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1 English Abstract

Human endogenous growth hormone is produced in the pituitary and is one of the most
important growth-promoting factors in the human body. Besides, it has several important
metabolic functions such as lipolysis, protein anabolism, regulation of bone metabolism and
has influence on the immune system and mineral balance. Due to those endocrinological
properties and mainly the improvement of the muscle-to-fat ratio, growth hormone is used as
performance enhancing agent by athletes, and the use is prohibited by the World Anti-Doping
Agency (WADA).

Endogenous human growth hormone consists of several variants and isoforms with a 22 kDa-
variant being the main growth hormone isoform. Beside that, a splice variant as well as e.g.
phosphorylated or deamidated variants and fragments or polymers were detected. The
22 kDa-isoform accounts for about 90% of total growth hormone in the body and is identical
to the homogenous recombinant growth hormone. Therefore, a test method needs to detect
and evaluate low concentrated endogenous variants that are not present in the recombinant
protein. The presented work was carried out to develop a method to detect recombinant
human growth hormone from plasma samples by immunoaffinity purification, two-
dimensional gel electrophoresis and immunoblotting. Additionally, the detected endogenous
variants were identified by high resolution/high accuracy mass spectrometry.

The method uses a polyclonal anti-growth hormone antibody and a secondary antibody,
which is coupled to magnetic beads to isolate growth hormone from 1 mL of plasma.
Additionally, an internal standard (placental lactogen) is added prior to the immunoaffinity
purification. After 2D-electrophoresis proteins are visualized by immunoblotting and
chemiluminescent detection. The whole procedure takes 2.5 days and allows the simultaneous
preparation of six samples. The method was validated regarding the analytical parameters
specificity, linearity, limit of detection (0.3 ng/ml), precision (14%) and recovery (30%). The
influence of an exercise-induced growth hormone release was tested and found not to affect
the analysis by discriminating isoforms. To prove the performance of the method to
differentiate endogenous from recombinant growth hormone, a reference population was
tested and discrimination limits in the form of normalized spot volumes of the main 22 kDa
spot on the membrane were determined. Samples with a normalized spot volume of > 0.52 of
the main spot (and therefore the main growth hormone variant) need to show at least one
additional growth hormone variant on the blot. If not, it is evaluated as containing

recombinant growth hormone. Plasma samples from patients with growth hormone deficiency
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or idiopathic short stature that need to inject recombinant growth hormone were clearly
positive and fulfilled the criteria defined from the reference group data. The test is a valuable
complementation to the analysis currently used and should be implemented as confirmation
test.

The mass spectrometric characterization of growth hormone was focused on the four
endogenous spots that are detected by the doping control method. Those were identified as 1)
the 22 kDa main isoform, 2) a 20 kDa splice variant, 3) a phosphorylated variant with
modifications at Ser 106 or Ser 150 and 4) a glycosylated variant being glycosylated
presumably at threonine 60. The glycosylation is a mucin-type O-glycosylation and was
identified to consist of a hexose (Hex), a N-acetylated hexosamine (HexNAc) and two sialic
acid residues (NeuAc). Additionally, fragments of 9 and 12 kDa as well as different oxidation
products were identified.

The characterization of variants that are detected by an immunological method is essential to
enable the evaluation of results and atypical findings. Furthermore, the characterization of
new isoforms, as for example the glycosylation, can clarify functions of growth hormone, and
endocrinolgical studies may follow to identify further functions or metabolic pathways.
Therefore the conducted studies are important for anti-doping research as well as for

endocrinologists and clinical applications.
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2 Zusammenfassung

Humanes endogenes Wachstumshormon wird in der Hypophyse produziert und ist einer der
wichtigsten Wachstumsregulatoren im menschlichen Kdorper. AuBlerdem hat Wachstums-
hormon eine Fiille metabolischer Funktionen wie Fettabbau und Muskelaufbau und hat
Einfluss auf den Knochen- sowie Mineralstofthaushalt. Besonders aufgrund der endokrino-
logischen Wirkungen auf Lipolyse und Proteinanabolismus wird Wachstumshormon im Sport
zur Leistungssteigerung eingesetzt, und dessen Verwendung ist von der Welt Anti-Doping
Agentur (WADA) verboten.

Endogenes Wachstumshormon ist ein heterogenes Protein und besteht aus vielen Varianten
und Fragmenten. Die Hauptform, die etwa 90% des Wachstumshormons im Korper ausmacht,
ist 22 kDa gro3 und entspricht dem rekombinanten Wachstumshormon. Andere bereits
identifizierte Formen sind eine 20 kDa Splice-Variante, phosphorylierte und deamidierte
Formen und Fragmente sowie Polymere. Eine Testmethode zur Detektion rekombinanten
Wachstumshormons muss daher die niederkonzentrierten, fiir endogenes Wachstumshormon
spezifischen Formen detektieren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde -eine
Dopingkontrollmethode entwickelt, die Wachstumshomon aus humanem Plasma durch
Immunoaffinititsaufreinigung, 2D-Elektrophorese und Immunoblot detektiert und die
Unterscheidung von endogenem und rekombinantem Wachstumshormon ermdoglicht. Des
Weiteren wurden die in der Methode detektierten endogenen Formen mittels
hochauflosender/hochakkurater Massenspektrometrie identifiziert.

Die Immunoaffinititsaufreinigung dient zur Isolation des Wachstumshormons und des
zugegebenen internen Standards (plazentares Laktogen) mittels eines polyklonalen anti-
Wachstumshormon-Antikdrpers und, an einen sekunddren Antikdrper gekoppelten,
magnetischen Beads. Nach Auftrennung mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese werden
die Proteine mittels Immunoblot und Chemilumineszenzreaktion visualisiert.

Die Prozedur detektiert bis zu vier endogene Wachstumshormonvarianten, erlaubt die
Analyse von sechs Proben in einer Aufarbeitung und nimmt 2 ’2 Tage in Anspruch. Die
Methode wurde unter Berlicksichtigung der analytischen Parameter Spezifitit, Linearitt,
Nachweisgrenze (0,3 ng/ml), Prézision (14%) und Wiederfindung (30%) validiert. Der
Einfluss einer belastungsinduzierten Wachstumshormonausschiittung auf die Detektion
unterschiedlicher Varianten wurde mittels eines Belastungstests gepriift und ergab keine
Diskriminierung endogener Formen. Um Grenzwerte fiir die Pridsenz rekombinanten
Wachstumshormons in einer Probe festlegen zu kdnnen wurden Proben einer Referenzgruppe

gesunder Probanden sowie Proben von Patienten gemessen, die rekombinantes
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Wachstumshormon applizieren. Aus der Referenzpopulation wurde ein Unterscheidungslimit
von 0,52 fiir das auf den internen Standard normierte Spotvolumen der 22 kDa-Hauptform
errechnet. Proben mit einem normierten Spotvolumen der 22 kDa-Hauptform > 0,52 miissen,
wenn sie endogenes Wachstumshormon enthalten, mindestens eine weitere Form (die 20 kDa
Splice-Variante) zeigen. Ist dies nicht der Fall, wird die Schlussfolgerung gezogen, dass die
Probe rekombinantes Wachstumshormon enthélt. Die Werte der analysierten Patientenproben
lagen weit iiber dem Unterscheidungslimit und konnten eindeutig als Proben identifiziert
werden, die rekombinantes Wachstumshormon enthalten. Der entwickelte Test ist damit eine
wertvolle Erginzung und sollte als Bestitigungsmethode zu dem bisher verwendeten
Immunoassay eingesetzt werden.

Die massenspektrometrische Identifizierung konzentrierte sich auf die vier endogenen Spots,
die in der Dopingkontrollmethode detektiert werden. Diese wurden identifiziert als 1) 22 kDa-
Hauptform, 2) 20 kDa Splice-Variante, 3) phosphorylierte Form mit Modifikationen an Serin
106 und 150 und 4) einer glykosylierten Form, die vermutlich an Threonin 60 modifiziert ist.
Die Glykosylierung ist eine O-Glykosylierung vom Mucin-Typ und die Strukur wurde als
Verkniipfung einer Hexose (Hex) mit einem N-acetylierten Hexosamin (HexNac) und zwei
Sialinsduren (NeuAc) identifiziert. Zusétzlich wurden Fragmente mit 9 und 12 kDa sowie
unterschiedliche oxidierte Formen detektiert.

Die massenspektrometrische Charakterisierung von Varianten und Isoformen, die in einer auf
immunologischen Techniken beruhenden Methode detektiert werden, ist entscheidend, um
Ergebnisse bewerten und ungewohnliche Werte besser einordnen zu konnen. Des Weiteren
kann die Identifizierung neuer Varianten eines Proteins zur Aufkldrung von Funktionen und
Signalwegen beitragen. Damit sind die hier vorgestellten Ergebnisse sowohl fiir die

Dopinganalytik als auch fiir die Endokrinologie sehr bedeutsam.
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3 Einleitung

Wachstumshormon (GH) wird therapeutisch zur Behandlung von Kleinwuchs oder
Wachstumshormonmangel im Erwachsenenalter eingesetzt. Neben der Verwendung in der
Medizin wird es seit vielen Jahren zur Leistungssteigerung im Breiten- und Leistungssport
missbraucht. Erste Beschreibungen stammen aus den frithen 1980er Jahren [1]. Seit Ende der
80er Jahre ist rekombinantes Wachstumshormon verfiigbar, welches den Einsatz des
Wachstumshormons aus Hypophysen von Leichen aufgrund der Infektionsgefahr z.B. mit der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit schnell groBteils ersetzte [2,3]. Die Wirkungen des
Wachstumshormons, die es fiir Athleten interessant macht, sind vielfdltig, obwohl viele
physiologische Wirkungen im gesunden Menschen umstritten sind. Die wesentlichen Effekte,
die von Sportlern oder ihren Betreuern beschrieben werden, sind Muskelaufbau und
Fettabbau. Es wird aber auch iiber verbesserte Ausdauerkapazitit und schnellere Regeneration
berichtet. Im Sport sind Wachstumshormon und andere Peptidhormone wie Insulin oder
Erythropoietin seit 1989 verboten [4]. Die Entwicklung leistungsfiahiger Nachweisverfahren
fiir Wachstumshormon lieferte bis heute zwei unterschiedliche Ansdtze. Der derzeit
verwendete Test basiert auf der Heterogenitit endogenen Wachstumshormons. Das in der
Hypophyse synthetisierte Wachstumshormon ist in seiner Hauptform dem rekombinanten
Protein identisch. Weitere endogene Formen wie eine 20 kDa Splice-Variante und Varianten,
die posttranslational modifiziert wurden sowie Dimere oder Fragmente, zirkulieren im
menschlichen Korper [5], werden aber in dem homogenen, rekombinanten, 22 kDa groB3en
Hormon nicht detektiert. Durch negative Riickkopplung wird bei Applikation rekombinanten
GHs die endogene Freisetzung unterdriickt und das Verhiltnis der 22 kDa-Hauptform zu
anderen endogenen Varianten verdndert, wodurch ein Dopingvergehen detektiert werden
kann. Der Test basiert auf zwei Immunoassays mit unterschiedlichen Antikdrpern: Der eine
bindet ausschlieflich an die 22 kDa-Hauptform und damit auch das rekombinante GH, der
Antikorper des zweiten Assays bindet vorwiegend an alle anderen endogenen Formen. Der
Quotient der beiden Messungen wird zur Bewertung der Proben herangezogen. Der zweite
Testansatz basiert auf indirekten Parametern aus dem IGF-I-Stoffwechsel und
Knochenumsatzmarkern. Dieser Test ist noch in der Entwicklung und die Verwendung
indirekter Tests bedarf einer sehr ausfiihrlichen Priifung moglicher Einflussparameter [6-9].

In dieser Arbeit wird die massenspektrometrische Charakterisierung unterschiedlicher
endogener Wachstumshormonvarianten sowie die Entwicklung einer Dopingkontrollmethode
zum Nachweis rekombinanten Wachstumshormons in humanem Plasma vorgestellt. Die

Dopingkontrollmethode ist wie der derzeit verwendete Assay ein direkter Nachweis. Im
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Unterschied zu diesem Test sollen in der hier dargestellten Methode diskrete
Wachstumshormonformen  detektiert werden. Das  Wachstumshormon soll iiber
Immunoaffinititsaufreinigung aus dem Plasma isoliert, die unterschiedlichen endogenen
Formen mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese nach ihrem isoelektrischen Punkt und
dem Molekulargewicht aufgetrennt und anschlieBend mittels Immunfarbung detektiert
werden. Im Anschluss an die Entwicklung der Methode soll diese nach analytischen
Parametern validiert und Kriterien zur Bewertung verdichtiger Proben vorgeschlagen werden.
Die massenspektrometrische Charakterisierung konzentriert sich auf die in dieser Methode
detektierten Varianten. Dies ist entscheidend fiir die Bewertung der Resultate und die
Einordnung ungewohnlicher Proben. Des Weiteren kann eine moglichst detaillierte
Charakterisierung von Modifikationen endokrinologische Funktionen aufdecken oder erkléren

und ist damit auch fiir klinische Bereiche von grof8er Bedeutung.
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4 Literaturbesprechung

4.1 Wachstumshormon (GH)
4.1.1 Geschichte

Die Geschichte des Wachstumshormons (GH) selbst beginnt in den 1920er Jahren. Die ersten
Beobachtungen und Dokumentationen zu den wachstumsfordernden Eigenschaften der
Hypophyse (Hirnanhangdriise), in welcher das Wachstumshormon produziert wird, stammen
aus den ersten Jahren des 20. Jahrhunderts. Bereits 1909 fiihrte Harvey Cushing eine partielle
Hypophysektomie an einem Akromegalie-Patienten durch, der weitere 21 Jahre lebte und
dessen Symptome innerhalb von Monaten deutlich zuriickgingen [10]. Der Begriff der
Akromegalie und die Beschreibung der Symptome stammt von Pierre Marie 1885 [11]. Im
Jahre 1921 wurde das Wachstumshormon entdeckt [11] und im Laufe der nichsten Jahre eine
Reihe von Versuchen an Ratten und Hunden durchgefiihrt. Es wurde starkes Wachstum
beobachtet, nachdem Ratten Hypophysenextrakt (vom Rind) injiziert wurde [12] wihrend
wenige Jahre spiter nach Hypophysektomie verlangsamtes Wachstum festgestellt wurde,
welches durch Injektion von Hypophysenextrakt ausgeglichen werden konnte [13]. In den
1940er Jahren gelang es Li und Evans Wachstumshormon aus einer Rinderhypophyse zu
isolieren [14], wobei auch schon frither unterschiedliche Extraktionsmethoden getestet
wurden [11]. Im Jahre 1969 machten sie den ersten Vorschlag der Aminosduresequenz, der
aber in den Folgejahren noch zweimal korrigiert werden musste. Die erste Behandlung eines
Kleinwiichsigen mit aus Leichen isoliertem, humanem Wachstumshormon, wurde 1958
beschrieben [15] und 1985 die Infektion mit der Creutzfeld-Jakob Krankheit mit der
Administration von Leichenwachstumshormon in Verbindung gebracht [3]. Daraufthin wurde
die Medikation mit humanem, endogenem Wachstumshormon weitestgehend eingestellt und
die Verwendung des im gleichen Jahr verfiigbaren rekombinanten Wachstumshormons aus
E.coli-Zellen bevorzugt [2]. Rekombinantes Wachstumshormon wird auch heute zur
Behandlung von Klein- und Zwergwuchs, sowie Wachstumshormonmangel im
Erwachsenenalter verwendet. Weitere mogliche Einsatzgebiete die untersucht werden sind
Krankheiten, die zu katabolen Zustdnden fiihren, wie beispielsweise AIDS (Acquired Immune
Deficiency Syndrome), Sepsis, Verbrennungen oder groBle Operationen, hdufig auch im
Zusammenhang mit Krebserkrankungen. Auch wenn Studien den erhofften Ausgleich der
negativen Stickstoftbilanz und des Proteinkatabolismus belegen, wurde der Behandlung auch

eine erhohte Sterblichkeit von Schwerkranken, mit GH behandelten Patienten nachgewiesen,
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so dass der Einsatz in diesen Gebieten noch detaillierter erforscht werden muss, bevor eine

Anwendung in der Medizin denkbar ist [16-19].

4.1.2 Der Wachstumshormon Genlocus und Prolaktin

Der Wachstumshormon/Laktogen-Gencluster ist auf dem langen Arm des Chromosom 17
(17q 22-24) lokalisiert und enthélt 5 Gene. Zwei Gene, hGH-N und hGH-V, codieren fiir zwei
Wachstumshormon-Formen, welche sich in 7% der Aminosduren unterscheiden. Die daraus
entstehenden Proteine werden ebenso als hGH-N (normal) und hGH-V (variant) bezeichnet,
wobei hGH-N in der Hypophyse exprimiert wird, wihrend hGH-V das plazentare
Wachstumshormon ist. Die drei weiteren Gene codieren fiir drei Laktogenformen, die
ebenfalls in fetalen synzytiotrophoblastischen Zellen der Plazenta exprimiert werden [20].
Eines der plazentaren Laktogene (Chorionic somatomammotropin hormone [) wird im
Rahmen dieser Arbeit als interner Standard verwendet. Das hGH-N Gen enthilt 5 Exons und
vier Introns [21,22].

Ein weiteres sequenzihnliches und evolutiondr mit dem GH verwandtes Protein ist Prolaktin.
Das Gen des Prolaktins liegt beim Menschen auf Chromosom 6. Prolaktin wird wie
Wachstumshormon in der Hypophyse produziert und ist fiir das Wachstum der Brustdriise
wihrend der Schwangerschaft und fiir die Milchsekretion wéhrend der Stillzeit
verantwortlich. Damit héngt es funktionell mit hGH-V und Laktogen zusammen, die ebenso
fiir die Entwicklung des Embryos zustindig sind. Humanes Prolaktin und humanes
hypophysédres Wachstumshormon haben eine Sequenzhomologie von etwa 60 % und

unterscheiden sich in der Linge der Aminosduresequenz [23].

4.1.3 Biochemie

Endogenes humanes Wachstumshormon (hGH) ist in seiner aktiven Hauptform ein 22 kDa
(MW (monoisotopisch): 22111,0409 Da, MW (mittleres): 22125,0597 Da) groB3es Protein mit
191 Aminosduren, vier Cysteinresten, zwei Disulfidbriicken (Cys 53-Cys 165, Cys 182-
Cys 189) und einem isoelektrischen Punkt von 5,27. Es wird als Vorlauferprotein mit 217
Aminosduren von dem Gen hGH-N abgelesen und das Signalpeptid cotranslational

abgespalten [5]. Die Aminosduresequenz des aktiven Proteins ist in Abb. 1 aufgelistet.
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1 11 21 31 41

FPTIPLSRLF DNAMLRAHRL HQLAFDTYQE FEEAYIPKEQ KYSFLQNPQT
51 61 71 81 91

SLCFSESIPT PSNREETQQK  SNLELLRISL  LLIQSWLEPV QFLRSVFANS
101 111 121 131 141
LVYGASDSNV  YDLLKDLEEG IQTLMGRLED GSPRTGQIFK QTYSKFDTNS
151 161 171 181 191

HNDDALLKNY GLLYCFRKDM DKVETFLRIV ~ QCRSVEGSCG F

Abb. 1  Aminosduresequenz von hGH.

