren, eine Immunantwort im
Organismus auszulosen, an Trégerproteine und impften die entstandenen Hapten-
Profein—Konjugate Séugetieren ein [2]. Diese Entwicklung von Erlanger bedeutete den
Einstieg in eine neue Technologie, der Gewinnung von Antikérpern mit beliebig
wihlbarer antigener Spezifitat.

1975 wurde von Brooks [3] vorgeschlagen, die nach Erlangers Methode herstellbaren
Antikorper fur radioimmunologische Verfahren zum Nachweis von anabolen Steroiden in
der Dopinganalytik einzusetzen. Durch den hohen Prozentsatz sowohl falsch positiverv
wie auch falsch negativer Ergebnissse konnten sich diese Radioimmunoassay-Systeme
(RIA) nicht durchsetzen. Heute spielen in der Dopinganalytik Enzymimmunoassays
(EIA) eine Rolle fur den Nachweis von Peptidhormonen, wie Follikel stimulierendes
Hormon (FSH) [4], luteinisierendes Hormon (LH) [4] und humanes Chorion
Gonadotropin (hCG) [5]. Auch fir die Isolierung von rekombinantem humanem
Wachstumshormon (hGH, human Growth Hormone) [6] und Erythropoietin (Epo) [7]
konnten in Zukunft immunologische Verfahren eingesetzt werden. Methoden zur
Unterscheidung von endogenen und exogenen Peptidhormonen mit Hilfe von
Antikorpern sind in der Erforschung [8]. Im Bereich der Pferdeanalytik werden
kommerzielle Enzyme Linked Immuno Sorbent Assays (ELISA-Kits) als Screening-
Prozedur fiir synthetische Kortikosteroide eingesetzt [9].

Bei der Analyse von anabolen androgenen Steroidhormonen wird ausschlieBlich die
Gaschromatographie (GC) in Verbindung mit der Massenspektrometrie (MS) verwendet
[10,11]. Die Weiterentwicklung dieses Verfahrens fiihrte zu der hochauflosenden
Massenspektrometrie (HRMS, High Resolution Mass Spectrometry), die zum Nachweis
kleinster Substanzmengen geeignet ist, so dal die Einnahme verbotener Medikamente

sehr lange zurtickverfolgt werden kann [12].
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Ein Problem bei der GC/MS-Analyse biologischer Proben bildet die Koelution endogener
Substanzen, die wihrend des gaschromatographischen Prozesses nicht von der gesuchten
Substanz getrennt werden und gleichzeitig in den massenspezifischen Detektor gelangen.

Dadurch wird ein eindeutiger Nachweis der gesuchten Dopingsubstanz unméglich.

Zielsetzung

Im Rahmen der Probenvorbereitung sollen die zu analysierenden Substanzen angereichert
und Stérsubstanzen entfernt werden. |

Ziel ist es, einen Extrakt zu erhalten, der frei von Interferenzen ist und die gesuchten
Substanzen in detektierbaren Mengen enthélt.

Mit Hilfe der Immunoaffinitdtschromatographie (IAC) [13,14], bei der ebenfalls auf die
Antigen-Antikorper-Wechselwirkung zuriickgegriffen wird, ergibt sich die Moglichkeit,
Substanzen im Spurenbereich (pg - ng) aus komplexen biologischen Medien zu isolieren
und aufzukonzentrieren. Dabei wird die Spezifitit und Selektivitit ausgenutzt, mit der
die an einer Festphase gebundenen Antikorper exakt definierte Molekiilstrukturen
(Epitope) erkennen und reversibel binden [15]. Die gesuchte Substanz kann so von
storenden Einfliissen aus der Biomatrix separiert werden.

Durch den Einsatz der GC-HRMS-Technologie in Verbindung mit der IAC (IAC-
GC/HRMS) ist zu erwarten, daf3 die Einnahme anaboler Steroide linger zuriickverfolgt
werden kann als bei herkommlichen Aufarbeitungsverfahren mit unspezifischen
Extraktionsverfahren. |

In der vorliegenden Arbeit soll die Anwendung der JAC als Reinigungsschritt fiir anabole
Steroide verbessert werden. Die Zielsetzungen lassen sich in zwei Schwerpunkte

gliedern.

. Produktion spezifischer Antikorper tiber die Synthese von Steroid-Protein-
Konjugaten und Herstellung von TAC-Saulen zur Isolierung sowie Reinigung von
Langzeitmetaboliten der am héufigsten mi3brauchten Anabolika.

. Charakterisierung der Séulen und Beurteilung der routineméfBigen
Anwendbarkeit. |

Hierbei soll anhand von realen Proben die Validitit der IAC-GC/HRMS-Methode im

Vergleich zum herkémmlichen Aufreinigungsverfahren fiir anabole Substanzen ohne

IAC-Prozedur [10,11] beurteilt werden.
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2. Theoretischer Teil

2.1. Theorie der Immunoaffinititschromatographie (IAC) [16]

Bei den heute zur Verfligung stehenden modernen Methoden der instrumentellen
Analytik, wie z.B. der GC/HRMS, kommt der Probenaufarbeitung eine wichtige Rolle
zu. Die Nachweisgrenze einer Analyse wird nicht nur durch die instrumentellen
Parameter bestimmt, sondern mit steigender Empfindlichkeit des MeBgerites durch die
Reinigungsgiite des Analyten [17].

Mit Hilfe von Extraktionsmitteln wird versucht, den Analyt von Stoérsubstanzen zu
befreien. Hierbei kommen sowohl Fliissig- wie auch Festphasenextraktionssysteme (SPE
= Solid Phase Extraction) zum Einsatz [10,11,18]. Die Leistungsfahigkeit von
Extraktionen ist aber begrenzt, da Substanzen nicht aufgrund ihrer chemischen
Strukturmerkmale, sondern aufgrund ihrer Losungseigenschaften zum Extraktionsmittel
getrennt werden. Eine Weiterentwicklung der Festphasenextraktion ist die Technik der
Affinitdtschromatographie, die zuerst von Cuatrecasas (1968) angewandt wurde [19].
Das Prinzip affinitidtschromatographischer Verfahren beruht auf der nicht kovalenten
Wechselwirkung zweier Reaktionspartner, bei denen der eine als Ligand an die stationére
Phase gebunden wird. Der zweite Reaktionspartner ist die Analysensubstanz, die sich
komplementar zur Struktur des Liganden verhalten mul3, um den spezifischen Ligand-
Analyt-Komplex zu bilden. Weitergehende Betrachtungen zur Affinitatschromatographie
finden sich in [20,21].

Ein Spezialfall der Affinitdtschromatographie ist die Immunoaffinititschromatographie
(IAC), bei der Antikérpermolekiile auf einer Festphase immobilisiert werden [14,22]. Ihr
Einsatz hat ursprunglich in der klinischen Chemie begonnen, um Makromolekiile aus
biologischen Proben zu separieren und zu charakterisieren [23]. Heute gewinnt die IAC
an Bedeutung, wenn Substanzen in komplexen Gemischen vorliegen. Bei ihrer Isolierung
bleibt die biologische Aktivitdt der Substanz erhalten [24]. Diese Eigenschaft hat den
Einsatz der IAC-Methode auch fur praparative Fragestellungen vorangetrieben [25,26].
In der Biotechnologie werden viele Produkte aus Zellkulturiiberstinden mittels

immunoaffinitatschromatographischer Verfahren aufkonzentriert und gereinigt [27].
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In der vorliegenden Arbeit wird die Methode der IAC als ein Probenaufarbeitungsschritt
zur Extraktion anaboler Steroide aus Urin eingesetzt. Danach folgte die Analyse der

Steroide, bei der die Gaschromatographie in Verbindung mit der HRMS verwendet
wurde (Abb. 2.1).

Probe

IAC-
Extraktion

peBEiBEEE!
B

i
L, GC/HRMS- _ 4

Messung

Abb. 2.1 Schematische Darstellung der Probenbehandlung bei der IAC-GC/HRMS-
Methode

Grundlage der Immunoaffinititschromatographie ist die reversible Reaktion:
Ak + Ag <> AkAg,

Nach Phillips [28] bilden die folgenden Wechselwirkungen die Basis fur die Entstehung
des Antikorper-Antigen-Komplexes (AkAg):

1. Ionische Wechselwirkung
2. Wasserstoff-Bricken-Bindung
3. Hydrophobe Wechselwirkung

4. Van der Waals-Krifte

4 2.1 Theorie der Immunoaffinitdtschromatographie



Die Anniherung von Antikorper (Ak) und komplementdrem Antigen (Ag) ist mit der
Enzym-Substrat-Paarung vergleichbar. Antikorper besitzen jedoch an ihren Antigen-
bindenden Fragmenten (F,,) eine weitaus grofere Strukturvariabilitit und dadurch eine

hohere ,,Substratspezifitdt®.