Neben der 22 kDa-Hauptform (~90 %) existiert eine Vielzahl von Isoformen und Varianten,
die sowohl auf Transkriptionsebene als auch posttranslational gebildet werden. Alternatives
Splicen von Exon 3 resultiert im Wesentlichen in einer 20 kDa-Variante (5-10%), der im
Vergleich zu der 22 kDa-Form die Aminoséduren 32-46 fehlen [22,24,25], was auch zu einem
etwas basischeren pl von 5,33 fiihrt. AuBerdem wurden 17,0 und 17,8 kDa grofle
Splicevarianten nachgewiesen, diese existieren jedoch nur zu einem sehr kleinen Anteil [26].
Posttranslational konnten Phosphorylierungen an den Serinresten 51, 106 und 150 [27-29]
massenspektrometrisch identifiziert werden und Glykosylierungen wurden nach chemischer
oder enzymatischer Deglykosylierung und Natrium Dodecyl Sulfat-Polyacrylamid
Gelelektrophoerese (SDS-PAGE) in 12, 24, und 34 kDa-Formen postuliert [30-32]. Die
Glykosylierungen der 12 kDa- und 34 kDa-Formen konnten durch Behandlung mit N-
Glykosidase gespalten werden. Daraus wurde geschlossen, dass diese Formen von einem
anderen Gen stammen, da es in der Aminosduresequenz des hGH-N Transkripts kein
Sequenz-Motiv (Asn-Xxx-Ser/Thr) fiir eine N-Glykosylierung gibt [30,32]. Des Weiteren
wurden Deamidierungen [27], Acylierung des N-Terminus und Fragmente mit 5 und 17 kDa,
sowie 6 und 16 kDa [33,34] nachgewiesen. Die 6- und 16 kDa-Fragmente wurden als Artefakt
aus der Extraktion der Hypophysen und der Lagerung der Extrakte beschrieben [26]. Nicht-
kovalente Dimere konnten zwischen 22 kDa- oder 20 kDa-Molekiilen, sowie als Kombination
der beiden nachgewiesen werden und kovalente Dimere bestehend 22 kDa-Formen, sowie aus
22 kDa-20 kDa-Varianten wurden detektiert [5,35]. Es wurden Disulfidbriickendimere
beschrieben, die besonders stabil sind und unter gewdhnlichen reduzierenden Bediungungen
nicht gespalten werden [36,37]. Des Weiteren wurden unterschiedliche polymere Formen

registriert (Abb. 2).
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hGH-N Gen

lTranskription

22 kDa GH

17,8 kDa GH

20 kDa GH || 470 kpa GH

l Posttranslational

Phosphorylierungen:
Serine 50

Serine 106

Serine 150

Glykosylierungen

12 kDa (N-Glc, nicht von hGH-N)
34 kDa (N-Glc, nicht von hGH-N)
24 kDa (nicht N-Glc)

Deamidierungen
Glutamin 137
Asparagin 152

Fragmente

17 kDa Acetylierung
5 kDa N-Terminus
16 kDa

6 kDa

Kovalente Dimere
22 kDa-22 kDa
22 kDa-20 kDa

Nicht-kovalente Dimere
22 kDa-22 kDa
20 kDa-20 kDa
22 kDa-20 kDa

Polymere

Abb. 2 Modifikationen von endogenem, humanem Wachstumshormon.

Weitere interindividuelle Variation endogenen Wachstumshormons entsteht durch zwei

unterschiedliche Bindungsproteine, deren Affinitét fiir die verschiedenen Formen variiert und

damit die Zirkulationszeiten beeinflusst. So hat beispielsweise die 20 kDa-Splicevariante eine

hohere Affinitdt und damit langere Zirkulationszeit, als die unmodifizierte 22 kDa-Form [5].

Einigen der endogenen Formen wurden von der 22 kDa-Form abweichende oder sogar

antagonistische Wirkungen zugesprochen, andere Formen konnten bisher nicht erklart

werden. Die Wirkungen unteschiedlicher GH-Varianten werden in 4.1.5.2 beschrieben.

4.1.4 Raumliche Struktur

Die dreidimensionale Struktur von Wachstumshormon ist in Abb. 3 gezeigt und besteht aus 4

Helices im Bereich der Aminosauren 7-34, 75-87, 106-127 und 152-183 [38]. Durch die vier

Cysteinreste und zwei Disulfid-Briicken entstehen ein grofer und ein kleiner Loop, die fiir

Wachstumshormon aller Vertrebraten charakteristisch sind (Abb. 3, rechts).
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H,N

==

Abb. 3 Struktur von Wachstumshormon [39], links: 3D-Struktur, rechts: 2 Loops durch Disulfid-

COOH

briicken.

Wachstumshormon hat zwei Rezeptorbindungsregionen. Die erste Bindungsstelle liegt in
Helix 4 und dem Loop mit den Aminosduren 54-74. An der Bindung des zweiten Rezeptors
sind die Helices 1 und 3 beteiligt, von denen besonders die Aminosiurereste Asn-12, Arg-16
und Arg-19 mit der Rezeptorbindung in Verbindung gebracht wurden. Wachstumshormon
besitzt eine Metallbindungsstelle mit hoher Affinitit fiir divalente Metallionen (z.B. Zink).
Diese wird von His 18 und His 21 aus Helix 1 und Glu 174 aus Helix 4 gebildet [40-42].

4.1.5 Endokrinologie

Wachstumshormon (hGH-N) wird in somatotrophen Zellen des Hypophysenvorderlappens
produziert und pulsatil ausgeschiittet. Eine Hypophyse (Hirnanhangdriise) enthdlt etwa
5-15 mg Wachstumshormon [43].

Gehirn  Hypothalamus  Hypophyse

X

Raml0 11 12

Abb. 4 Schema eines Kopfes mit Hypophyse und Hypothalamus [44] und Foto einer Hypophyse aus

einer Leiche am Zentimetermay3.
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Die Hauptregulatoren der pulsatilen GH-Ausschiittung sind Somatostatin (SST, hemmend)
und Growth Hormone Releasing Hormone (GHRH, Somatoliberin, stimulierend) aus dem
Hypothalamus (Abb. 4), die durch eine Vielzahl von Faktoren die pulsatile Ausschiittung von

Wachstumshormon aus der Hypophyse beeinflussen.

4.15.1 Pulsatile Freisetzung von Wachstumshormon

Durch die pulsatile Ausschiittung, die durch einen negativen Riickkopplungsmechanismus
gesteuert wird, variieren die Mengen in der Blutbahn und liegen zwischen < 0,5 ng/ml und
etwa 25 ng/ml. Die regelmiBige Pulsatilitdt folgt bestimmten Regeln und wird von vielen
Faktoren beeinflusst. Die tdgliche Produktion von Wachstumshormon ist bei Frauen
(~ 47 pg/l) etwa dreifach so hoch wie bei Ménnern (~ 15 pg/l) [45-47], was durch héhere und
langer andauernde Freisetzungspulse erkldrt werden konnte. Entsprechend ist auch die
durchschnittliche Konzentration im Serum unterschiedlich (Frauen ~ 0,78 pg/l, Minner
~0,27 ug/l)y [47]. Ein Intra-Individiuvum-Vergleich der GH-Pulsfrequenz aufeinander-
folgender Tage und der Wachstumshormonmenge pro Puls zeigte, dass diese Parameter
innerhalb eines Probanden sehr konstant sind [48]. Wihrend die GH-Menge, die tiglich
freigesetzt wird, bis zur Pubertdt zunimmt, sinkt sie anschliefend um etwa 14 % pro Dekade.
Die Héufigkeit der Pulse hingt auBerdem vom Geschlecht ab und liegt zwischen 6 und 18 pro
Tag [49,50]. Im zirkadianen Rhythmus ist die GH-Freisetzung nachts am hochsten. Die GH-
Freisetzung wird auBBerdem durch Kélte und Adipositas gehemmt, wohingegen eine Erhohung
der Korpertemperatur, NREM (non-rapid eye movement)-Schlaf oder korperliche Belastung
die GH-Freisetzung stimuliert. Die belastungsinduzierte GH-Ausschiittung wird in 4.1.5.3
detaillierter beschrieben.

Neben diesen globalen Einflussfaktoren gibt es pharmakologische bzw. metabolische Signale,
die die Ausschiittung beeinflussen (Tabelle 1). Der Riickkopplungsmechanismus wird iiber
zwei wesentliche Hypothalamuspeptide, Somatostatin und GHRH, gesteuert, die hemmend
oder stimulierend auf die GH-Freisetzung wirken [51,52]. Der Wachstumshormon-Spiegel
selbst und der des Hauptmediators IGF-I (insulin-like growth factor I, Somatomedin C)
wirken sowohl direkt auf die Hypophyse als auch iiber SST im Hypothalamus hemmend auf

die weitere Ausschiittung von GH.
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Tabelle 1  Faktoren, die die GH-Ausschiittung iiber Somatostatin und GHRH beeinflussen [51].

Hemmende Einfliisse —

Wirkung tber Somatostatin

Stimulierende Einflisse —
Wirkung tiber GHRH

Hyperglykidmie Aminoséduren (v.a. Arginin)
Hyperlipiddmie Hypoglykédmie

Gestagene Glukagon

Kortisol Schilddriisenhormone
Somatomedine (IGF-I, IGF-II) Ostrogene

Thyrotropin Releasing Hormone (TSH) Dopamin

Adrenalin (iiber B-Rezeptoren) Serotonin

GABA

Noradrenalin (iiber a-Rezeptoren)

Adipositas Endorphine
Kalte NREM-Schlaf
Stress

GABA = y-Aminobuttersdure, NREM = non-rapid eye movement, GHRH = Growth Hormone

Releasing Hormone

GH-Messungen werden gewdhnlich aus Blutproben durchgefiihrt. Wachstumshormon wurde
auch in Urin und Speichel nachgewiesen, wobei die Mengen deutlich kleiner sind als im Blut
(Urin 1:100-1:1000, Speichel etwa 1:1000). Im Urin wurden unterschiedliche GH-Formen
nachgewiesen, die Mengen in Urin und Speichel korrelierten allerdings nur schwach mit

denen im Plasma [53-56].

4.1.5.2 Funktionen und Wirkungsmechanismen

Wachstumshormon hat im menschlichen Korper im Kindes- sowie Erwachsenenalter viele
wichtige metabolische Funktionen, die meist durch die Defizite bei einem
Wachstumshormon-Mangel oder den Uberschuss bei Akromegalie erkannt wurden.
Wachstumshormon ist ein entscheidender Regulator des Knochenwachstums im Kindesalter,
welches tiber den Mediator IGF-I induziert wird. Neben dieser namengebenden Eigenschaft
hat das Wachstumshormon viele metabolische Funktionen, die wie folgt zusammen gefasst

werden konnen [51,57]:
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Proteinstoffwechsel:

e Anabole Wirkung
* Proteinsynthese
* Knorpelbildung und Erh6hung der Knochenfestigkeit durch Kollagenbio-

synthese

Kohlenhydratstoffwechsel:

e Hemmung der Glukoseaufnahme in die Zellen des Muskel- und Fettgewebes

e Forderung der Glukoneogenese in der Leber

Fettstoffwechsel:

e Mobilisierung von Fettsduren aus Fettgewebe: erhohte Lipolyse

Mineralstoffwechsel:

e Natrium-Resorption in der Niere
e Stimulation der Bildung von Calcitriol, welches die intestinale Resorption von Ca*"

und Phosphat stimuliert (Voraussetzung fiir die Mineralisierung des Knochens)

Zellumsatz:
e Fordert die Zellproliferation in vielen Geweben wie Knorpelzellen (Knochen-

wachstum) und Blutstammzellen (Erythropoiese)

Immunsystem:

e Stirkung des Immunsystems durch Stimulation von T-Lymphozyten und

Makrophagen

Wihrend Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel direkt von Wachstumshormon beeinflusst
werden, iibt es alle anderen Wirkungen iiber den Mediator IGF-I aus (Abb. 5). Die Wirkung
auf den Kohlenhydratstoffwechsel fiihrt zu Hyperglykdmie. Umgekehrt fiihrt eine Insulin-
induzierte Hypoglykédmie zur GH-Ausschiittung, was auch als GH-Stimulationstest in der
Diagnose von Wachstumshormonmangel beschrieben wird. Im Gegensatz dazu hat der
Mediator des GH, IGF-I, insulindhnliche Wirkungen, was hidufig zu gegensitzlichen
Beschreibungen der Wirkung auf den Kohlenhydratstoffwechsel fiihrt.



26 4 Literaturbesprechung

Insulin
Aminosauren

Glukagon
NREM-Schlaf
Stress, efc.

ypgtnaRlam“S + Hypophyse
~_ hGH

SST -
JT-
Hyperglykamle
Adipositas Blutkreislauf
Kélte, etc. - < hGH >d.rekt Lipolyse

*

Leb Anabole Effekte
ever Knorpelbildung
_IGF1 —| Skelettwachstum
(insulin-like Wachstum nicht-
growth factor 1) kndcherner Gewebe

Proteinsynthese

Abb. 5 Wirkungswege und Einflussfaktoren von Wachstumshormon (hGH) im Korper (SST = Soma-
tostatin, GHRH = Growth Hormone Releasinghormone).

Seine Wirkung kann das Wachstumshormon durch Bindung and den Wachstumshormon-
rezeptor entfalten. Wachstumshormonrezeptoren sind Transmembranrezeptoren in vielen
Geweben und dimerisieren bei GH-Bindung. Durch diese durch extrazellulire Bindung von
GH erzeugte Dimerisierung der Rezeptoren éndert sich innerhalb der Zelle die Tertidrstruktur

der Rezeptorstrukturen und setzt Signalkaskaden in Gang.

Die Signalkaskade startet mit Tyrosin-Janus-Kinasen (JAK) 2, welche an die Rezeptoren
angelagert sind. Die Kinasen zweier dimerisierter Rezeptoren phosphorylieren sich
gegenseitig, was durch die eine rdumliche Anndherung bei der GH-Bindung ermoglicht wird
[58-60]. Durch die Phosphorylierung sind die Kinasen aktiviert und konnen weitere
Signalmolekiile phosphorylieren. JAK2 phosphoryliert unter anderem ein Regulationsprotein
der Genexpression, STATS (STAT = signal transducers and activators of transcription), und
den Wachstumshormonrezeptor selbst. STATS bildet durch die Phosphorylierung von
Tyrosinresten Dimere, die in den Zellkern wandern und dort Desoxyribonukleinsidure (DNA)-
Abschnitte binden und damit die Genexpression beeinflussen. Weitere Signalwege, die durch
Bindung von GH an den Wachstumshormonrezeptor aktiviert werden, sind der MAPK
(mitogen acitvated protein kinase)- und Phosphatidylinositol 3’-Kinase (PI3)-Signalweg.
Beide Signalwege werden im Zusammenhang mit Zellteilung, -wachstum und

-differenzierung beschrieben.
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Unterschiedliche Varianten und Isoformen von Wachstumshormon wirken unterschiedlich
und haben verschiedene Affinititen zum GH-Rezeptor. Die Wirkung der 20 kDa Splice-
Variante ist der 22 kDa Form sehr dhnlich. Sie bindet an den Wachstumshormonrezeptor,
zirkuliert durch eine hohere Affinitdt zu den Bindungsproteinen linger und hat eine geringe
insulindhnliche und daher weniger diabetogene Wirkung.

Die untersuchten Fragmente dagegen wirken deutlich unterschiedlich. Wéhrend das N-
terminale 5 kDa-Fragment eine insulindhnliche Wirkung hat, wurde gezeigt, dass das 17 kDa
groBBe Gegenstiick weder insulindhnlich noch wachstumsfordernd ist und mit seiner Bindung
an den Wachstumshormonrezeptor eher antagonistisch wirkt [5,34,61,62]. Fragmente von 6
und 16 kDa konnten in Hypophysenextrakten nachgewiesen werden, scheinen aber wéhrend
der Extraktion des Wachstumshormons aus der Hypophyse zu entstehen und haben keine
physiologische Bedeutung [26].  Die endokrinologische Bedeutung der bekannten
modifizierten Formen, wie beispielsweise der phosphorylierten, glykosylierten oder acylierten

Varianten des GH, sind nicht beschrieben.

4.1.5.3 Belastungsinduzierte Wachstumhormonausschittung

Die Stimulation der Wachstumshormonausschiittung durch korperliche Belastung wurde
durch viele Studien bewiesen und Einflussparameter wie Dauer und Intensitit der Belastung
sowie deren Auswirkung auf den Wachstumshormonpuls analysiert [49]. Eine Belastung von
etwa 30 % Vmax ist ndtig um einen GH-Puls auszuldsen [63]. Die Ausschiittung beginnt etwa
nach 10 min anaerober Belastung und der GH-Puls ist grof3er je intensiver die Belastung [64].
Der Mechanismus der belastungsinduzierten GH-Ausschiittung ist noch nicht aufgeklart, es
wird aber angenommen, dass mehrere Faktoren eine Rolle spielen. Laktat, Erh6hung der
Korpertemperatur, Stickstoffmonoxid (NO), Katecholamine oder der direkte neuronale
Stimulus auf den Hypophysenvorderlappen zum Beispiel als Folge der Muskelkontraktion,
sind Faktoren, die als Einfliisse beschrieben werden [49,65]. Laktat und NO wird in der
Literatur der grofte Einfluss zugesprochen.

Stickstoffmonoxid ist als wichtiger intra- und interzelluldrer Transmitter in der
Hypothalamus-Hypophysen-Achse bekannt. Zu Beginn einer Belastung erhoéhen sich
Blutfluss und Blutdruck stark und NO aus der Tunica intima der GefiBBwand spielt eine
bedeutende Rolle in der Vasodilatation. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die NO-Synthase
an der Skelettmuskel-Endplatte konzentriert lokalisiert ist und NO bzw. sein Endprodukt

Nitrat bei Belastung in Plasma und Urin erhohte Konzentrationen aufweisen [66].
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Laktatkonzentrationen und die Verdanderung des pH-Wertes im Blut korrelieren sehr stark mit
der belastungsinduzierten Wachstumshormonausschiittung, wobei diese wie die Laktat-
konzentration von der Intensitit der Belastung abhéngig ist. Je intensiver und stdrker anaerob
die Belastung, desto hoher die Laktatkonzentration und die GH-Ausschiittung [67-70]. Dieser
Zusammenhang ist liber einen gewissen Laktatbereich linear [70].

Ein weiterer interessanter Faktor ist die Erhéhung der Korpertemperatur. Wachstumshormon

fordert die Schwei3bildung und Belastungen in der Kélte 16sten keinen GH-Puls aus [71].

Zur Funktion der belastungsinduzierten Wachstumshormonausschiittung gibt es nur
Vermutungen. Die Lipolyse, die durch die Wachstumshormonfreisetzung stimuliert wird,
wirkt sehr fordernd auf die Regeneration, was ein Ansatz fiir eine physiologische Erklarung

der belastungsinduzierten GH-Ausschiittung sein kdnnte [72].

Die Fragestellung, ob eine belastungsinduzierte GH-Ausschiittung biochemisch einem
normalen GH-Puls entspricht, wurde durch Messung unterschiedlicher endogener Formen
untersucht. Die belastungsinduzierte GH-Ausschiittung erfolgt ohne Diskriminierung
bestimmter Isoformen und es wurde gezeigt, dass das zirkulierende GH nach Belastung
ebenso eine Mischung unterschiedlicher endogener Formen ist. Verhéltnisse der 22 kDa-
Hauptform zu nicht-22 kDa GH ergab keine Verdnderung bei Belastung. Nach der Belastung
nimmt das Verhéltnis von 22 kDa zu nicht-22 kDa GH zugunsten der endogenen Formen ab.
Dies kann unter anderem durch unterschiedliche Halbwertszeiten im Blut verursacht werden

[73].

4.1.6 Pathologie: Akromegalie und Wachstumshormonmangel

Ein groBer Teil der endokrinologischen Wirkungswege und metabolischen Einfliisse von
Wachstumshormon wurde aus pathologischen Zustinden abgeleitet. Als Akromegalie wird
eine ausgeprigte Vergroferung der Akren (distale Korperteile wie Hinde, Fiile, Unterkiefer,
Kinn, Nase, Augenbrauenwiilste, Geschlechtsteile) bezeichnet. Zusdtzlich wachsen
Weichteile, Organe und Kehlkopf und die Haut verdickt sich. Durch Wachstum von
Gelenkknorpel entstehen hdufig Gelenkerkrankungen. Akromegalie-Patienten leiden héaufig
an Kopfschmerzen und Diabetes mellitus oder einer verminderten Glukosetoleranz.
AuBerdem sind Karpaltunnelsyndrom und damit Taubheitsgefiihle in den Hinden, sowie eine
gesteigerte Funktion der Schweifldriisen und allgemeine Antriebslosigkeit hdufige Folgen der

erhohten GH-Mengen. Die Ursache ist in 90 % der Fille ein gutartiger, wachstumshormon-
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produzierender Tumor des Hypophysenvorderlappens, in seltenen Féllen sind die Tumore
bosartig [74]. Lokale Druckwirkungen des Tumors auf das Gehirn konnen Ausfille von
Hirnnerven und Gesichtsfeldern verursachen. Tritt der Tumor vor Abschluss des
Langenwachstums auf kommt es zum hypophysidren Riesenwuchs (Gigantismus). Dabei
bleiben die Korperproportionen in der Regel erhalten, da zusitzlich zum Wachstum der Akren
ein gesteigertes Lingenwachstum beobachtet wird.

Wachstumshormonmangel im Kindesalter fithrt zu Kleinwuchs. Auch bei normalem
Wachstumshormonspiegel kann Kleinwuchs entstehen, dieser resultiert dann aus Defekten
des Wachstumshormonrezeptors oder anderen Faktoren der GH-IGF-I-Achse, hédufig in Form
von Gendefekten (idiopathischer (ungeklérter) Kleinwuchs). Neben der geringen Korpergrofle
(weiter als 2 Standardabweichungen (SD) vom Bevdlkerungsmittel entfernt = Minderwuchs/
Kleinwuchs; > 3SD = gesteigerter Minderwuchs/Zwergwuchs) treten weitere Symptome auf,
die im Wesentlichen denen des Wachstumshormonmangels im Ewachsenenalter entsprechen.
Ein Wachstumshormonmangel im Erwachsenenalter resultiert zumeist aus einem Defekt im
Bereich der Hypophyse, zum Beispiel durch schwere Kopfverletzungen oder nach
Bestrahlung eines Tumors [75]. Wachstumshormonmangelpatienten haben in der Regel ein
gemindertes Wohlbefinden und ein vermehrtes Schlafbediirfnis, die Muskelmasse und
Knochendichte nimmt ab, die Korperfettmasse zu und die Haut wird trocken. Auferdem ist

das Risiko fiir Herzkreislauferkrankungen erhdht [76].

4.1.7 Pharmakologie und pharmazeutische Produkte

Zur Therapie von Kleinwuchs und Wachstumshormonmangel beim Erwachsenen wird
rekombinantes Wachstumshormon eingesetzt, welches zumeist in E. coli aber auch in
Saugetier- oder Hefezellen (S. cerevisiae) produziert wird. Die in Deutschland zugelassenen
Produkte sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Die Aminosduresequenz des rekombinanten GH ist der 22 kDa-Hauptform des endogenen

Proteins identisch.
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Tabelle 2 Name und Hersteller der in Deutschland zugelassenen GH-Produkte

Stadt/Land der
Produktname | Hersteller Zellstamm

Herstellung
Genotropin® Pharmacia GmbH Karlsruhe, Deutschland E.coli
Humatrope® Lilly Deutschland GmbH Giefen, Deutschland E.coli
Norditropin® | Novo Nordisk Pharma GmbH | Mainz, Deutschland E.coli
NutropinAq® | Ipsen Pharma GmbH Ettlingen, Deutschland E.coli
Omnitrope® Sandoz GmbH Kundl, Osterreich E.coli

e UnterschleiBheim, Sdugetier-

Saizen Serono GmbH

Deutschland zellen
Zomacton® Ferring GmbH Kiel, Deutschland E.coli
Valtropin® Biopartners GmbH Baar, Schweiz S. cerevisiae

Wachstumshormon hat in der Blutbahn, also nach Ausschiittung aus der Hypophyse oder
nach intravendser Applikation, eine Halbwertszeit von 8-20 Minuten. Nach subkutaner
Injektion wird das Konzentrationsmaximum im Blut nach etwa 1-3 Stunden erreicht
[56,77,78], nach 11 bis 24 Stunden ist die Konzentration zuriick auf den Basiswerten.
Therapeutische Dosen zur Behandlung eines GH-Mangels oder Minderwuchses liegen bei
Kindern zwischen 35 und 50 pg/kg Korpergewicht und bei Erwachsenen zwischen 0,15 und

1 mg/Tag [79].

4.1.8 Missbrauch im Sport

Dass Wachstumshormon im Sport zur Leistungssteigerung verwendet wird, ist durch viele
Berichte und Beschreibungen belegt und der Gebrauch im Sport hat in den vergangenen
Jahren zugenommen [80,81]. Erstmals tauchte eine Beschreibung zur Verwendung von GH
im Sport im ,,Underground Steroid Handbook* 1982 auf, 1988 gestand Ben Johnson den
Missbrauch von Wachstumshormon und anabolen Steroiden, nachdem er nach seinem
Goldmedaillenrennen iiber 100 m bei dem Olympischen Spielen positiv auf Stanozolol
getestet wurde. Ebenfalls im Jahr 1988 wurde eine grof3e Menge Wachstumshormon in einem
Teamfahrzeug bei der Tour de France gefunden. Ein Bericht von Rickert et al. belegt die
Verwendung von Wachstumshormon unter Jugendlichen 1992 [81]. Der Footballspieler Lyle
Alzado berichtete 1992 an seinem Sterbebett von seinen Dopinggewohnheiten und gab preis,
dass 80 % der amerikanischen Football-Spieler Wachstumshormon verwenden. Im Jahre 2000

beschrieb der australische Diskuswerfer Walter Reiterer den institutionellen und betreuten
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Missbrauch von Wachstumshormon. Unter Beriicksichtigung dieser Aussage ist es sehr
verdéchtig, dass 6 Monate vor Beginn der Olympischen Spiele in Sydney 1575 Ampullen GH
aus einer Apotheke in Sydney gestohlen wurden. Auch Victor Conte, Besitzer der Bay Area
Laboratory Co-Operative (BALCO) gab zu, Sportler unter anderem mit Wachstumshormon
versorgt zu haben und Tim Montgomery bestétigte dies vor Gericht [82-85]. Auch Sylvester
Stallone gab die Anwendung von Testosteron und Wachstumshormon zu, nachdem 2007 bei
der Einreise nach Australien Wachstumshormon in seinem Gepéck gefunden wurde.
Griinde fiir die Verwendung sind Muskelaufbau und Fettabbau, kiirzere Regenerationszeiten,
erhohte Knochenfestigkeit und gesteigertes Wohlbefinden sowie eine Stirkung des
Immunsystems. Auch eine Verbesserung der Ausdauerfihigkeit wurde bei ehemaligen
Anabolika-Nutzern gezeigt [86]. Die wichtigsten Effekte sind dabei der Muskelauf- und
Fettabbau, welche fiir die Anwendung im Bodybuilding besonders interessant sind. Es soll
aber auch durch die lipolytischen Eigenschaften die Erholung nach hoher Belastung
beschleunigen, was héufig auch als Erklarung fiir die Wachstumshormonausschiittung bei
sportlicher Belastung vermutet wird. Fiir die Anwendung im Bodybuilding gibt es Literatur,
die ,,Rezepte” fiir die Anwendung von Wachstumshormon und dessen Kombination mit
anderen leistungssteigernden Substanzen beschreibt [1]. Wachstumshormon wird dabei
immer in Kombination mit Insulin und anabolen Steroiden, besonders Testosteron,
empfohlen.
Auch wenn Berichte von Sportlern eine Leistungssteigerung belegen, sind die
wissenschaftliche Literatur und das Ergebnis kontrollierter Studien widerspriichlich [87-93].
Wihrend die Steigerung der fettfreien Korpermasse belegt werden konnte, liefern Studien
unterschiedliche Ergebnisse iiber den Effekt der Kraft- und Ausdauerleistungssteigerung. Dies
kann mehrere Griinde haben [94]:
e Die Versuchszeitrdume liegen meist bei mehreren Wochen, wéhrend die Anwendung
bei Sportlern in der Regel mindestens iiber einige Monate geplant wird,
e Die im Sport eingesetzten Mengen sind nach derzeitigen Informationen deutlich héher
als die, die in kontrollierten Studien verwendet werden konnen (2-35 LE. [1,95]),
e Athleten verwenden meist Mixturen von Substanzen um einen synergistischen Effekt
zu erzielen, im Falle des GH sind dies hdufig Wachstumshormon, Insulin und
Steroide. Diese Kombination ist schon aus ethischen Griinden kaum in einer Studie

nachzuvollziehen [64].
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Eine Studie, in der Wachstumshormon und Testosteron kombiniert wurden und die tber
6 Monate durchgefiihrt wurde, zeigte bei médnnlichen Probanden leichte anabole Effekte und
einen Anstieg des VO, max und damit der Ausdauerkapazitit. Der Fettabbau war sowohl bei
Einnahme von Wachstumshormon als auch der Kombination GH/Testosteron signifikant [89].
Interessanter Weise ergaben Studien, in denen Wachstumshormon kurzzeitig ehemaligen
Anabolika-Nutzern appliziert wurde, leistungssteigernde Effekte [86,96]. Dass der anabole
Effekt bei alleiniger Einnahme von Wachstumshormon meist nicht nachgewiesen werden
kann liegt moglicherweise in dem komplexen Zusammenspiel von Wachstumshormon,
Insulin und Testosteron beim Proteinaufbau im Korper begriindet. Erst die Kombination
erlaubt daher einen effektiven anabolen Stimulus [85]. Abb. 6 skizziert ein Zusammenwirken
von Wachstumshormon, IGF-I, Testosteron und Insulin, welches einen Hinweis gibt, warum
klinische Studien, in denen GH allein appliziert wurde keinen anabolen Effekt zeigen
konnten. Ohne das Vorhandensein ausreichender Mengen Insulin verpufft der anabole Effekt

von GH zum groBten Teil.

Aminosauren GH

Testosteron IGF-I

Proteinanabolismus

1

Proteinkatabolismus

Insulin

Abb. 6 Schema des Zusammenwirkens von Wachstumshormon, Insulin, Testosteron und IGF-I beim

Muskelaufbau [85].

4.1.9 Wachstumshormon als Anti-Aging-Mittel

Wachstumshormon wird im Internet und populdrwissenschaftlicher Literatur als Anti-Aging-
oder sogar Verjliingungs-Mittel angeboten und vertrieben [97-99]. Der Begriff Somatopause
beschreibt den Riickgang der GH-Ausschiittung im Alterungsprozess. Durch die
altersbedingte Verringerung zirkulierenden Wachstumshormons treten dhnliche Symptome in
Korperzusammensetzung und Metabolismus auf wie bei Wachstumshormonmangel [100].

Diese Tatsache fiihrte zu der Fragestellung, ob rekombinantes Wachstumshormon auch diese
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altersbedingten =~ Wachstumshormonmangelerscheinungen ausgleichen kann. Wissen-
schaftliche Studien konnten kaum positive Effekte in gesunden, alternden Menschen
feststellten und zeigten im Gegensatz dazu ein hohes Risiko unterschiedlicher

Nebenwirkungen [101].

4.1.10 Ansatze fur Nachweisverfahren in der Dopingkontrolle

Es gibt zwei Methodenansétze, um die Applikation von Wachstumshormon nachzuweisen.
Ein direkter Nachweis basiert auf einem Lumineszenzimmunoassay (LIA) und wird derzeit
zum Nachweis von rekombinantem Wachstumshormon in der Dopinganalytik eingesetzt. Der
Test wurde auch schon wéhrend der Olympischen Spiele in Athen 2004 und Turin 2006
verwendet, brachte allerdings weltweit bisher noch kein positives Ergebnis [56,102]. Der
Assay basiert auf der Heterogenitét des endogenen Wachstumshormons und besteht aus zwei
Sandwich-Immunoassays. Ein Assay bindet nur das 22 kDa-Wachstumshormon (rec-Assay),
wiéhrend der Antikorper des zweiten Assays vorwiegend die anderen endogenen Formen (pit-
Assay) bindet. Wird rekombinantes Wachstumshormon appliziert, welches homogen aus der
22 kDa-Form besteht, werden endogene Pulse durch negative Riickkopplungsmechanismen
unterdriickt und der Anteil anderer endogener Formen, wie beispielsweise der 20 kDa-
Splicevariante oder phosphorylierter Formen, nimmt ab. Jede Probe wird mit beiden Assays
gemessen und der Quotient gebildet. Ubersteigt der Quotient von rec/pit einen bestimmten
Wert, gilt die Probe als verdédchtig, da der Anteil der 22 kDa-Hauptform hoher ist als in
Proben mit endogenem GH erwartet werden wiirde. Zur Bestéitigung wird ein zweites Assay-
Paar mit unterschiedlichen Antikérpern herangezogen, welcher bis auf unterschiedliche
Antikorper-Epitope identisch ist. Wird auch hier der Grenzwert fiir die Quotienten
iiberschritten, gilt die Probe als positiv. Ein Grund dafiir, dass der Test bisher keine positiven
Ergebnisse liefern konnte ist der kurze Nachweiszeitraum. Studien zeigten, dass das 20 kDa
GH als Reprédsentant endogener Isoformen je nach Applikationsmenge 14-30 Stunden
unterdriickt blieb [103]. Damit liegt die Nachweiszeit in der gleichen GréBenordnung,
zwischen etwa 12-24 h. Ein zweites Problem ist die Spezifitit der Antikorper des
Bestitigungsassays, welcher hdufig unauffillige Ergebnisse liefert, nachdem im Screening
sehr verdiachtige Werte beobachtet wurden.

Der zweite Testansatz misst indirekte Serumparameter fiir den Missbrauch von
Wachstumshormon mittels Radioimmunoassays (RIA) [8,104-107]. In ersten Studien wurde
eine Reihe von Substanzen gestestet, die von der Sekretion von Wachstumshormon abhédngen.

Dabei konzentrierte man sich auf Komponenten des GH-IGF-Signalweges, wie IGF-I und
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IGF-Bindungsproteine, und Marker des Kollagen- und Knochenstoffwechsels (knochen-
spezifische alkalische Phosphatase, carboxy-terminales Propeptid von Prokollagen Typ I,
amino-terminales Extensions-Peptid von Typ III Prokollagen (PIIIP) und ein carboxy-
terminales vernetztes Telopeptid von Typ I Kollagen). Nach Messung unterschiedlicher
Proben und Bestimmung der Zeitrdume, in denen die Marker nach rGH-Gabe erh6ht waren,
sowie des AusmafBes der Erhohung wurden IGF-I und PIIIP als leistungsfahigste Marker
ausgewdhlt [104,106]. Der Vorteil dieses indirekten Tests ist hauptsichlich die lédngere
Nachweiszeit und er wird als Zusatz zu dem aktuellen direkten Test in Erwédgung gezogen.
AuBerdem wiirde der indirekte Nachweis auch die Applikation von humanem, endogenem
Wachstumshormon detektieren. Da es sich um einen indirekten Test handelt, ist allerdings die
Validierung aufwéndig und das Ausmal} der Vortests sehr grol um andere Einfliisse auf die
Marker auszuschlieen. Beispielsweise wurde gezeigt, dass die interindividuelle Variation der
Marker sehr hoch und vom Alter sowie von ethnischen Unterschieden abhingig ist.
Korperliche Belastung fiihrt, wenn auch in geringerem Male als die Applikation von
rekombinantem GH [105,107], zur Erh6hung der IGF-I Werte und Verletzungen wurden als

Ausloser der Erhohung von Knochenumsatzmarkern beschrieben [108].
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4.1.11 Zusammenfassung wichtiger Daten zum Wachstumshormon

Tabelle 3 Zusammenfassung biochemischer und endokrinologischer/pharmakologischer Daten zum

Wachstumshormon
Bezeichnung Daten Literatur
Biochemie
Synonyme Somatropin, Somatotropin,
Somatotrophes Hormon (STH),
Growth Hormone, Growth Hormone 1
Uniprot/Swissprot Accession number | P01241
Molekulargewicht (Hauptform) Nicht-reduziert (2 S-S-Briicken):
22111,04 Da (monoisotopisch)
22125,06 Da (mittleres)
Reduziert:
22115,07 Da (monoisotopisch)
22129,09 Da (mittleres)
Isoelektrischer Punkt 5,27
Disulfidbriicken Cys 53-Cys 165, Cys 182-Cys 189
Préprotein 24847,3 Da, 217 Aminoséduren (AS)
Splice-Varianten 20274,0 Da, 176 AS, [5,26]
AS 32-46 fehlen, pl 5,39
17843,3 Da, 153 AS,
AS 85-122 fehlen, pl 6,35
17083,4 Da, 145 AS,
AS 91-136 fehlen, pl 5,93
Weitere Modifikationen Phosphorylierungen (Ser 51, 106, 150) | [27,109]

(eine Phosphorylierung/
Deamidierung verschiebt den pl

um etwa 0,1 pH-Einheiten)

Deamidierung (Asn 152, Gln 137)

Acylierung des N-Terminus
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Bezeichnung Daten Literatur
Endokrinologie und Pharmakologie
Umrechnung 11LE.=0,3mg
Internationale Einheiten (I.LE.) — 1 mg=3LE.
Gramm (g)
Durchschnittliche GH-Menge im méinnlich ~ 0,27 pg/l, [47]
Serum weiblich ~ 0,78ug/1
Serum-GH Mengen pro Tag ménnlich ~ 15 pg/l, [47]
weiblich ~47 ng/l
Halbwertszeit im Blut 8-25 min [56]
Rekombinantes GH Entspricht der 22 kDa Hauptform
Therapeutische Dosis Kinder 35-50 pg/kg Korpergewicht
Erwachsene 1-2 I.LE./Tag [95]
Nach subkutaner Injektion [56]
- Maximale Konzentration im Blut 2-6 h nach Injektion
- Konzentration zuriick auf 11-20 h nach Injektion
Basiswerten
Im Sport verwendete Mengen 2-351.E./Tag [1,56,64]

4.2 Proteinbiochemie und Analytik
4.2.1 Posttranslationale Modifikationen von Proteinen

Das menschliche Genom umfasst etwa 20000-25000 Gene [110], das Proteom ist jedoch viel
komplexer. Der Gewinn an Komplexitdt wird durch zwei Faktoren wesentlich beeinflusst, auf
Transkriptionsebene durch alternatives Splicen und auf Proteinlevel durch posttranslationale
Modfikationen (PTM) [111]. Es gibt eine Vielzahl an unterschiedlichen posttranslationalen
Modifikationen, die an unterschiedliche Aminosdurereste angefiigt werden. Die fiinf
gingigsten kovalenten PTMs sind Phosphorylierung, Acylierung, Alkylierung, Gykosylierung
und Oxidation.

Phosphorylierungen konnen an die Aminoséduren Serin, Threonin oder Tyrosin gekniipft
werden, wobei die Modifikation von Serin am hiufigsten vorkommt. Phosphatreste werden
mit Hilfe von Kinasen von Adenosintriphosphat (ATP) auf das Protein {ibertragen und haben

hiufig Bedeutung in Signalkaskaden, wo Phosphorylierungen zur Aktivierung von Enzymen
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flihren und somit molekulare Interaktionen modulieren [112]. Phosphorylierungen von
Proteinen konnen entscheidenden Einfluss auf die Regulation zelluldrer Prozesse wie
Zellzyklus, Wachstum, Apoptose oder Differenzierung haben [113]. Durch die Superfamilie
der Kinasen (500 Kinasen, Kinom) ist diese Modifikation sehr spezifisch reguliert.
Gykosylierungen sind als N-, O- oder C-Glykosylierungen bekannt, wobei die Glykosylierung
an C2 des Indolringes von Tryptophan sehr selten ist. N-Glykosylierungen sind in der Regel
deutlich grofer und komplexer als O-Glykosylierungen und werden an die Asparagin-
Seitenkette gebunden, wobei die Kohlenhydratkette mit einem N-Acteylglucosamin beginnt
[114].  N-Glykosylierungen sind haufiger als O-Glykosylierungen und  werden im
Endoplasmatischen Retikulum eingeleitet, indem eine Oligosaccharidtransferase einen
Tetradecasaccharyl-PP-dolichol-Rest unter Abspaltung des PP-dolchiols auf eine
Asparaginseitenkette tibertragt. Fiir eine N-Glykosylierung ist dabei ein Aminosduremotiv
von Ser/Thr-Xxx-Asn notwendig. Der urspriingliche 14-gliedrige Kohlenhydratrest
GlcsMang(GlecNAc), wird enzymatisch zu seiner endgiiltigen Struktur verdndert, was nach
Abspalten der drei Glukosereste im Golgi-Apparat geschieht. Neue Kohlenhydratreste werden
mittels unterschiedlicher Glykosyltransferasen unter Spaltung von Zuckerresten von UDP-
Molekiilen angehingt. N-Glykosylierungen sind hdufig entscheidend fiir die Aktivitdt eines
Proteins. Beispielsweise ist bei Erythopoietin, welches zu 40% aus Kohlenhydratresten
besteht, eine Rezeptorbindung bei fehlenden Glykosylierungen nicht moglich [115].
Die O-Glykosylierung ist deutlich weniger komplex und besteht hdufig allein aus einem
GlcNAc-Rest oder Tri- oder Tetrasacchariden. Auch wenn es keine feste Kernstruktur wie im
Falle der N-Glykosylierung gibt konnte eine Systematik der Glykosylierung festgestellt
werden. Folgende Kernstrukturen wurden bisher gefunden [116]:

e Mucin-Typ: alkali-labile Bindung zwischen N-Acetylgalaktosamin und Serin oder

Threonin,

e Proteoglycan-Typ: alkali-labile Bindung zwischen Xylose und Serin,

e Kollagen-Typ: alkali-stabile Bindung zwischen Galaktose und 5-Hydroxylysin,

e Extensin-Typ: alkali-stabile Bindung zwischen Arabofuranose und 4-Hydroxyprolin

(in Pflanzenproteinen).