Arevalo et al. [29] gelang mittels kristallographischer Strukturaufkldrung die molekulare
Anniherung einer Progesteron-Antikdrper-Komplexbildung dreidimensional darzu-

stellen.

Nur das Molekiil, das sich exakt in die dreidimensionale Struktur der Bindungstasche
einfiigt, wird auch erkannt und gebunden [15]. Leichte Strukturanderungen bewirken
groBe Unterschiede in der Bindungsstirke oder sogar die Dissoziation zwischen Antigen
und Antikorper. Diese Eigenschaft wird in der Immunoaffinitatschromatographie
ausgenutzt:

Das Probenmaterial wird mit den Festphasen-Antikorpern in Kontakt gebracht unter
Bedingungen, die die Annidherung des Antigens in die Bindungsstelle unterstiitzen. Durch
Anderung der 4ufBleren Bedingungen (Variation des pH-Wertes, Anderung der Polaritit
durch Salz- oder apolare Losungsmittelgradienten, Einsatz von denaturierenden
Eluenten, wie Detergentien oder Verwendung von chaotropen Salzen, Erhohung der
Temperatur) kommt es zur Konformationsianderung in der 3-D-Struktur der Antikérper
und dadurch zu einer VergroBerung des Abstandes zwischen Antigen und Antikorper
[30,31]. Dabei konnen sich die intermolekularen Wechselwirkungen so weit verringern,

daf} die gebundene Substanz aus der Bindungsstelle freigesetzt wird.
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Abb. 2.2 Schematische Darstellung der Anndherung von Antigen und Antikorper.
A: Gute Ubereinstimmung in der dreidimensionalen Konformation
— starke Bindung.
B: Schlechte Ubereinstimmung in der dreidimensionalen Konformation

— schwache Bindung.

Die Dissoziation von Steroid-Antikérper-Komplexen wird erreicht durch eine Erhéhung
des organischen Losungsmittelanteils im Elutionssolvens [32]. Eine Auswahl einiger
Losungsmittel in unterschiedlichen Konzentrationen und deren Wirkung auf das
Bindungsverhalten von Testosteron gegeniiber Antikorpern wurde von G. Giraudi und
C. Baggiani untersucht [31]. Sie kamen zu dem Ergebnis, daB alle getesteten
Wasser/Losungsmittelgemische - Methanol (MeOH), Ethanol (EtOH), 1-Propanol, 2-
Propanol, t-Butanol, Ethylenglykol, 2-Methoxyethanol, 2-Butoxyethanol, Dioxan - mit
steigendem Losungsmittelanteil eine progressive Inhibition der Steroid-Antikérper-
Wechselwirkung verursachen. |

Die Kurven in Abb. 2.3 geben den Einfluf} der Konzentration einiger Losungsmittel auf
das Dissoziationsverhalten von Antikdrper und Antigen wieder. Einige Losungsmittel
(MeOH, t-Butanol) bewirken bei geringer Konzentration noch keine Dissoziation von

Antikorper und komplementiarem Antigen.
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Dieser in der Kurve als Anfangsplateau zu erkennende Konzentrationsbereich kann fiir
Spiilschritte ausgenutzt werden, um schwach gebundene unspezifische Substanzen, z.B.
endogene Steroide, zu denen der Antikorper eine gewisse Bindungsaffinitat aufweist,
von der Siule zu spiilen, wihrend das spezifische Antigen erst bei hoheren

Losungsmittelkonzentrationen von der Saule eluiert.
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Abb. 2.3 Verhalten der Antikorper-Testosteron-Wechselwirkung bei Inkubation mit
einigen Losungsmitteln unterschiedlicher Konzentration. MeOH (@),
t-Butanol (¢ ), EtOH (), 2-Propanol (¥), 1-Propanol (A). Entnommen aus
311

Abweichend von diesem Verhalten zeigten Tetrahydrofuran (THF) und Acetonitril bei
niedriger Konzentration einen Anstieg der relativen Bindung gefolgt von dem
progressiven Verlauf der Inhibierung. Eine bestimmte Konzentration an organischem
Lbsungsnﬁttel kann die Wechselwirkung zwischen Antigen und Antikérper positiv
beeinflussen [31]. Durch Anlagerung der unpolaren Losungsmittel an die hydrophoben

Regionen des Steroids wird ein Teil der Wassermolekiile aus der Hydrathiille des

Steroids verdringt.

2.1 Theorie der Immunoaffinitdtschromatographie 7