Die Mucin-Typ-Glykosylierung wurde in vielen unterschiedlichen Proteinen detektiert. Es
wurden bisher vier Strukturen dieses Glykosylierungstyps gefunden, die in Abb. 7 aufgelistet

sind.
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Abb. 7 Unterschiedliche Mucin-Typ-Glykosylierungen, eingerahmte Stukturen sind die Kernstruktur
des jeweiligen Typs [114,117]; GlcNac = N-Acetyl-Glukosamin, GalNac = N-Acetyl-Galak-

tosamin, Gal = Galaktose

Die O-Glykosylierung kann eine Rolle in der Modulation von Transkriptionsfaktoren spielen
und dient als Erkennungselement des Notch-Signalweges. Glykosylierungen allgemein
spielen  hiufig eine wichtige Rolle bei Rezeptorbindung, Immunerkennung,
Entziindungsreaktionen und Pathogenitit der Proteine [113,117].

Acetylierungen am N-Terminus von Proteinen dienen hiufig der Stabilitit. Im Falle von
Histonen regulieren sie Protein-DNA-Wechselwirkungen.

Deamidierungen, also die Umwandlungen Asn-Asp oder GIn-Glu werden hiufig als
chemisches Artefakt der Probenaufarbeitung beschrieben. Finden sie im Metabolismus statt,
dienen sie der Regulation von Protein-Ligand oder Protein-Protein-Wechselwirkungen [112].
Oxidationen konnen enzymatisch enstehen, wie beispielsweise im Falle von Kollagen oder
des hypoxia inducible factors (HIF), wo ein Prolin bzw. ein Asparaginrest hydroxyliert
werden. Nicht-enzymatische Hydroxylierung, wie beispielsweise durch oxidativen Stress oder
im Alterungsprozess an Aminosduren wie Methionin, Histidin, Tyrosin, Tryptophan oder
Cystein, beeinflusst in der Regel die Aktivitét der Proteine [111].

Die Funktionen unterschiedlicher Modifikationen sind hdufig nur fiir bestimmte Proteine
beschrieben. Die Bedeutung einer Modifikation fiir physiologische Prozesse eines bestimmten
Proteins kann daher hdufig nur abgeschdtzt werden und muss durch endokrinologische

Untersuchungen ergriindet werden.
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4.2.2 Massenspektrometrie von Peptiden und Proteinen
4.2.2.1 Massenanalysatoren zur Analyse von Peptiden und Proteinen

Die Massenspektrometrie hat sich zu einer sehr leistungsfahigen Methode zur Analyse von
Proteinen, Peptiden und ihren Modifikationen entwickelt [118,119]. Je nach Zielsetzung
werden unterschiedliche Ionisierungstechniken und Massenanalysatoren zur Analyse
eingesetzt. Hauptsdchlich verwendete Ionisierungstechniken sind in der Proteinanalytik das
Elektro- (ESI) oder Nanospray (NSI) oder die Matrix Assisted Laser Desorption/lonization
(MALDI). Der Vorteil von Elektro- und Nanospray ist dabei, dass die lonisierung bei
Atmosphidrendruck und aus der Fliissigkeitsphase heraus kontinuierlich stattfindet. Damit ist
die Kopplung an einen Fliissigkeitschromatographen als Separationstechnik problemlos. Bei
der MALDI-Ionisation dagegen wird der Analyt zusammen mit einer Matrix (z.B.
Nikotinsdure, Dihydroxybenzoesdure oder o—Cyano-Hydroxyzimtsdure) auf eine Targetplatte
aufgebracht. Laserpulse werden von der Matrix aufgenommen und fithren zur Desorption von
zumeist einfachgeladenen Quasi-Molekiilionen. An die MALDI-Ionisation schlief3t sich meist
ein Flugzeit-Analysator (Time-of-Flight, TOF) an, wobei mittlerweile QTOF oder TOF/TOF-
Gerdte auch die Fragmentierung von Analyten und die Aufzeichnung der Fragmente
ermoglichen. Diese Technik wird aufgrund der relativ schlechten Kopplung an
Chromatographiesysteme meist fiir Proben verwendet, die keine Matrix enthalten und relativ
frei von Storsubstanzen sind. Werden Proteine oder Peptide mittels Fliissigkeitschromato-
graphie (LC) aufgetrennt und anschlieBend im Elektro- oder Nanospray ionisiert, konnen
unterschiedliche Massenanalysatoren, wie Triple-Quadrupol-, Ionenfallen-, Quadrupol-TOF
(QTOF)-, Fourier Transform lon Cyclotron Resonance (FTICR)- oder LTQ Orbitrap-Instru-
mente folgen. Die Ionen werden durch Anlegen einer Spannung an eine Kapillare erzeugt und
je nach Feldrichtung entstehen positiv oder negativ geladene lonen, wobei fiir Peptide und
Proteine meist positive lonisation verwendet wird. Am Ende der Kapillare bildet sich ein
Taylor Cone aus dem ein Tropfchen entsteht. Das Losungsmittel verdampft, bis die Tropfchen
einen kritischen Radius (Rayleigh-Limit) erreichen, an dem die Coulomb-Abstofung der
positiven Ladungen die Oberfldchenspannung iibersteigt und sich kleinere Tropfchen bilden.
SchlieBlich entstehen Gasphasenionen durch den Austritt von Ionen aus dem Tropfen (ion
evaporation model) oder es bleiben nur noch Gasphasenionen {ibrig, nachdem das
Losungsmittel verdamptft ist (charged residue model) [120,121]. Die entstehenden Ionen sind
ab einem Molekulargewicht von 1000 Da meist doppelt geladen und konnen bei hdéherer

Molmasse bis zu 100 Ladungen tragen. Nach der lonisierung gelangen die geladenen


http://en.wikipedia.org/wiki/Fourier_transform_ion_cyclotron_resonance

40 4 Literaturbesprechung

Analyten ins Hochvakuum des Massenspektrometers. Je nach Zielsetzung werden
unterschiedliche Massenanalysatoren verwendet.

Die in Abb. 8 dargestellte LTQ Orbitrap ist ein sehr leisungsfahiger und mittlerweile viel
verwendeter Massenanalysator zur Analyse von Peptiden und Proteinen aber auch zur
Bestimmung akkurater Massen und Elementarzusammensetzungen von kleinen Molekiilen.
Die Ionen aus einer Atmosphirendruck-Ionenquelle (API) gelangen zuerst in eine lineare
Ionenfalle, die auch eine Fragmentierung der Analyten ermoglicht. Nachdem die lonen in
einer C-Trap gebremst und abgekiihlt werden, gelangen sie in einem kurzen Puls in die
Orbitrap. Diese besteht aus einer spindelférmigen inneren Elektrode und einem &ufleren
Elektrodenpaar. Nachdem die Ionen in die Orbitrap gelangt sind, oszillieren sie um die innere
Elektrode. Die Oszillationsfrequenz steht in direktem Zusammenhang mit dem m/z der
Analyten und durch Fourier-Transformation (FT) wird ein Massenspektrum erhalten [122-
124]. FT-Massenanalysatoren wie die Orbitrap zeichnen sich durch eine sehr hohe
Massengenauigkeit (< 5 ppm) und Auflosung (100000 bei m/z 400) aus, was besonders im
Bereich der Proteomics mittlerweile unverzichtbar ist. Fragmentionen koénnen in der
vorgeschalteten linearen Ionenfalle erzeugt werden und die MS"-Spektren sowohl in der

Ionenfalle als auch in der Orbitrap aufgezeichnet werden.
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Abb. 8  Aufbau eines LTQ Orbitrap-Massenspektrometers [125].

Andere Massenspektrometer wie bespielsweise Triple-Quadrupol-Gerdte mit linearer
Ionenfalle haben zwar keine vergleichbar hohe Auflosung oder Massengenauigkeit, konnen
aber komplementir sehr hilfreich sein. Beispielsweise kann damit der low mass cut-off in

MS/MS-Spektren, die in lonenfallen aufgenommen werden, umgangen werden. Dadurch
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konnen Fragmente geringen Molekulargewichtes, wie zum Beispiel charakteristische
Zuckerfragmente, detektiert werden. Die Aufnahme von MS/MS-Spektren in einem groflen
dynamischen Bereich ist dabei durch die rdumliche Trennung von Selektion, Fragmentierung

und Massenanalyse der Analyten moglich.

4.2.2.2 Massenspektren von Peptiden und Proteinen nach Elektro- oder Nanospray-

lonisation

Wie im vorigen Kapitel beschrieben, sind Peptide und Proteine nach Elektro- oder
Nanospray-lonisation in der Regel mehrfach geladen. Handelt es sich um Proteine, die viele
Ladungen tragen, wird 1im Massenspektrum eine Verteilung unterschiedlicher
Ladungszustdnde detektiert. Jeder Ladungszustand bildet ein Set von Signalen, die als
Ladungs-Envelope bezeichnet werden und die Isotopensignale darstellen. Die Isotopensignale
konnen bei mehrfach geladenen Peptiden und Proteinen nur bei der Verwendung
hochauflosender Massenspektrometer aufgetrennt und einzeln detektiert werden. Aus dieser
Verteilung der Isotopensignale lassen sich die Ladung und damit auch das Molekulargewicht
des Molekiils bestimmen. Wird das Molekiil mittels kollisionsinduzierter Dissoziation
(Collision-Induced Dissociation, CID) fragmentiert, zerfdllt es in charakteristische
Bruchstiicke aus denen sich die Aminosduresequenz ableiten ldsst. Die vorrangige Spaltung
dieser geringenergetischen Dissoziation findet an der Peptidbindung statt (b- und y-lonen),
die Nomenklatur fiir unterschiedliche Spaltstellen im Peptid ist in Abb. 9 dargestellt [126].
Fragmentiert ein Peptid unter CID-Bedingungen an einer Peptidbindung, wird das N-
terminale Fragment als b-Ion bezeichnet, wenn die Ladung am N-Terminus verbleibt.

Befindet sich die Ladung am C-terminalen Fragment, wird dieses y-lon genannt.

H+

I
H,N—CHTC1—N-~CHTC—N-~CH-COOH

Ry R, R,

Xo Yo Zo X4 Y1 Z4

Abb. 9 Nomenklatur der Fragmentierung von Peptiden nach kollisionsinduzierter Dissoziation

[126].
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Ein moglicher Dissoziationsmechanismus ist in Abb. 10 dargestellt. Die Fragmentierung von
protonierten Peptiden durch CID ist stark von der Struktur der Peptide abhéngig. Der in Abb.
10 dargestellte Mechanismus setzt die Anwesenheit eines mobilen Protons [127] voraus,
welches durch Lokalisation an dem Stickstoffatom der Peptidbindung, die gebrochen wird,

den nukleophilen Angriff der Kohlenstoffzentrums begiinstigt und damit die Dissoziation der
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Bindung einleitet [128].

Abb. 10 Moglicher Dissoziationsmechanismus von protonierten Peptiden unter CID-Bedingungen

[129].

Zur Charakterisierung und Identifizierung von Proteinen stehen grundsétzlich zwei Ansitze
zur Verfligung. Die Bottom-Up-Methode ist durch die Messung von Spaltprodukten des zu
analysierenden Proteins gekennzeichnet. Proteine werden dabei mittels einer Endoprotease,
wie zum Beispiel Trypsin, in Peptide gespalten und Massenspektren sowie MS/MS-Spektren
der Peptide aufgezeichnet. Diese Technik ist fiir die meisten Analysen und insbesondere fiir
die Identifizierung von Modifikationen sehr praktikabel, da aus den Peptiden deutlich
aussagekriftigere MS/MS-Spektren entstehen als bei der Fragmentierung eines intakten
Proteins [109,130,131]. Eine andere Moglichkeit ist die Top-Down-Methode wo das intakte
Protein analysiert und wéihrend der MS-Analyse fragmentiert wird. Dieser Ansatz kommt im

Wesentlichen zum Einsatz, wenn das Molekulargewicht eines Proteins bestimmt werden soll.
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Die Bottom-Up-Methode wird héufig mit einer 2D-Elektrophorese gekoppelt, welche eine

sehr effektive Vortrennung von Proteinen erlaubt [132].

4.2.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-PAGE)

Die zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-Elektrophorese, 2D-PAGE) ermdglicht die
Auftrennung von Proteinen nach ihrem isoelektrischen Punkt in der ersten Dimension [133]
und nach dem Molekulargewicht in der zweiten, anschlieBenden Dimension [134]. Die
isoelektrische Fokussierung wird heutzutage meist auf Gelstreifen mit immobilisiertem pH-
Gradienten (IPG) durchgefiihrt. Dabei gibt es IPGs mit sehr weitem (z.B. 3-10 oder 3-11) bis
zu sehr engem pH-Bereich (z.B. 4.7-5.9), welche dann eine sehr feine Auftrennung
ermoglichen. Je nach Gel, welches in der zweiten Dimension verwendet werden soll, wird die
Lénge der IPGs gewihlt, diese konnen 7-24 cm lang sein. Um die Probe auf den Gelstreifen
aufzugeben, gibt es ebenfalls unterschiedliche Moglichkeiten, die je nach Probe und pH-
Gradient bevorzugt werden. Die beiden géngigsten Methoden sind dabei das Rehydratations-
Laden der Probe in den Streifen, indem der Gelstreifen auf die Probe gelegt wird und diese in
das Gel einzieht und den Streifen gleichzeitig rehydriert, und das Cup-Loading. Letzteres
wird bei IPGs mit basischem pH-Bereich hédufig bevorzugt. Hier wird der IPG in einer
Rehydratationslosung aufgequollen und die Probe anschlieBend in ein Topfchen (Cup)
gegeben, welches auf den IPG gesetzt wird. Die Probe zieht dann unter leichter Spannung zu
Beginn der Fokussierung in den Streifen ein. Bei basischem pH-Gradienten wird die Probe
dabei auf der saureren Seite des IPGs aufgegeben. Auch in der zweiten Dimension gibt es
viele Variationsmdglichkeiten um bestimmte Proteine und Mischungen moglichst effektiv
aufzutrennen. Grundsitzlich kann die Auftrennung der Proteine reduzierend oder nicht-
reduzierend durchgefithrt werden. Am héufigsten ist in der zweiten Dimension die
Verwendung von SDS-Gelen aber auch native Gele, bei denen die Struktur der Proteine
aufrechterhalten wird, sind mdglich. Die verwendeten Polyacrylamid-Gele konnen mit
unterschiedlichem Prozentsatz an Acrylamid hergestellt werden, was grofen Einfluss auf die
Trennung von Proteinen in bestimmten Molekulargewichtsbereichen hat. Zusitzlich kdnnen
unterschiedliche Laufpuffer verwendet werden, um die Auftrennung zu variieren [135]. Die
2D-Elektrophorese hat im Proteomics-Bereich eine grofle Bedeutung und dient hiufig
zusammen mit spezieller Software nicht nur als Auftrennungssystem, sondern auch zur
Analyse relativer Spotvolumina und damit zur Bestimmung relativer Proteinmengen
unterschiedlicher Spots in komplexen Proteingemischen. Ein Schema einer 2D-Elektro-

phorese ist in Abb. 11 dargestellt.
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Abb. 11 2D-PAGE.

Um nach einer 2D-Elektrophorese Proteine auf dem Gel sichtbar zu machen werden sie
gewOhnlich mit Coomassie Blue angefirbt. Diese Farbemethode ist die géingigste, ist aber mit
einer Empfindlichkeit um 50 ng relativ unempfindlich.

Mochte man empfindlicher und zusitzlich selektiver visualisieren, verwendet man einen
Immunoblot. Dabei werden die Proteine vom Gel auf eine Membran {ibertragen (i.d.R.
Polyvinylidenfluorid- (PVDF) oder Nitrozellulosemembranen) [135,136] und diese dann mit
einem spezifischen Antikdrper inkubiert. Eine zweite Inkubation wird mit einem sekundéren
Antikdrper durchgefiihrt, der an eine Peroxidase gekoppelt ist. Nach Zugabe eines
Chemilumineszenzreagenzes (basierend auf Luminol) wird so eine Lumineszenzreaktion
ausgelost und in einer CCD (charged-coupled device)-Kamera oder auf einem Film die
Detektion der Proteine ermoglicht.

Eine neuere Form der 2D-Elektrophorese ist die DIGE-Technologie (Difference Gel
Electrophoresis) [137]. Zwei Proben, die verglichen werden sollen (zum Beispiel Proben
eines gesunden und eines kranken Versuchstieres) werden mit zwei unterschiedlichen
Fluoreszenz-Farbstoffen markiert, gemischt und anschlieBend als eine Probe mittels 2D-
PAGE aufgetrennt. Durch Auslesen der Gele mit einem Fluoreszenz-Scanner konnen die
unterschiedlich markierten Proteine, sowie die Kombination der beiden Proben angezeigt und
Verdnderungen im Proteinpattern leichter und eindeutiger erkannt werden (Abb. 12, rechts).
Zum Ausgleich von Gel zu Gel-Variationen kann zusétzlich ein interner Standard mit einem
dritten Fluoreszenzfarbstoff verwendet werden. Fiir die Kombination mit der

Massenspektrometrie  eignet sich ein  minimal labeling von Lysinresten zur
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Fluoreszenzmarkierung, bei dem etwa 3 % der Lysine markiert werden wie in Abb. 12

dargestellt.
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Abb. 12 DIGE: Markierung von Lysinresten (links), Mischen der Proben und 2D-PAGE (rechts).

4.2.4 Immunoaffinitatsaufreinigung (1AP)

Die Immunoaffinititsaufreinigung (IAP) dient der selektiven Aufreinigung und Isolation
eines bestimmten Peptids oder Proteins aus einer komplexen Matrix wie beispielsweise
Plasma oder Urin. Neben Immunoaffinititssdulen, die mit einem antikdrper-gekoppelten Gel
befiillt sind oder der Immunprézipitation mittels Sepharose-Protein G-Beads, ist die
Aufreinigung mittels paramagnetischer Beads eine sehr elegante Isolationsmethode [138].
Diese superparamagnetischen Polystyren-Partikel kdnnen mit einem Antikorper gekoppelt
werden, aber auch bereits gekoppelt an zum Beispiel Protein G oder A oder einen sekundéiren
Antikdrper erworben werden. Die Antikdrperkopplung erfolgt an tosylaktivierte Beads, die
primidre Amino- oder Sulphydryl-Gruppen von Proteinen unter Bildung einer Peptidbindung
binden. Magnetische Beads, die bereits an einen sekunddren Antikorper gekoppelt sind,
erlauben eine sehr gute Reproduzierbarkeit und Flexibilitdt des Analyten und sind damit fiir
die Implementierung analytischer Verfahren sehr gut geeignet. Die Methode der IAP mittels
Sekundir-Antikorper-gekoppelter Beads ist in Abb. 13 dargestellt. Ein primirer Antikorper
(der zum Beispiel im Kaninchen produziert wurde), der selektiv an das zu isolierende Antigen
bindet, wird einer Probe zugegeben. Zusitzlich werden die entsprechenden Anti-Kaninchen-
IgG-Antikdrper, gekoppelt an magnetische Beads, zugefiigt (A). Die Probe wird inkubiert und
der primédre Antikorper bindet das gesuchte Protein wihrend die magnetischen Beads mit
ihrem sekundiren Antikorper die primdren Antikdrper aus der Matrix fischen (Abb. 13 B,
vergrofert). Das gebundene Antigen wird mit Hilfe eines Magneten abgetrennt und die Beads
konnen gewaschen werden (C), bevor das Protein in einem kleinen Volumen Losung eluiert
wird. Das Eluat ist je nach Elutionsmittel kompatibel mit der Massenspektrometrie sowie der

2D-Elektrophorese.
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Abb. 13 Immunoaffinitdtsaufreinigung mittels Antikérper-gekoppelter, paramagnetischer Beads.
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Die Produktion von Antikdrpern erfolgt fiir polyklonale Antikorper in Tieren, hdufig Mausen
oder Kaninchen. Die Tiere werden mehrmals mit einem bestimmten Antigen, gegen welches
die enstehenden Antikorper gerichtet sein sollen, immunisiert, bevor das Antiserum
entnommen und aufgereinigt wird. Polyklonale Antikdrper sind damit auf mehrere
unterschiedliche Epitope gerichtet und kénnen auch unterschiedliche Antikorperklassen haben
(zum Beispiel IgM und IgG). Monoklonale Antikorper werden durch hybridisieren eines
bestimmten B-Lymphozyten mit einer Myelom-Zelllinie hergestellt. Dazu werden Tiere mit
einem Antigen immunisiert und die B-Lymphozyten aus der entnommenen Milz isoliert.
Diese Antikorper binden damit sehr spezifisch an nur ein Epitop eines Antigens, enthalten nur

eine Antikorperklasse und sind unbegrenzt verfiigbar (Hybridom-Technik) [139].

4.2.5 Nachweis von Peptidhormonen in der Dopinganalytik

Der Nachweis von Proteinen und Peptiden in der Dopinganalytik ist, im Vergleich zu
Substanzen wie Steroidhormone oder Stimulantien, noch sehr stark in der Entwicklung. Laut
Welt Anti-Doping Agentur ist die Verwendung folgender Proteine und Peptide im Sport
verboten [4]:

e Erythropoietin (EPO),

e Wachstumshormon, Insulindhnliche Wachstumsfaktoren (z.B. IGF-I), Mechano-

Wachstumsfaktoren (MGFs),

¢ Gonadotropine (e.g. LH, hCG, nur bei Ménnern),

e Insuline,

e Kortikotropine,

e und andere Substanzen mit &hnlicher Struktur oder Wirkung, sowie die

Releasingfaktoren der Proteine.
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Wihrend Nachweismethoden fiir Insulin oder das Releasinghormon des Luteinisierenden
Hormons (LHRH) nach Immunoaffinititsaufreinigung aus Urin massenspektrometrisch
moglich sind [140-143] und IGF-I auf d4hnliche Weise aus Serum nachgewiesen werden kann,
[144] sind die im Blut zirkulierenden und in den Urin ausgeschiedenen Mengen bei EPO oder
Wachstumshormon zu klein, um sie massenspektrometrisch erfassen zu konnen. Stattdessen
muss auf immunologische Methoden zuriickgegriffen werden. Zur Detektion von
Erythropoietin werden 20 ml Urin aufkonzentriert und mittels eines IEF-Gels aufgetrennt,
bevor das EPO mittels Doppelblot und Immunfarbung detektiert werden kann [145,146]. Eine
zweite Technik, die komplementir verwendet wird, basiert auf der Auftrennung der Analyten
mittels SDS-PAGE, da rekombinantes EPO ein etwas hoheres Molekulargewicht hat als das
Endogene [50]. Die entscheidenden Unterschiede, die eine Diskriminierung von endogenem
und rekombinantem EPO erlauben, liegen in den Kohlenhydratketten, da deren

Zusammensetzung stark von den Zellen abhingig ist, in denen das Protein produziert wird.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Massenspektrometrische Charakterisierung von hypophysarem Wachstums-

hormon
5.1.1 Hypophysen

Zur massenspektrometrischen Charakterisierung endogenen Wachstumshormons wurden
Hypophysen aus Leichen verwendet. Diese wurden vom Institut fiir Rechtsmedizin,
Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf, zur Verfiigung gestellt. Die Driisen wurden nach
Entnahme aus dem Kdrper bei -20 °C tiefgefroren.

Eine Hypophyse wurde in 2 ml MCSS-Losung (multichaotropic sample solution, 7,7 M
Harnstoff, 2,2 M Thioharnstoft, 4,4 % CHAPS, 44 mM Tris) mittels eines Mikromorsers
homogenisiert und nach 30 min im Ultraschallbad fiir 3 min bei 10000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde bis zum Zeitpunkt der Analyse bei -20 °C tiefgefroren.

5.1.2 2D-PAGE

Zur Vorbereitung der isoelektrischen Fokussierung wurden 10-50 pl des Hypophysen-
extraktes mit MCSS auf ein Volumen von 200 pl aufgefiillt. Die Proteine wurden mit DTT
(10 pul, 1 M, 45 min) reduziert und die Cystein-Reste mit Acrylamid (30 pl, 1 M, 45 min)
derivatisiert. Nach Zugabe von weiteren 20 ul DTT (10 min), um den Acrylamid-Uberschuss
zu deaktivieren, wurde die Losung durch Rehydratations-Laden (~ 4 h Raumtemperatur
(RTmp)) in die Gelstreifen (11 cm, pH 4,7-5,9) aufgenommen und die Fokussierung iiber
Nacht mit folgendem Spannungsgradienten durchgefiihrt: 100-300 V in 2 h, 300-10000 V in
6 h und 10000 V bis insgesamt 80000 Vh erreicht wurden (Stromfluss maximal 50 pA/IPG).
Die IPGs wurden in LDS-Probenpuffer zweimal 10 min equilibriert und die Proteine
anschlieBend auf 12 % Bis-Tris oder 8-16 % Tris-Glycin Gelen nach dem Molekulargewicht
aufgetrennt (90 min, 125 V). SchlieBlich wurden die Gele gewaschen (3x5 min, MilliQ
Wasser), fixiert (15 min, 7 % Essigsdure, 50 % Methanol), nochmals gewaschen (10 min,

MilliQ Wasser) und mit Coomassie Blue geférbt.

5.1.3 Difference Gel Electrophoresis (DIGE)

Um zu priifen, ob die 22 kDa-Hauptform des endogenen GH und das rekombinante GH sich
tatsdchlich weder im Molekulargewicht noch im pl unterscheiden, wurde eine Difference Gel

Electrophoresis durchgefiihrt. Um eine moglichst gute Auflosung zu erreichen wurden 18 cm
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lange IPGs und 25x20 cm gro3e SDS-Gele verwendet. Die SDS-Gele wurden nach Anleitung
des Anbieters (EttanDALTwleve, GE Healthcare) mit 12,5 % Acrylamid gegossen (900 ml
Monomerlosung: 281 ml 40 % Acrylamid/3 % N,N’-Methylenbisacryamid, 225 ml 0,375 M
Tris-HCl pH 8,8, 450 ul TEMED (N,N,N’-Tetramethylethlyendiamin), 388 ml MilliQ-
Wasser, 3,6 ml 10 % APS (Ammoniumpersulfat)), zum Polymerisieren mit 0,1 % SDS
tiberschichtet und iiber Nacht bei Raumtemperatur belassen. Fiir das DIGE-Gel wurden zwei
Proben vorbereitet. Eine Menge von 5pug (10 ul einer 500 pg/ml Losung in MCSS)
rekombinanten Wachstumshormons und eine Probe Hypophysenextrakt mit etwa der gleichen
Menge des 22 kDa-GHs wurden nach Uberpriifen des pH-Wertes (pH 8,5) folgendermaBen
markiert: Die Fluoreszenzfarbstoffe Cydye 3 und 5 wurden zu einer Konzentration von 400
pmol/pul in Dimethylformamid geldst. Zu der Hypophysenextraktprobe wurde 1 pl CyS5 und zu
der Probe mit rekombinantem GH 1 pl Cy3 gegeben. Nach Inkubation fiir 30 min bei 0 °C
wurde 1 pl 10 mMol Lysin zugegeben um die Markierungsreaktion zu stoppen. Die Proben
wurden mit MCSS auf 100 pl aufgefiillt, reduziert und derivatisiert wie in 5.1.2 beschrieben.
Fiir das Cup-Loading wurde die Probe an der Kathode aufgetragen und die IEF mit folgendem
Spannungsgradienten durchgefiihrt: 150 V fiir 3 h; 300 V fiir 3 h; 300-1000 V in 6 h; 1000-
10000V in 1h; 10000V fiir weitere 2h; Stromfluss: maximal 75 pA/IPG. Nach
Nachfokussieren (30 min, 10000 V) und Equilibrieren der IPG-Streifen (6 M Harnstoff, 2 %
SDS, 75 mM Tris pH 8,8, 0,002 % Bromphenol-Blau, 30 % Glycerol) wurde das SDS-Gel
gestartet (SDS-Laufpuffer: 250 mM Tris, 1,92 M Glycin, 1 % SDS, 5 mA/Gel fiir 2 h, dann
25 mA/Gel tiber Nacht). Die unterschiedlichen Fluoreszenzfarben wurden mit Hilfe eines

Fluoreszenzscanners aufgenommen.

5.1.4 Trypsin- und GluC-Verdau

Trypsin ist das gingigste Enzym zur Spaltung von Proteinen vor einer massen-
spektrometrischen Bottom-Up Analyse der entstandenen Peptide. Trypsin spaltet sehr selektiv
C-terminal der basischen Aminosduren Lysin und Arginin. Die theoretisch enstehenden
Peptide des Wachstumshormons sind in Tabelle 4 aufgelistet. Fiir den Trypsinverdau aus dem
Gel wurden Spots von Interesse mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit 100 mM
NH4HCOs/Acetonitril (ACN) 1/1 (v:v) entfarbt (2 x 10 min RTmp, je 100 pl). Der Spot
wurde mit 100 pl ACN dehydriert und nach Verwerfen des ACN in der Vakuumzentrifuge
getrocknet (10 min). Es wurden 10 pl Trypsin zugegeben (20 pg/ml) und die Probe 30 min
bei 4 °C belassen, um ein Einziehen des Enzyms zu gewihrleisten, bevor der Verdau beginnt.

AnschlieBend wurde nach Zugabe von 20 ul 50 mM NH4HCO; iiber Nacht bei 37 °C
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inkubiert. Die entstandenen Peptide wurden dreimal mit je 100 pl 1 % Trifluoressigsdure
(TFA)/50 % ACN aus den Gelspots extrahiert (je 10 min, 1000 rpm, RTmp) und die
vereinigten Extrakte in der Vakuumzentrifuge eingeengt. Nach Anldsen in 50 ul Essigsdure (2
%) wurden die Proben mittels Nano- oder Kapillar-LC/LTQ Orbitrap MS analysiert.

Der Verdau mit GluC wurde gleichermallen durchgefiihrt. Von der Enzymlosung wurden 5 pl
(1 mg/ml) zugegeben (+10 pl 50 mM NH4HCO;) und die Proben iiber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. GluC spaltet in Carbonatpuffer vorwiegend C-terminal an

Glutamat.



5 Experimenteller Teil — Massenspektrometrie 51

Tabelle 4  Theoretischer Verdau von Wachstumshormon mit Trypsin und GluC.

Aminosiuresequenz des Peptids Position der Masse
Aminosiuren [M+H]"
Trypsinverdau:
YSFLQNPQTSLC*FSESIPTPSNR 42-64 2687,277*
LHQLAFDTYQEFEEAYIPK 20-38 2342,134
SVFANSLVYGASDSNVYDLLK 95-115 2262,129
ISLLLIQSWLEPVQFLR 78-94 2055,200
FDTNSHNDDALLK 146-158 1489,692
DLEEGIQTLMGR 116-127 1361,673
NYGLLYC*FR 159-167 1219,593*
LFDNAMLR 9-16 979,503
FPTIPLSR 1-8 930,541
SNLELLR 71-77 844,489
SVEGSC*GF 184-191 856,351%*
LEDGSPR 128-134 773,379
VETFLR 173-178 764,430
EETQQK 65-70 762,363
TGQIFK 135-140 693,393
QTYSK 141-145 626,314
IVQC*R 179-183 689,376*
DMDK 169-172 508,207
EQK 39-41 404,214
AHR 17-19 383,215
K 168-168 147,113
Glu-C-Verdau
DGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYC*FRKDMDKVE | 130-174 5329,568*
LLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEE 75-119 5166,776
FPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQE 1-30 3600,853
QKYSFLQNPQTSLC*FSE 40-56 2090,985*
TFLRIVQC*RSVE 175-186 1521,821*
SIPTPSNREE 57-66 1129,548
GIQTLMGRLE 120-129 1117,603
TQQKSNLE 67-74 947,479
AYIPKE 34-39 720,393
GSC*GF 187-191 541,208*
FEE 31-33 424,171

* Acrylamidderivate
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5.1.5 OFFGEL-Fraktionierung und SDS-PAGE

Die OFFGEL-Fraktionierung ist eine isoelektrische Fokussierung die in Losung ablduft, so
dass die intakten Proteine anschlieBend massenspektrometrisch erfasst werden kdnnen und
nicht mittels Verdau aus einem Gel herausgelost werden miissen. Die OFFGEL-
Fraktionierung wurde mit 500 ul Hypophysenextrakt durchgefiihrt, nachdem diese in einem
Zentrifugenfilter (Molekulargewicht (MW) cut-off 5 kDa) mit MilliQ Wasser gewaschen und
in OFFGEL Stammldsung verdiinnt wurde, wie vom Hersteller (Agilent Technologies,
Waldbronn, Deutschland) empfohlen. Es wurden IPG-Streifen mit pH-Gradienten von 4,5-5,5
oder 4-7 und ein 24 Well Frame-Set verwendet. Die Fraktionierung wurde nach
Herstellerinformationen mit einer Stromflussgrenze von 50 pA/Probe und einer Voltstunden-
zahl von mindestens 50000 Vh iiber Nacht durchgefiihrt. Nach der Fraktionierung wurden aus
den Wells 50-150 pl Lésung gewonnen, und zur Uberpriifung der Fraktionierung ein SDS-
Gel angefertigt. Ein Volumen von 20 ul jeder Fraktion wurde mit 3 pl Dithiothreitol (DTT,
1 M) und 7 pl LDS-Probenpuffer (4x) gemischt und 10 min auf 70 °C erhitzt. Die Proben
wurden auf ein 12 %iges Bis-Tris Gel aufgegeben und das Gel nach dem Lauf (100 min,
125 V) mit Coomassie Blue gefirbt. Interessante Fraktionen wurden nach Waschen und
Aufkonzentrieren in einem 10 kDa-Zentrifugenfilter mittels Kapillar-LC/Orbitrap-MS
gemessen. MS/MS-Spektren wurden auf einer API 4000 QTrap aufgenommen.

5.1.6 Ultrafiltration zur Analyse von Wachstumshormon-Fragmenten

Zur Analyse intakter Wachstumshormonfragmente in der Hypophyse wurden 100 pl
Hypophysenextrakt durch einen Zentrifugenfilter zentrifugiert (MW cut-off 30 kDa) und der
Durchlauf mittels Kapillar-LC/Orbitrap-MS gemessen.
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5.1.7 Flussigkeitschromatographie/Massenspektrometrie

Fiir die Analyse der Proben wurden drei unterschiedliche LC/MS-Setups verwendet.

5.1.7.1 Nano-LC/LTQ Orbitrap-MS

Die Nano-LC wurde zur Analyse von Peptiden nach Trypsin- oder Glu-C-Verdau verwendet

und war mit einer Sdule ausgestattet, die speziell fiir Peptide geeignet ist.

Flussigkeitschromatograhie: Waters Nano-Acquity UPLC
Trapping-Saule: Symmetry C18 (5 um, 180 pm x 20 mm,
Fluss 5 pl/min)
Analytische Saule: BEH130C;3 peptide column
(1,7 pm, 100 pm x 100 mm)
Saulentemperatur: 40 °C
Injektionsvolumen, Fluss: 1 ul, 750 nl/min
Laufmittel: A: 0,1 % Ameisensdure
B: 0,1 % Ameisensdure in ACN
Laufmittel-Gradient: 3 min 97 % A, 3-5 min 80 % A, 5-45 min 40 % A,

45-48 min 20 % A, 48-50 min 3 % A, 50,01 min 97 %
A, 15 min Equilibrierung 97 % A

Massenpektrometrie: Thermo LTQ Orbitrap
Ionisierung: positiv, Nanospray
Ionisierungsspannung: ~1,4 kV

Auflésung: 60000 bei m/z 400 (FWHM)
Kollisionsenergie: 35%

Kollisionsgas: Helium

Damping-Gas LTQ: Helium

Damping-Gas C-Trap: Stickstoff
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5.1.7.2 Kapillar-LC/LTQ Orbitrap-MS

Fiir intaktes Wachstumshormon oder grofle Fragmente wurde eine Kapillar-LC verwendet.
Die Kopplung mit der Orbitrap ermdglichte die Bestimmung akkurater Massen der Proteine.

AuBerdem wurden Trypsin- und GluC-Verdaue mit diesem System analysiert.

Flussigkeitschromatograhie: Agilent 1100 Kapillar LC
Trapping-Siaule: Zorbax 300 SB - C18 (3,5 um, 50 x 0,3 mm)
Analytische Saule: Zorbax 300 SB - C18 (5 um, 5 x 0,3 mm)
Saulentemperatur: 40 °C
Injektionsvolumen, Fluss: 5 ul, 10 ul/min
Laufmittel: A: 0,1 % Essigsdure, 0.01 % TFA

B: 80 % ACN, 0,1 % Essigsédure, 0.01 % TFA
Laufmittel-Gradient: 0-2 min 95 % A, 2- 25 min 60 % A, 25-34 min 3 % A,

34-44 min 3 % A, Reequilibrierung 16 min 95 % A

Massenspektrometrie: Thermo LTQ Orbitrap
Ionisierung: positiv, Elektrospray
Ionisierungsspannung: 3,5kV

Auflésung: 100000 bei m/z 400 (FWHM)
Kollisionsenergie: 35%

Kollisionsgas: Helium

Damping-Gas LTQ: Helium

Damping-Gas C-Trap: Stickstoff
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5.1.7.3 LC/ API QTrap 4000-MS

Der Triple-Quadrupol wurde fiir MS/MS-Experimente verwendet bei denen kleine Fragmente
detektiert werden sollten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde er zur Messung von charakter-
istischen Zuckerfragmentionen einer modifizierten Wachstumshormonform verwendet. Das
modifizierte Wachstumshormon wurde nach der OFFGEL-Fraktionierung intakt gemessen
und fragmentiert. Durch den low mass cut-off von lonenfallen im MS/MS-Modus war dies mit

der Orbitrap bzw. dem LTQ nicht moglich.

Flussigkeitschromatograhie: Agilent 1100 LC
Vorsédule: Zorbax StableBond (1 mm x 17 mm, 5 um)
Analytische Séule: Zorbax 300SB-C18, 3,5 um
Séulentemperatur: 40 °C
Injektionsvolumen, Fluss: 5 ul, 100 pl/min
Laufmittel: A: 1 % Essigsdure/0,1 % TFA

B: ACN/Laufmittel A (80/20)
Laufmittel-Gradient: 95 % A, 0-25 min 15 % A, 10 min Reequilibrierung
Massenspektromtrie: API QTrap 4000 Triple-Quadrupol mit LIT
Ionisierung positiv, Elektrospray
Ionisierungsspannung 5,0kV
Temperatur (ESI) 150 °C
Kollisionsenergie 40 eV

Kollisionsgas Stickstoff
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5.2 Entwicklung einer Dopingkontrollmethode zum Nachweis von Wachstumshormon

aus humanem Plasma
5.2.1 Plasmaproben und Wachstumshormonkonzentrationen

Die in dieser Arbeit verwendeten Blutproben stammten von gesunden Probanden oder
Patienten, die Wachstumshormon applizieren miissen, um einen Wachstumshormonmangel
oder Kleinwuchs auszugleichen. Die Probanden gaben ihr schriftliches Einverstindnis und die
Studie wurde von der Ethikkommission der Deutschen Sporthochschule K6ln genehmigt.

Das Blut wurde in EDTA-R&hrchen abgenommen und 10 min bei 2700 g zentrifugiert. Das
Plasma (1 ml) wurde in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefd$3 iiberfiihrt und bis zum Zeitpunkt
der Analyse bei -20 °C eingefroren. Wachstumshormon im Plasma ist bei Raumtemperatur
und 4 °C mindestens eine Woche und bei -20 °C mehr als 100 Tage stabil [147-149].

Zur Implementierung von Referenzwerten wurden 33 Proben unterschiedlicher gesunder
Probanden analysiert (Alter: 14-34, 16 ménnlich, 17 weiblich).

Die Patientenproben wurden vom Endokrinologikum Hamburg zur Verfiigung gestellt. Es
handelte sich um 5 Patienten (3 ménnlich, 2 weiblich), die aufgrund von Wachstumshormon-
mangel oder ungekliartem Kleinwuchs eine tigliche Menge von 50 pg/kg Wachstumshormon
applizieren miissen (Genotropin® von Pharmacia, Humatrope® von Lilly oder Omnitrope®
von Sandoz). Die Blutproben wurden etwa 2,5 und 14 h nach subkutaner Injektion genommen

(Tabelle 5).

Tabelle 5 Patientenproben mit rGH-Medikation.

Geburts- Grole Gewicht Ge- ) Préaparat, Menge,
) Krankheit o
jahr [cm] [ko] schlecht Haufigkeit
Minderwuchs, Omnitrope,
a 1996 133 21,6 w )
Wachstumshormonmangel 1 mg, taglich
ISS (idiopathic short stature, Humatrope 12,
b 1995 147 36,4 w . ,
ungeklérter Kleinwuchs) 2 mg, taglich
Omnitrope 3,3,
c 1994 145 44,2 m Wachstumhormonmangel
1,2 mg, taglich
ISS (idiopathic short stature, Genotropin 12,
d 2001 113 21,7 m
ungeklirter Kleinwuchs) 1 mg, tiglich
Genotropin 12,
e 1997 129 26,4 m Wachstumshormonmangel

1 mg, taglich
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Zur Untersuchung der belastungsinduzierten Wachstumshormon-Ausschiittung mit dem
entwickelten Assay wurde eine 30miniitige, anaerobe Lautbelastung (durchschnittlicher Puls:
180 Schldge/min) mit zwei Probanden (1 ménnlich, 34 Jahre; 1 weiblich, 26 Jahre)
durchgefiihrt. Blutproben wurden vor und 0, 10, 20, 30 und 90 min nach der Belastung

abgenommen. Laktatwerte wurden vor und unmittelbar nach der Belastung gemessen.

5.2.2 Wachstumshormonkonzentrationen

Die Wachstumshormon-Konzentrationen von den Patientenproben sowie den Proben des
Belastungstests und des Tagesprofils wurden mit einem Enzyme-linked Immunosorbent Assay

(ELISA, R & D Systems) nach Herstellerangaben gemessen.

5.2.3 Standardlésungen

Rekombinantes GH (0,2 mg/ml) sowie der interne Standard Laktogen (I mg/ml) wurden als
Stammlosung in 1 % Rinderserumalbumin (BSA) bei -20 °C gelagert. Arbeitslosungen
wurden arbeitstdglich in Konzentrationen von 0,2 ng/ml (rGH) sowie 0,1 pg/ml und 10 ng/ml

(Laktogen) neu hergestellt.

5.2.4 Probenvorbereitung

Die im Folgenden beschriebene Probenvorbereitung erlaubt die Analyse von 6 Proben in einer
Aufarbeitung und nimmt fiir Immunoaffinititsaufreinigung, 2D-PAGE und Immunoblot etwa
2%, Tage in Anspruch. Abb. 14 und 15 zeigen ein FlieBschema und eine schematische

Darstellung der Aufarbeitung.


http://de.wikipedia.org/wiki/Enzyme-linked_Immunosorbent_Assay
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1 ml Plasma

+ 2,5 yl prim. Antikérper (Genetex GTX72790)
+ 75 pl Anti-Kaninchen magnetische Beads
+ 0,2 pg Laktogen (Swissprot Q6PF11)

Inkubation Uber Nacht, 4 °C, schitteln Gber Kopf

v

Abtrennen der Beads vom Plasma mit Magnet, US verwerfen

—]  —

Eluieren mit 2 x 130 pl MCSS (5 min, 1000 rpm, 25 °C)

| 2 x waschen mit je 150 pl PBS (2 min, 500 rpm, 25 °C)

+ 15 pl DTT (1 M), 45 min RTmp

| + 45 pl Acrylamid (1 M), 45 min RTmp
] L

| + 30 pl DTT (1 M), 10 min RTmp
] L

+ 1 pl Tracking dye
Rehydratation der Probe in den IPG-Streifen
(18 cm IPGs, pH 4,7-5,9, ~ 5 h)

1. Dimension: IPGPhor 111 (GE Healthcare): 500 V fur 1 h, 500-1000 V in 2 h,
1000-10000 V in 3 h, 10000 V fur 4 h

30 min nachfokussieren bei 10000 V
Equilibrieren der IPGs: 2 x 10 min mit je 2 ml LDS Probenpuffer

IPGs abschneiden, auf der saueren Seite 4.5 cm, auf der basischen 6.5 cm

v

2. Dimension: 12 % Bis-Tris-Gele
(Invitrogen, Programm: 125 V, ca. 90 min, MOPS-Puffer)

Gele mit Spatel zurecht schneiden (auf 3 cm HBhe), in Transfer-Puffer legen

Membran Set-up: 30 sec in MeOH, 2 min in H,O legen, 5 min Transfer-Puffer

v

Blot: Transfer-Puffer getranktes Blotpaper in Blotkammer, Membranen darauf,
Gele darauf, 1 getranktes Blotpaper darauf
Programm: 250 V, 1 mA/cm?Z2, 45 min

Membranen mit H,O abspulen, in Blockldsung, 1 h schitteln bei RTmp
] [

Kurz waschen mit PBST.,, Blockldsung
+ prim. Antikdrper (1:2000, Genetex GTX72790)

Waschen mit PBST., 2 x 5 min, 1 x 15 min, Blocklésung

+ sek. Antikdrper (1:7500, Sigma 9169)
] [

Waschen mit PBST.., 2 X 5 min, 1 x 15 min, Membran abtropfen lassen
+ ECL Advance, 5 min einwirken lassen

V

Detektion: Membranen in Klarsichtfolie,
Chemiliumineszenz mit CCD-Kamera

Abb. 14 Schematische Darstellung der Probenvorbereitung und Detektion.
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Abb. 15 Graphische Darstellung der Probenvorbereitung und Detektion.
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5.2.4.1 Immunoaffinitatsaufreinigung

Das Wachstumshormon wurde mit Hilfe magnetischer Beads aus 1 ml Plasma isoliert. Fiir die
Aufreinigung wurden 2,5 pl primirer Antikorper (1 mg/ml, produziert im Kaninchen) und
75 ul magnetische Beads, die an einen sekundéren anti-Kaninchen Antikorper gekoppelt sind,
verwendet. Zusidtzlich wurden 0,2 pg humanes, plazentares Laktogen als interner Standard
zugegeben. Nach Inkubation iiber Nacht wurden die Beads mit PBS-Puffer (Phosphate
Buffered Saline, 140 mM NaCl, 8 mM Na,HPO,4, 1,7 mM NaH,PO4) gewaschen und die
Analyten mit 2 x 130 ul MCSS (je 5 min, 1000 rpm) eluiert.

5.2.4.2 2D-PAGE und Immunoblot

Zur Vorbereitung der isoelektrischen Fokussierung wurden die Proteine in dem Eluat der IAP
mit DTT reduziert (15 pl, 1 M, 45 min RTmp), mit Acrylamid derivatisiert (45 ul, 1 M,
45 min RTmp) und der Acrylamid-Uberschuss mit weiteren 30 ul DTT inaktiviert.

Die IPGs (18 cm, pH 4,7-5,9) wurden mit der Probenldsung rehydriert und die isoelektrische
Fokussierung liber Nacht mit folgendem Spannungsgradienten durchgefiihrt: 500 V, 1 h; 500-
1000 V, 2 h; 1000-10000 V, 3 h; 10000 V fiir 4 h (insgesamt: 57000 Vh). Die IPGs wurden
30 min bei 10000 V nachfokussiert und dann zweimal in LDS-Puffer (je 10 min) equilibriert.
Um Mini-Gele (8x10 cm) in der zweiten Dimension verwenden zu konnen, aber nicht an
Auftrennungskapazitit in der IEF zu verlieren wurden die 18 cm-IPGs nach der IEF auf 7 cm
und einen pl-Bereich von etwa 5,0-5,5 gekiirzt (4,5 cm auf der sauren Seite des IPGs, 6,5 cm
auf der basischen Seite). Die SDS-PAGE wurde auf 12 %igen Bis-Tris Gelen durchgefiihrt.
(90 min, 125 V, MOPS-Laufpuffer (MOPS=3-(N-morpholino)propanesulfonic acid)).

Nach der SDS-PAGE wurden die Gele mit einem Spatel auf etwa 3 cm Hohe an der oberen
Seite gekiirzt (siche Abb. 15), um drei Proben auf eine 7x9 cm Membran blotten zu kdnnen,
welche sich in ihrer Grofle zum Blotten mit extradicken Blotpapier sehr gut eignete. Die
verwendete Gelkammer ermoglicht das Laufen von 6 Gelen gleichzeitig, so dass 2x3 Gele
zusammen geblottet werden kdnnnen und damit ein fiir eine Bestéitigungsanalyse akzeptabler
Probendurchsatz von 6 Proben/Aufarbeitung ermoglicht wird. Die Proteine wurden auf
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen geblottet (1 mA/cm®, 45 min, Blotpuffer: 39 mM
Glycin, 48 mM Tris, 0.0375 % SDS, 20 % Ethanol) und es wurde unter der Membran und
tiber dem Gel je ein in Puffer getranktes Blotpapier verwendet.

Nach dem Blotten wurde die Membran mit MilliQ Wasser abgespiilt und aktive Stellen mit
ECL Advance Blocking Reagenz vor der Immunfirbung durch einstiindige Inkubation

abgesittigt. Alle Inkubationsschritte wurden unter leichtem Schiitteln (20 rpm) auf einem


http://de.wikipedia.org/wiki/Polyvinylidenfluorid
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Schwenkschiittler durchgefiihrt. Die Membran wurde in PBSTgcp-Puffer (100 mM NaCl,
80 mM Na,HPO,, 20 mM NaH,PO4, 0.2 % Tween 20) zweimal kurz gewaschen und
anschlieBend eine Stunde mit dem priméren Antikorper inkubiert. Der Antikorper, der dem
polyklonalen Antikdrper der IAP entspricht, wurde 1:2000 in Blocking-Losung verdiinnt und
die Membran eine Stunde in der Lésung geschiittelt. Nach Waschen in PBSTgcp-Puffer (2x5
min, 1x15 min) wurde mit einem sekunddren, Meerrettich-Peroxidase gekoppelten, anti-
Kaninchen-IgG Antikdrper (1:7500) 1 h inkubiert. Die Membran wurde wie nach der ersten
Inkubation mit PBSTgcr gewaschen (2x5 min, 1x15 min) und der {iberschiissige Puffer
abgetropft. Es wurde in ECL Advance Chemilumineszenzreagenz 5 min inkubiert und das
Reagenz auf Zellstoff abgetropft. Die Membran wurde in eine Klarsichtfolie gelegt und die
Signale in einer FluorChem CCD-Kamera (Software: Alpha Ease FC 3.0) detektiert.

5.2.5 Auswertung

Nach der Detektion wurden die Blotbilder mit der Image Master 2D Platinum 6.0 Software
ausgewertet. Mit der Image Master Software wurden Spot-Volumina berechnet, indem mit
Hilfe des Spot-Editing Tools Kreise um die Spots gezogen wurden. Diese wurden so klein
wie moglich gewihlt, sodass eine Subtraktion des Hintergrunds nicht notig war. Die von der
Software errechneten Spotvolumina fiir die GH-Spots wurden auf das Volumen des internen

Standards normiert.

5.2.6 Validierung

Da die entwickelte Methode als analytisches Werkzeug zum Nachweis von Doping mit rtGH
dienen soll, war eine Validierung analytischer Parameter notwendig. In Anlehnung an
klassisch-analytische Methoden wurden die Parameter Spezifitit, Linearitit, Nachweisgrenze
(LOD), Prézision und Wiederfindung bestimmt.

Fiir die Messung von Linearitidt, Nachweisgrenze und Wiederfindung wurde Pferdeserum
anstelle humaner Matrix verwendet um dem Einfluss endogenen Wachstumshormons zu
verhindern. Das Wachstumshormon des Pferdes hat einen deutlich basischeren pl (7,0) und ist

auf dem Gelausschnitt, der in dieser Methode aufgenommen wird, nicht sichtbar.
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Spezifitat:

Zur Untersuchung der Spezifitit wurden 10 Plasmaproben unterschiedlicher, gesunder
Probanden analysiert. Zusdtzlich wurde eine Probe ohne Zugabe internen Standards

analysiert, um auch hier Storsignale auszuschlieBBen.

Linearitét:
Um die Linearitdt zu priifen, wurde eine dquidistante Kalibriergerade angefertigt. Je 1 ml
Pferdeserum wurde mit 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 und 3,0 ng/ml rekombinanten Wachstums-

hormons dotiert und analysiert.

Nachweisgrenze (LOD):

Die Nachweisgrenze wurde nach der Formel LOD=y;opt3,3*spop [150] aus der
Kalibriergeraden berechnet (y.op=Achsenabschnitt der Kalibriergeraden; s;op=Standard-
abweichung von sechs Hintergrund-Werten). Zusétzlich wurde eine visuelle Nachweisgrenze
bestimmt, welche als die Konzentration GH festgelegt wurde, die in 6 von 6 Proben detektiert
werden kann. Je 1 ml Pferdeserum wurden vor der Aufarbeitung 0,25 ng/ml rekombinantes

Wachstumshormon zugegeben.

Prézision:
Die Prazision wurde aus fiinf identischen, mit rGH dotierten Proben bestimmt. Einem
Plasmapool wurden 2 ng/ml zugegeben, es wurden 5 Aliquote gebildet und die Proben nach

Zugabe des internen Standards aufgearbeitet und analysiert.

Wiederfindung:

Die Wiederfindung wurde durch Zugabe von je 2 ng/ml rGH zu 6 Aliquoten einer
Pferdeserumprobe bestimmt. Weiteren 6 Proben wurde die gleiche Menge rekombinanten
Wachstumshormons nach der Immunoaffinititsaufreinigung zugegeben, wobei der interne

Standard in beiden Fallen nach der IAP zugefiigt wurde.
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6 Ergebnisse und Diskussion

Die massenspektrometrische Charakterisierung von Wachstumshormonisoformen und
Fragmenten diente als Grundlage fiir die Entwicklung einer Dopingkontrollmethode. Da die
Dopingkontrollmethode auf der Detektion diskreter endogener Wachstumshormonformen
basiert, ist eine Charakterisierung endogener Varianten essentiell. Mdgliche individuelle
Unterschiede in der Detektion unterschiedlicher Formen nach 2D-Elektrophorese konnen
besser eingeschitzt und erkldrt werden, wenn bekannt ist, um welche Verdnderung des
Molekiils es sich handelt. Zusidtzlich fordert eine mdglichst detaillierte und vollstindige
Charakterisierung die Aufkldarung endokrinologischer Wirkungsweisen und ist damit auch fiir

klinische Anwendungen sehr bedeutsam.

6.1 Massenspektrometrische Charakterisierung

6.1.1 2D-PAGE und Trypsinverdau

pH 4,7 49 5,1 53 5,5 57 5,9
MW N O N A N e I R R
[Da]
75 pw “———
50 » 3 :
37

25 p
20

\
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- CDS 69 @10 aiih.
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10 =

Abb. 16 2D-Gel eines Hypophysenextraktes. In den eingekreisten Spots wurden Wachstumshormon-

peptide nachgewiesen, nummerierte Spots wurden detailliert untersucht.

Abb. 16 zeigt ein 2D-Gel eines Hypophysenextraktes. Durch den engen pH-Bereich der IPG-
Streifen konnten die unterschiedlichen Formen effektiv aufgetrennt werden. In allen
eingekreisten Spots wurden Wachstumshormon-Peptide detektiert, wobei die nummerierten
Spots detaillierter analysiert wurden und im Folgenden beschrieben werden.

Der Unterschied im isoelektrischen Punkt (pI) der Spots 1 und 3 sowie 3 und 5 entspricht
etwa 0,1 pH-Einheiten was im Falle des 22 kDa-Wachstumshormons einer Ladung und damit

beispielsweise einer Phosphorylierung, Sulfatierung oder Deamidierung entspricht. Der pl-
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Unterschied zwischen den Spots 2 und 6 entspricht ebenfalls einer Ladung, wie im Folgenden
noch erklért wird. Die als Spot 1-4 nummerierten Spots entsprechen den Formen, die auch in
der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Dopingkontrollmethode detektiert werden (siche
6.3).

Spot 1 ist der intensivste GH-Spot auf dem Gel und enthélt die unmodifizierte Hauptform von
GH, was in pl (5,27) und Molekulargewicht mit der Position auf dem Gel iibereinstimmt. Die
MS/MS-Spektren der detektierten Peptide aus dem Trypsin- oder GluC-Verdau sowie eine
Tabelle mit den in den unterschiedlichen Spots gefundenen Peptiden sind in 8.2 (Anhang)
dargestellt und aufgelistet. Die Bottom-Up Analyse nach Trypsin- und GluC-Verdau von

Spot 1 ergab eine Identifizierung von 96 % der Aminosduresequenz wie in Abb. 17 dargestellt

1 11 21 31 41
[FPTIPLSRLE  DINAMLRAHRL HOLAFDTYQE FEEAYVIPKEQ K[ SFLONPQT]
1

51 6 71 81 91
|SLCFSEBIPT PSNREE|TQQK SNEEEERISE LEIQSWLEPV 1 QFLRSVEFANS

101 111 121 131 141
ILVYGASDSNV YDLLKDLEEG IQTLMGRLED GSPRTGQIFK QTYSKEDTNS|

151 161 171 181 191
[ENDDALLKNY GLLYCFRKDM DKVEFELR]V QCRSVHGSCG F|

Abb. 17 Detektierte Abschnitte der GH-Sequenz nach Trypsin (gestreift) und/oder GluC-Verdau
(grau).

Ein zuvor von Zhan et al. vorgestelltes 2D-Gel eines Hypophysenextraktes in dem
Wachstumshormon detektiert wurde zeigte ein dhnliches Spotmuster, wenn auch die IEF- und

SDS-PAGE-Bedingungen unterschiedlich waren [27].

6.1.2 Splice-Variante

Spots 2, 6 und 7 enthalten die 20 kDa Splice-Variante, der die Aminosduren 32-46 fehlen.
Das fiir die Charakterisierung eindeutige tryptische Peptid ist in Abb. 18 dargestellt. Durch
das Fehlen der Aminosduren 32-46 setzt sich das Peptid aus den Aminosduren 20-31 und 47-

64 zusammen.
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Abb. 18 MS/MS-Spektrum des ,, 20 kDa-Peptids “ und Massenspektrum des 3-fach geladenen Vor-

lduferions.

Besonders charakteristisch fiir MS/MS-Spektren von Peptiden sind die sehr intensiven
Signale yg¢ und bys aus Abb. 18, die eine N-terminale Spaltung an der Aminosdure Prolin
widerspiegeln. Spot 2 liegt auf dem 2D-Gel bei einem pl von etwa 5,4, was dem errechneten

isolelektrischen Punkt der unmodifizierten Splicevariante entspricht.

6.1.3 Verschiebung des pl ins Basische

Spot 7 liegt im Vergleich zur unmodifizierten Splicevariante (Spot 2) ins Basische
verschoben. Diese Verschiebung konnte beispielsweise durch Acetylierung oder Amidierung
verursacht werden. Im tryptischen Verdau wurden die gleichen Peptide detektiert wie fiir Spot
2, es konnte keine zusitzliche Modifikation detektiert werden, die den pl-Shift erkldren

wiirde.

6.1.4 Verschiebung des pl ins Saure: Phosphoryliertes Wachstumshormon

Phosphorylierungen von Wachstumshormon wurden bereits beschrieben und konnten hier an
den Serinresten 106 und 150 nachgewiesen werden [28,109]. Phosphorylierungen konnten in
den Spots 3, 5 und 6 detektiert werden wobei Spot 3 sowohl Phosphorylierungen an Serin 106
als auch an Serin 150 enthielt und in Spots 5 und 6 nur die Phosphorylierung an Serin 150
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detektiert werden konnte. Tabelle 6 zeigt die theoretischen und beobachteten pl-Werte fiir die
22- und 20 kDa-Formen. In friiheren Studien wurde zusétzlich eine Phosphorylierung mittels
MALDI-TOF-Analyse an Ser 51 identifiziert, diese Modifikation konnte hier nicht

nachgewiesen werden.

Tabelle 6  Verschiebung des pl durch Modifikationen mit je einer(-)- Ladung.

Anzahl der 22 kDa Spot Nr. pl
Modifikationen* | (theor.) (exp.)
0 ~5,27 1 ~5,27
1 ~5,12 3 ~5,15
2 ~4,99 5 ~5,05
Anzahl der 20 kDa Spot Nr. pl
Modifikationen* | (theor.) (exp.)
0 ~5,39 2 ~5,35
1 ~5,19 6 ~5,20

* Phosphorylierung, Sulfatierung, Deamidierung erzeugen nahezu gleiche pI-Verschiebung, pl-Werte

wurden mit Scansite und Promost [151,152] berechnet.

Die Spektren zu den modifizierten Peptiden sind in den Abbildungen 19 und 20 gezeigt und
lassen die Identifizierung der Modifikation als Phosphorylierung zu. Neben den zusétzlichen
80 u des Vorlduferions kann der Massenunterschied auch im MS/MS-Spektrum in Position
von einem Serinrests gefunden werden, was die modifizierte Aminosdure identifiziert. Eine
sehr intensive Abspaltung von Phosphorsdure (- 98 u) differenziert die Phosphorylierung von
einer Sulfatierung, die die gleiche Massendifferenz (80 u) ausmachen wiirde, aber eine
Abspaltung von 80 u anstelle 98 auslosen wiirde [113]. Zuséitzlich konnte die
Phosphorylierung an Serin 150 durch die Berechnung der mittleren Masse aus den akkuraten
Isotopensignalen bestétigt werden. Der Vergleich zu den errechneten, leicht unterschiedlichen
mittleren Massen einer Phosphorylierung und einer Sulfatierung, ergab eine Uberein-
stimmung der errechneten Masse des phophorylierten Peptids mit der experimentellen Masse
des modifizierten Peptids (Abb. 20, MWuitieres (€Xp.)=782,779; MWnittieres, phosphoryliert
(theor.)=785,779; MW wjittieres, sufatiert (theor.)=785,820).
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Abb. 19 ESI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 100-115, phosphoryliert and Serin 106, mit doppelt

geladenem Vorlduferion.
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Abb. 20 ESI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 146-158, phosphoryliert and Serin 150, mit doppelt

geladenem Vorlduferion.

Die Detektion des Peptids mit der Phosphorylierung and Ser 106 enthdlt eine weitere
interessante Beobachtung. Wihrend ohne Modifikation das tryptische Peptid AS 95-115
detektiert wird, konnte die Phosphorylierung nur an einem Fragment dieses Peptids (AS 100-
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115) nachgewiesen werden, welches keiner spezifischen tryptischen Spaltung entspricht. Das
intakte modifizierte Peptid wurde nicht detektiert. Eine Erkldrung fiir diese unspezifische

Spaltung in dem modifizierten Peptid konnte nicht gefunden werden.

Neben Phosphorylierungen wurden auch Deamidierungen (Asn 152, Gln 137) in fritheren
Studien detektiert [27]. Da sie zu der gleichen Verschiebung im isoelektrischen Punkt fiihren
wiirden, ist es moglich, dass auch diese einen Anteil der Spots 3, 5 und 6 ausmachen. Da
Deamidierungen hdufig auch als Artefakt der Probenvorbereitung beschrieben wurden,

wurden diese hier nicht detailliert untersucht [153,154].

6.1.5 Glykosyliertes Wachstumshormon

Spot 4 konnte als glykosylierte GH-Form identifiziert werden. Die Glykosylierung des 22
kDa-GH wurde bereits vermutet, nachdem chemische und enzymatische Deglykosylierung
eine so genannte ,,24 kDa-Form* auf einem SDS-Gel auf etwa 22 kDa verschob [31]. Spot 4
hat ein hoheres Molekulargewicht als das 22 kDa-GH und der isoelektrische Punkt liegt ins
Saure verschoben. Die pl-Verschiebung entspricht Spot 5 und damit zwei zusétzlichen,
negativen Ladungen, wenn man davon ausgeht, dass die Aminosduresequenz identisch ist
(siehe Tabelle 6).

Nachdem nach Trypsinverdau des Gelspots im Verlgleich zum unmodifizierten GH ein Peptid
fehlte (AS 42-64, YSFLQNPQTSLCFSESIPTPSNR), aber kein modifiziertes Peptid
detektiert werden konnte, wurde die akkurate Masse des intakten modifizierten GH bestimmt.
Um die intakte, modifizierte Form detektieren zu koOnnen, musste diese in dem
Hypophysenextrakt angereichert werden. Dies wurde mittels einer OFFGEL-IEF-Methode
ermoglicht, die es erlaubt Proteine in Losung nach ihrem isoelektrischen Punkt aufzutrennen
und damit die modifizierte Form gegeniiber dem unmodfizierten 22 kDa-GH anzureichern.
Dadurch erreicht man eine Auftrennung wie bei der gelbasierten IEF, kann die Lésung aber
anschlieBend mittels LC/MS analysieren. Ein Gel mit den OFFGEL-Fraktionen 7-15 ist in
Abb. 21 gezeigt. Die Auftrennung wurde in 24 Fraktionen mit einem pH-Gradienten von 4,5-
5,5 erreicht. Die SDS-PAGE diente in diesem Falle der Uberpriifung der Fokussierung und
der Analyse, welche Fraktionen fiir die MS-Analyse verwendet werden miissen. Wahrend die
Fraktionen 13-15 einen sehr hohen Anteil des unmodifizierten 22 kDa-GH enthalten, ist das
Verhiltnis in den Fraktionen 9-12 etwa 1:1. Die Fraktionen 9-12 wurden fiir die MS-Analyse
aufkonzentriert und gewaschen, um den hohen Harnstoffanteil in der OFFGEL-Losung zu

verringern.
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Abb. 21 SDS-PAGE von OFFGEL-Fraktionen 7-15.

Die modifizierte Form hat einen isoelektrischen Punkt von etwa 5,0 (siche Abb. 16, Tabelle
6) und nach OFFGEL-Fraktionierung ist in diesem Bereich eine Bande sichtbar, die etwas
hoher liegt als die des 22 kDa-GH. Das Ergebis der Messung von F 11 mittels Orbitrap-
Massenspektrometrie ist in Abb. 22 dargestellt. Das Spektrum zeigt modifiziertes und
unmodifiziertes GH zu etwa gleichem Anteil und in unterschiedlichen Ladungszustinden von
12+ bis 22+. Dekonvulieren des Spektrums ergab ein Molekulargewicht von 23062,5 Da
(monoisotopisch) fiir das modifizierte Protein und damit eine Masse fiir die Modifikation von
etwa 23062,5 -22115,1 (MW nonoisotopisch 22 kDa-GH) = 947,4 Da. Die Masse der modifizierten
Form ist damit deutlich geringer als zuvor vermutet. In fritheren Studien wurde sie als 24 oder
27 kDa-Variante beschrieben [31,155].

Um mogliche charakteristische Kohlenhydrat-Fragmente detektieren zu konnen, wurden
MS/MS-Experimente mit einer API 4000 QTrap aufgenommen. Das MS/MS-Spektrum des
20-fach geladenen Vorlduferions m/z 1154 ist in Abb. 23 gezeigt.
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Abb. 22 Massenpektrum der OFFGEL-Fraktion 11 mit modifiziertem (%) und unmodifiziertem GH

Abb. 23 MS/MS-Spektrum des 20-fach geladenen Vorliuferions m/z 1154 ([M+20H]*"*) des modifi-
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Die MS/MS-Messung ergab charakteristische Fragmente von Sialinsdure (292, 274
(Sialinsdure-H,O)) und ein Fragmention m/z 366 welches als charakteristisch fiir die
Kombination einer Hexose und eines N-acteylierten Hexosamins (HexHexNac) gilt [156].
Addiert man die theoretischen Massen der beobachteten Fragmente erhdlt man genau den
Massenunterschied von 947 Da (365,1316 + 291,0949 + 291,0949 = 947,3214; 947,32 +
22115,1 = 23062,4 (calc), Fehler -4,3 ppm). Dies lisst den Schluss zu, dass die Modifikation
sich aus einer Hexose, eines N-actylierten Hexosamins und zwei Sialinsdureresten
zusammensetzt (HexHexNac*2NeuAc, Abb. 24).

Diese Zusammensetzung wurde bereits in anderen humanen Proteinen [112,114,116], unter
anderem auch in Erythropoietin [157,158] beobachtet. Eine solche O-Glykosylierung wird als
Mucin-Typ bezeichnet und beinhaltet die Bindung zwischen Serin oder Threonin und einem
N-Acetyl-Galaktosamin-Rest [116]. An diesen Zucker gebunden ist in der Regel ein
Galaktose-Monomer in 1-3-Verkniipfung. An Disacchariden dieser Art wurden bis zu zwei

Sialinsduren gefunden, die an beiden Galaktose-Resten gebunden sein konnen [114,116].

OH
oH M oH
H
H o —0Q
H H
HO OH HO H
H OH NH
H H H K H
0]
Galaktose N-Acetyl-Galaktosamin N-Acetylneuraminsiure

Abb. 24  Zuckerreste einer Mucin-Typ-Glykosylierung.

Die Abfrage der NetOGlyc 3.1 Datenbank, die nach mdglichen Stellen fiir eine O-
Glykosylierung des Mucin-Typs in einem Protein sucht, ergab fir GH einen Treffer an
Threonin 60 [159,160]. Threonin 60 liegt innerhalb des Peptids, das im Trypsinverdau in dem
23 kDa-Spot nicht detektiert werden konnte (AS 42-64). Nach Verdau mit GluC fehlte im
Gegensatz zum Verdau des unmodifizierten 22 kDa-Spots das Peptid 57-64, was die Position
der Glykosylierung zusétzlich absichert. Dass das modifizierte Peptid selbst nicht detektiert
werden konnte liegt moglicherweise an dem In-Gel-Verdau. Durch den Kohlenhydratrest ist
das ohnehin schon recht grofle Peptid noch grofer und lie sich vermutlich nicht intakt aus

dem Gelspot extrahieren.
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6.1.6 Wachstumshormonfragmente

Auf einigen der 2D-Gele unterschiedlicher Hypophysenextrakte konnten Wachstumshormon-
fragmente detektiert werden. Nachdem in Spot 10 nach Trypsinverdau nur N-terminale
Peptide und in den Spots 8 und 9 (Abb. 16) nur C-terminale Peptide gefunden wurden,
wiéhrend das Peptid 78-94 in keinem der Spots detektiert werden konnte (siehe 8.3, Anhang),
wurden die Fragmente intakt gemessen um akkurate Massen und dadurch die Spaltstelle zu
bestimmen. Um grof3e Proteine abzutrennen wurde der Extrakt vor der Messung durch einen
30 kDa Zentrifugenfilter filtriert und der Durchlauf gemessen. Die Abbildungen Abb. 25 und
26 zeigen Massenspektren der detektierten Fragmente und in Abb. 27 ist ein MS/MS-
Spektrum des 9 kDa-Fragments dargestellt. Dekonvulieren der Massenspektren ergab eine
monoisotopische Masse von 7241,64 Da fiir das N-terminale Fragment (AS 1-78, error 1,7
ppm) und 12891,43 Da fiir das C-terminale Fragment (AS 79-191, error 1,8 ppm).
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Abb. 25 Massenspektrum des N-terminalen 9 kDa-Fragments in unterschiedlichen Ladungs-

zustdnden.
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Abb. 27 MS/MS-Spektrum des 5-fach geladenen Vorliuferions m/z 1850 ([M+5H]") des 9 kDa-

Fragments.
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Die Fragmente wurden in zwei von sieben analysierten Hypophysen nachgewiesen (Tabelle 7,
grau unterlegt). Keine der zur Verfiigung stehenden Daten der Donoren wie Geschlecht, Alter,
GroBe, Gewicht, Autolyse oder Todesursache ldsst eine Erklirung des Auftretens der

Fragmente zu.

Tabelle 7  Merkmale analysierter Hypophysen. In 2D-Gelen der grau unterlegten Proben konnten

die beschriebenen Fragmente nachgewiesen werden

GrofRe | Gewicht [ Autolyse

Geschlecht | Alter [cm] kgl [Tage] Todesursache
ménnlich 20 174 64 1 Schweres Schidelhirntrauma
mannlich 42 170 97 3 Akutes Herzversagen
ménnlich 56 174 70 3 Hirnmassenblutung
mannlich 81 unauffallig 5 Hirnblutung
weiblich 43 165 65 5 unbekannt
weiblich 56 156 47 3 diabetes mellitus, Pankreatitis
weiblich 20 171 56 3 Chronische Pneumonie,

Lungenembolie

6.1.7 Oxidationen

In den Analysen der tryptischen Peptide wurde eine Reihe von Oxidationen beobachtet.
Oxidationen von Methionin zu Methioninsulfoxid sind hadufig und werden als Artefakt der
Probenvorbereitung beschrieben [161,162]. Daher werden diese hier nicht im Detail
besprochen, MS/MS-Spektren von Peptiden mit oxidiertem Methionin sind in Abb. 51 und 60
(Anhang) dargestellt.

Weitere Oxidationen wurden an Tryptophan- und Histidinresten gefunden und werden in den
nichsten Kapiteln detaillierter beschrieben. Die bisher beschriebenen Proteine, die an einer
der beiden Aminosduren oxidiert waren, standen gewdhnlich in Verbindung mit Redox-
systemen und reaktiven Sauerstoffspezies oder die oxidierten Aminosduren lagen, im Falle
der Histidinoxidation, nahe einer Metallbindungsstelle. Die Oxidation von Tryptophanresten
wurde auBerdem, wie bei Methioninresten, als Folge der Probenvorbereitung beschrieben. Bei
der Identifizierung und Bewertung von Oxidationen muss beachtet werden, dass die
detektierten Proteine aus Hypophysen stammen, die Leichen entnommen wurden.

Grundsatzlich stellt der Sterbevorgang, in starker Abhdngigkeit von der Todesursache, eine
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Stresssituation fiir den Korper dar und die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies durch
Verletzung, Krankheit oder auch Todesursachen wie Herzinfarkt ist bekannt [163-167]. Fiir
traumatische Hirnverletzungen ist die Oxidation von Proteinen beispielsweise gut untersucht
[168,169] und Studien zeigten, dass Oxidationen von Histidin und Tryptophan sehr iibliche
Modifikationen aufgrund reaktiver Sauerstoffspezies sind [170,171]. Die detektierten
Oxidationen werden im Folgenden beschriebenen, es sollte aber beriicksichtigt werden, dass

sie auch eine Folge der Todesursache und des Sterbevorganges sein konnen.

6.1.7.1 Tryptophanoxidation

Die Oxidation von Tryptophan wurde bei unterschiedlichen Proteinen beobachtet und steht in
der Regel im Zusammenhang mit Redoxsystemen und reaktiven Sauerstoffspezies. Bei der
Oxidation entstehen unterschiedliche Spezies: Einfache Oxidation fiihrt zur Anlagerung eines
Sauerstoffatoms an den Pyrrolring und weitere Oxidation flihrt zur Ringdffnung, die eine
Abspaltung von CO nach sich ziehen kann (Abb. 28). In Proteinen mit oxidierten

Tryptophanresten konnen alle drei oxidierten Formen detektiert werden.

| +4]
0
\ N
e > e
[O]
\ +16
0]
H NH2
Tryptophan N-Formyl-Kynurenine Kynurenine

Abb. 28 Oxidation von Tryptophan nach [172].

Wachstumshormon enthdlt ein Tryptophan in Position 86. Es konnten alle drei
Oxidationsformen detektiert werden, wobei der Oxidationsgrad interindividuell variierte.
Nach Priparation von sieben unterschiedlichen Hypophysen (siche Tabelle 7) wurden
deutlich unterschiedliche Verhiltnisse der oxidierten Formen festgestellt. Um Unterschiede
aufgrund der Probenvorbereitung auszuschlieBen, wurden pro Hypophyse drei 2D-Gele
angefertigt und fiir den Vergleich wurde Spot 1 (Abb. 16) aus jedem Gel tryptisch gespalten.
Die MS/MS-Spektren der oxidierten Formen sind in Abb. 29 bis 31 gezeigt.
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Abb. 29 ESI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 78-94, einfach oxidiert an Tryptophan 86.
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Abb. 30 ESI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 78-94 mit doppelt oxidiertem Trp 86.
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Abb. 31 ESI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 78-94 mit doppelt oxidiertem Tryptophan 86 nach
Abspaltung von CO.

Tabelle 8 gibt einen Uberblick iiber die Verhiltnisse oxidierter Tryptophanstrukturen. Sie
listet die Intensitdten der Peptide der unterschiedlichen Oxidationszustinde (m/z 1036, 1044,
1030) des Tryptophans auf, normiert jeweils auf die Intensitidt des unmodifizierten Peptids
(m/z 1028). Das unmodifizierte Peptid machte in allen Hypophysen den grofften Anteil aus
wiahrend die modifizierten Formen etwa 6-100-fach weniger konzentriert waren. Eine
MANOVA (Multifaktorielle Varianzanalyse) zeigte, dass die Verhiltnisse der oxidierten
Tryptophanstrukturen signifikant unterschiedlich sind (2.9¢-15) und belegt damit, dass ein
interinividueller Unterschied in der Oxidation des Tryptophanrestes besteht.

Ein Vergleich mit Tabelle 7, welche die Merkmale der Hypophysen-Donoren auflistet, gibt
auch fiir die Oxidation des Tryptophanrestes keinen weiteren Hinweis zum Auftreten der

unterschiedlichen Oxidationsformen.
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Tabelle 8§  Interindividuelle Unterschiede im Oxidationsgrad von Tryptophan.

m/z | 1028/1028 1036/1028 1044/1028 1030/1028

(n=3) (+16) (+32) (+4)
Hypophyse

m, 20 Jahre 100 1 2 1
SD 0.3 0.1 0.3
w, 43 Jahre 100 1 1 1
SD 0.2 0.4 0.4
m, 42 Jahre 100 1 1 1
SD 0.2 0.6 0.2
w, 56 Jahre 100 1 6 1
sD 0.5 1.0 0.4
m, 56 Jahre 100 2 2 1
SD 0.5 0.2 0.2
w, 80 Jahre 100 3 4 4
SD 0.2 0.3 0.1
m, 81 Jahre 100 2 15 8
SD 0.7 3.2 14

6.1.7.2 Oxidation von Histidin

Oxidationen von Histidin wurden als nicht-enzymatische, metallkatalysierte Hydroxylierung
beschrieben, und auch fiir Wachstumshormon sind Histidinoxidationen in den Positionen 18
und 21 bekannt [40,173]. In der Regel tauchen diese Oxidationen in der Néhe von
Metallbindungsstellen auf, was fiir Histidin 18 und 21 auch der Fall ist, da die Zink-
Metallbindungsstelle von His 18, His 21 und Glu 174 gebildet wird [40].

Das dritte Histidin in der AS-Sequenz von Wachstumshormon befindet sich in Position 151
und liegt damit weit von der Metallbindungsstelle entfernt, exponiert auf der Oberfldche des
Proteins (Abb. 32). Das MS/MS-Spektrum des oxidierten His 151 ist in Abb. 33 gezeigt, das
Spektrum des Peptids mit der Oxidation an His 21 ist im Anhang (Abb. 53) dargestellt.
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Abb. 32 3D-Struktur von Wachstumshormon mit Markierung der drei Histidin-Reste [174].
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Abb. 33 MS/MS-Spektrum des Peptids 146-158, der Histidin-Rest 151 ist oxidiert zu 2-oxo-Histidin.
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6.2 Vergleich endogenen und rekombinanten GHs mittels DIGE

Abb. 34 zeigt das Ergebnis einer Difference Gel Electrophoresis. Auf der linken Seite der
Abbildung sind die einzelnen Aufnahmen der Fluoreszenzfarbstoffe gezeigt. Die rechte Seite
zeigt die Uberlagerung der beiden Farben und bestitigt, dass der Spot des rekombinanten GHs
und der Hauptspot des endogenen GHs an der gleichen Position liegen und sich weder im pl
noch im Molekulargewicht unterscheiden und das rGH keine vom endogenen GH
abweichenden Spots zeigt. Damit ist belegt, dass sich eine Nachweismethode auf die

Detektion der niederkonzentrierten endogenen Isoformen konzentrieren muss.

«— PH3-10NL > < pH 3-10 NL >
c) Uberlagerung von a) und b)
Hypophysen-
extrakt
Rekombinantes @ Endogenes
GH T 22kDa GH!

Abb. 34 DIGE rekombinanten und endogenen Wachstumshormons und Vergleich der 22 kDa-For-

men.
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6.3 Entwicklung einer Methode zum Nachweis von rekombinantem Wachstumshor-

mon aus humanem Plasma

Die Anwendung von rekombinantem Wachstumshormon im Sport ist durch Zeugenaussagen,
Gesténdnisse und Beschlagnahmungen eindeutig bewiesen. Die Tatsache, dass die aktuell
verwendete Methode noch keinen positiven Befund hervorgebracht hat, belegt die
Notwendigkeit, den bisherigen Test zu ergéinzen. Die Grundlage des derzeit eingesetzten und
des hier vorgestellten Analyseverfahrens ist dhnlich: Es gilt, niederkonzentrierte endogene
Formen des Wachstumshormons im Plasma zu erfassen und ins Verhiltnis zu der 22 kDa
Hauptform zu setzen, die dem rekombinanten GH identisch ist. Bei Applikation
rekombinanten Wachstumshormons wird durch negative Riickkopplung die Ausschiittung
endogenen Wachstumshormons aus der Hypophyse unterdriickt. Dadurch iiberwiegt die
22 kDa-Hauptform noch stirker und der Anteil anderer endogener Formen wird
verschwindend gering. Im Unterschied zu der derzeitigen Analysemethode, welche auf
Immunoassays beruht, erfolgt in der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methode nach der
AntikOrper-unterstiitzten Isolation des Wachstumshormons eine Auftrennung der
unterschiedlichen Formen mittels 2D-PAGE. Der anschlieende Immunoblot ermoglicht die
Detektion diskreter endogener Wachstumshormonformen in Form von Spots auf der
Membran.

Abb. 35 zeigt ein Muster endogener Wachstumshormonformen aus Plasma nach Immuno-
affinititsaufreinigung mittels magnetischer Beads, 2D-PAGE, Immunoblot und Chemi-

lumineszenzdetektion. Die Spots 1-4 entsprechen den Spots 1-4 aus Abb. 16 und damit:

e der 22 kDa-Hauptform (1),
e der 20 kDa Splice-Variante (2),
e ciner phosphorylierten 22 kDa Variante (3) und

e ciner glykosylierten Form mit etwas hoherem Molekulargewicht (4).

Die anderen beiden Spots (a und b, Abb. 35) repréisentieren den internen Standard, humanes
plazentares Laktogen. Dieses wurde der Plasmaprobe vor der Immunoaffinititsaufreinigung
zugegeben, um normierte Spotvolumina berechnen zu kdnnen und die Probenaufarbeitung zu
tiberpriifen. Ein Coomassie Blue gefdrbtes Gel eines Hypophysenextraktes, welches unter den
gleichen Bedingungen in IEF und SDS-PAGE angefertigt wurde, ist zum Vergleich in Abb.
36 dargestellt.
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v

< pH 5.0-pH 5.5

Interner
Standard

Abb. 35 Typische 2D-PAGE endogenen Wachstumshormons aus Plasma nach IAP, 2D-PAGE und
Immunoblot und 3D-Ansicht des Blots; 1-4 endogene GH-Formen, a, b interner Standard.
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Abb. 36 2D-PAGE endogenen Wachstumshormons aus der Hypophyse nach Extraktion und Coo-

massie-Fédrbung, Spots 1-4: endogene GH-Formen, Spots a, b: interner Standard.

Im Gegensatz zu den Spotmustern von Proben, die endogenes Wachstumshormon enthalten,
wird bei einer Probe die rekombinantes Wachstumshormon enthélt nur ein Spot erwartet, wie

es in Abb. 37 (Plasmaprobe) und 38 (Genotropin®, Coomassie Blue gefirbt) dargestellt ist.
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pH 5.05-pH55 ——»

1 a
C_D Interner Standard

rekombinantes GH

Abb. 37 2D-PAGE von Wachstumshormon aus Plasma eines Patienten (2,5 h nach Applikation von
rGH) und 3D-Ansicht des Blots, Spot 1: rekombinantes GH, Spot a: interner Standard.

O[) «— pH50-55 —

S

Abb. 38 2D-PAGE rekombinanten Wachstumshormons aus einer Injektionslosung (Genotropin®);

Spot 1: rekombinantes GH, Spot a: interner Standard.

Der gewihlte interne Standard, humanes plazentares Laktogen (= Chorionic somatomammo-
tropin hormone 1, Swissprot-ID: Q6PF11) ist dem Wachstumshormon zu 86 % sequenz-
homolog und hat eine sehr dhnliche rdumliche Struktur [175]. Ein Vergleich der Sequenzen

ist in Abb. 39 dargestellt.
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Laktogen LSRmeﬂ%ﬂ QLﬂDTYQEFEﬁj
Wachstumshormon PTIIPLSRLF H QLAFDTYQEFE

Laktogen YIP@QKYSFLHDS IPTPS ETQQKSNLELLRISLLLI WLEPYRFLR
Wachstumshormon YT PKEQKYSFLONPQT IPTPS ETQQKSNLELLRISLLLI WLEPVQFLR

Laktogen EEEVDﬁﬁLKBLEEGIQTLMGRLEDGSTGQ KQTYSKFDTNSL;@
Wachstumshormon ANSILVY|GASD LKDLEEGIQTLMGRLEDGS RTGQ KQTYSKFDTNS

Laktogen ALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFL QCRSVEGSCGF
Wachstumshormon ALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRINVQCRSVEGSCGF

Abb. 39 Sequenzvergleich von Laktogen und Wachstumshormon, Positionen, an denen sich die Ami-

nosduren unterscheiden, sind eingerahmt.

Die &dhnlichen Sequenzen gehen mit einem sehr &#hnlichen Molekulargewicht einher
(MW monosisotopisch = 22263,93 Da) und auch der pl liegt dem von Wachstumshormon sehr nahe
(pI=5,33). Durch die &dhnliche Sequenz ist eine Kreuzreaktion mit dem anti-
Wachstumshormon Antikdrper moglich, so dass der interne Standard aus dem Plasma isoliert
und auf den Blots detektiert werden kann. Da die Kreuzreaktion deutlich schwicher ist als die
Affinitdt des Antikorpers zum Wachstumshormon wird der interne Standard in etwa 100-fach
hoherer Konzentration (0,2 pg/ml Plasma) zugegeben als das in der Probe enthaltene GH.
Durch die dhnlichen biochemischen Eigenschaften kann der interne Standard auferdem auf
dem in MW und pl sehr begrenzten Membranbereich sehr gut detektiert werden, ohne mit der
Detektion der Wachstumshormonformen zu interferieren.

Plazentares Laktogen spielt ein wichtige Rolle in der Energieversorgung des Fotus wihrend
der Schwangerschaft und wird auch nur wihrend dieser Zeit im Korper produziert [176], so
dass es in Plasmaproben von Athleten nicht vorhanden sein sollte. In Plasmaproben wurde im
Rahmen der Spezifititsmessungen kein Signal in der Position des Laktogens detektiert.

Zur Normierung von Spotvolumina der Wachstumshormon-Spots wurde der intensivere der

beiden IS-Spots genutzt (Spot a, Abb. 35 und 37).
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6.3.1 Validierung

Da die Methode als analytische Prozedur in der Dopinganalytik eingesetzt werden soll, wurde
eine Validierung nach analytischen Parametern, in Anlehnung an klassiche analytische

Methoden, durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9 Validierungsergebnisse.

- Absolutes Absolutes .
Validierungs- Normiertes .
Spotvolumen | Spotvolumen Ergebnis
parameter GH ISTD Spotvolumen
Linearitat y—O,IC_’>4x-O,058
inear
Nachweisgrenze
Berechnet 0,3 ng
Visuell 0,25 ng
Préazision
Probe 1 165972 230266 0,72
2 67920 87655 0,77
3 107360 146016 0,74 14 %
4 107524 200972 0,54
5 105729 160835 0,66
Wiederfindung
Zugabe von GH
vor IAP 0,14 30 %
nach IAP 0,48

Die Validierung einer solchen Methode nach den untersuchten Parametern ist nicht sehr
gingig. Da alle Parameter zufriedenstellend bestimmt werden konnten und die Methode eine
sehr gute Spezifitdit und hinreichende gute Prézision sowie Wiederfindung hat, ist es
gerechtfertigt, sie als analytisches Werkzeug in der Dopingkontrolle einzusetzten. Die

einzelnen Ergebnisse werden im Folgenden detaillierter dargestellt.
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6.3.1.1 Spezifitat

Die Spezifititsmessungen zeigen keinerlei Storsignale auf den Blots zehn unterschiedlicher
Plasmaproben (Abb. 40). Sehr auffillig sind die unterschiedlichen Mengen endogenen
Wachstumshormons, die in den Proben enthalten sind und die durch die pulsatile
Ausschiittung aus der Hypophyse entstehen. Durch die unterschiedliche GH-Konzentration
variiert auch die Detektion der Isoformen und Varianten entscheidend. Wahrend in sehr
gering konzentrierten Proben kein GH (Abb. 40, 4) oder nur die 22 kDa-Hauptform (Abb. 40,
1, 3 ,7) detektiert werden, konnen in anderen Proben zwei (5, 6) oder vier Varianten (2, 8)

analysiert werden.

Abb. 40 Proben aus der Analyse der Spezifitit; Spots 1-4 reprisentieren endogene GH-Varianten,

Spot a enthdlt den internen Standard.
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6.3.1.2 Linearitat und Nachweisgrenze

Die in Abb. 41 dargestellte Gerade aus den normierten Spotvolumina der unterschiedlichen
Konzentrationen von rGH ist nach Mandel [177] linear und die aus der Geraden errechnete
Nachweisgrenze der Methode liegt bei 0,3 ng/ml Plasma (LOD=yropt3,3*SDyiop,
yLop = Achsenabschnitt der Kalibriergeraden, SD = Standardabweichung von 6 Hintergrund-
Intensitdtswerten) [150]. Zusitzlich wurde eine visuelle Nachweisgrenze bestimmt, die als die
Menge festgelegt wurde, die in 6 von 6 dotierten Proben detektiert werden konnte. Die
visuelle Nachweisgrenze wurde mit 0,25 ng/ml sehr dhnlich bestimmt wie die aus der

Geraden errechnete.

0.5 ng rec. GH

c 1 y = 0,3429x - 0,058
g R=0972 4
3
S 08
@]
)
D 06
[)
5
@ 04-
T
£
5021
P
0 T T T T T T
0 05 1 15 2 25 3

Konzentration [ng/ml]

Abb. 41 Linearitdt: Blots mit unterschiedlichen Konzentrationen von GH und die resultierende Ge-

rade. 1 = rekombinantes GH, a = IS.
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6.3.1.3 Prazision

Die Prézision wurde anhand von fiinf identischen Proben errechnet. Die Blots sind in Abb. 42
dargestellt und es fillt auf, dass die absoluten Intensititen der Spots sehr unterschiedlich sind.
Bestimmt man aber die relativen Spotvolumina, ergibt sich eine hinreichend gute Prizision
von 14 %.

Diese Analyse bestétigt sehr deutlich die Notwendigkeit des internen Standards in der
Verwendung der Methode. In den Absolutwerten schwanken die Spotintensititen zwischen
etwa 70000 und 170000 (siche Tabelle 9). Erst die Normierung mit Hilfe des internen

Standards erlaubt die Bestimmung einer akzeptablen Prizision.

<«— pH5.0-5.5 >< pH5.0-55 ——»

Abb. 42 Prdzision: 5 identische Proben mit je 2 ng/ml rGH,; 1=rekombinantes GH, a=IS.
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6.3.1.4 Wiederfindung

Die Analyse der Wiederfindung der Immunoaffinititsaufreinigung ist in Abb. 43 dargestellt.
Der Mittelwert aus 6 Proben (Abb. 43, beispielhaft 1-3), die nach Zugabe rekombinanten GHs
vor der AP aufgearbeitet wurden, im Vergleich zu sechs Proben, denen das rGH erst nach der

IAP zugegeben wurde (Abb. 43, 4-6), ergab eine Wiederfindung der IAP von 30 %.

«—— pH5055 ————» «— pH5.055
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Abb. 43  Wiederfindung, 1-3: GH wurde der Probe vor der IAP zugegeben, 4-6: GH wurde nach der
IAP zugegeben; 1 = rekombinantes GH, a = IS.
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6.3.2 Referenzpopulation und Festlegung einer Unterscheidungsgrenze

Fiir die Analyse einer Referenzpopulation wurden 33 Proben von freiwilligen Probanden
gemessen und die normierten Spotvolumina der vier endogenen Spots sind in Abb. 44 als

Balkendiagramm dargestellt.
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Abb. 44 Normierte Spotvolumina von Referenzproben, Die Balken 1-4 entsprechen den NSVs der
endogenen Varianten 1-4 aus Abb. 35.

Wie auch in den Spezifitdtsmessungen sind deutliche Mengenunterschiede erkennbar und mit
der Konzentration variiert auch die Detektion unterschiedlicher Isoformen und Varianten. Die

Blots kénnen in vier Gruppen eingeteilt werden:

1. vier Spots (22 kDa-Hauptform, 20 kDa Splice Variante, phosphoryliertes
22 kDa GH, glykosyliertes 23 kDa GH, n=12),

2. zwei Spots (22 kDa-Hauptform, 20 kDa Splice Variante, n=8),

3. ein Spot (22 kDa-Hauptform, n=9),

4. kein Spot (GH-Konzentration < LOD, n=4).

Die Gruppen 1 und 2 konnen problemlos als Plasmaproben mit endogenem
Wachstumshormon eingeordnet werden, da in diesen Fillen fiir endogenes

Wachstumshormon spezifische Varianten detektiert wurden. Bei den Proben aus den Gruppen
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3 und 4 ist eine Unterscheidung zu einer Probe, die rekombinantes GH enthilt, visuell nicht
moglich, da maximal die 22 kDa-Hauptform detektiert wurde, welche fiir endogenes und

rekombinantes GH identisch ist.

Fiir Proben, die nur die 22 kDa-Hauptform enthalten musste ein Grenzwert nach folgender

Fragestellung festgelegt werden:

Ab welchem normierten Spotvolumen der 22 kDa-Hauptform ist in Proben, die endogenes
Wachstumshormon enthalten, immer eine zweite Variante (die 20 kDa Splice-Variante)

detektierbar?

Mit Hilfe der normierten Spotvolumina der Referenzpopulation wurden Konfidenzintervalle
fir die einzelnen Gruppen berechnet, um einen Grenzwert festzulegen. Die
Unterscheidungsgrenze musste zwischen den Gruppen 2 (2 Spots, eindeutig endogen) und 3
(1 Spot, nicht eindeutig endogen) bestimmt werden. Die Errechnung von 99,9 %
Konfidenzintervallen der beiden Gruppen (Microsoft Excel) ergab eine obere Intervallgrenze
des NSV von 0,21 fiir die Gruppe mit einem Spot und eine untere Intervallgrenze von 0,52 fiir
die Gruppe der Proben mit zwei Spots. Die Normalverteilung der Daten wurde zuvor mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test (Microsoft Excel) gezeigt. Das bedeutet, dass Proben, bei denen
nur ein GH-Spot detektiert werden kann, zu 99,9 % ein normiertes Spotvolumen von < 0,21
haben. Fiir die zweite Gruppe gilt, dass Proben mit einem normierten Spotvolumen > 0,52 zu
99,9 % noch eine zweite Variante, ndmlich die 20 kDa Splice Variante zeigen. Der Grenzwert
sollte also im Bereich dieser beiden Werte gewdhlt werden. Da die Probenzahlen in den
jeweiligen Gruppen fiir eine Referenzpopulation und zur Berechnung eines Grenzwertes sehr
klein ist (~ 10 Proben/Gruppe), wurde aus den erhobenen Daten der Wert 0,52 als Grenzwert
festgelegt. Diese Unterscheidungsgrenze legt fest, dass in einer Probe, die einen 22 kDa-Spot
mit einem NSV > 0,52 zeigt, auch weitere Varianten detektiert werden miissen, wenn es sich
um eine Probe handelt, die endogenes Wachstumshormon enthélt. Ist das NSV > 0,52 und die
22 kDa-Hauptform der einzige GH-Spot auf der Membran, wird gefolgert, dass es sich um
rekombinantes GH handelt. Nach Analyse einer groeren Probenzahl und statistischer
Bewertung einer grofleren Referenzpopulation sollte die Unterscheidungsgrenze nach unten

korrigiert werden kdnnen.
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6.3.3 Patientenproben

Zur Uberpriifung der Methode und des Grenzwertes wurden Proben von Patienten analysiert,
die aufgrund eines Wachstumshormonmangels oder ungeklarten Kleinwuchses rekombinantes
Wachstumshormon applizieren miissen. Die Blots und die errechneten NSV sind in Abb. 45
und Tabelle 10 aufgefiihrt. Ein Vergleich zu den Referenzproben und der
Unterscheidungsgrenze ist in Abb. 46 verdeutlicht.

~ 2,5 h nach Injektion 12-16 h nach Injektion
«— pH5.0-55 > < pH 5.0-5.56 ——
©
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Abb. 45 Patientenproben etwa 2,5 und 12-16 h nach Injektion; 1 = rekombinantes GH, a = IS.

Die linke Spalte in Abb. 45 zeigt Plasmaproben, die etwa 2,5 h nach subkutaner Injektion
abgenommen wurden. Der Spot des rekombinanten Wachstumshormons ist hier in allen fiinf
Proben sehr intensiv und die normierten Spotvolumina liegen weit {ber der
Unterscheidungsgrenze (siche Abb. 46). Da in keiner der Proben die 20 kDa Splice-Variante
detektiert werden konnte, ist die Prasenz rekombinanten Wachstumshormons in den Proben

eindeutig bewiesen.



6 Ergebnisse und Diskussion - Dopingkontrollmethode 93

Tabelle 10 Ergebnis der Patientenproben nach subkutaner Applikation von etwa 50 ug/kg Kérper-

gewicht.
Zeit seit GH NSV Zeit seit GH NSV
letzter | Konzentration | 22 kDa letzter | Konzentration | 22 kDa
Injektion [ng/mi] Injektion [ng/mi]
a 2,5h 9,3 2,57 ~12h 1,6 0,69
b 2,75h 9,7 3,24 ~14h 0,92 0,16
C 2,25h 7,2 1,83 ~15h 1,85 0,66
d 2,25h 11,3 5,32 ~16 h 0,97 0,59
e 2,25h 11,3 3,64 ~14,5h 0,07 <LOD

Das Maximum der Konzentration rekombinanten Wachstumshormons im Plasma liegt
zwischen 2 und 6 Stunden nach der Injektion [56], was zu den sehr intensiven Signalen in den
Proben 2,5 h nach Injektion fiihrt. In den Proben ist ein zusdtzlicher Spot in der Position von
Spot 3 (siche Abb. 35) zu erkennen. Dieser ist vermutlich ein Artefakt aus der Produktion des
rekombinanten Proteins, da beschrieben wurde, dass bei dem Prozess des Lyophilisierens
Deamidierungen stattfinden konnen. Diese wiirde den pl der 22 kDa-Hauptform in gleichem
MaBe verschieben wie eine Phosphorylierung (siche Tabelle 6). Dieser zusitzliche Spot
wurde aullerdem in Coomassie Blue gefirbten 2D-Gelen detektiert, die rekombinantes
Wachstumshormon (Injektionslésung Genotropin®) enthielten, so dass ausgeschlossen werden
konnte, dass es sich um eine im Blutkreislauf entstandene Form oder eine endogene GH-
Variante handelt. Die Tatsache, dass dieser zusitzliche Spot anstelle endogener Isoformen
auftaucht, macht eine Festlegung der Spotreihenfolge notwendig. Handelt es sich um
endogene Isoformen und Varianten, taucht immer zuerst die 20 kDa Splice-Variante auf,
bevor die phosphorylierten und glykosylierten Varianten eine ausreichende Konzentration
erreichen, um sie auf den Membranen zu detektierten. Das Vorhandensein einer Variante in
Position der phosphorylierten/deamidierten Form bei Fehlen der Splice-Variante kann daher
vernachléssigt werden.

Folgende Reihenfolge ist fiir die Bewertung von Proben mit endogenem Wachstumshormon

essentiell:

1. 22 kDa Hauptform (endogen oder rekombinant, Spot 1, Abb. 35),
2. 20 kDa Splice-Variante (endogen, Spot 2, Abb. 35),
3. phosphorylierte und glycosylierte Varianten (endogen, Spots 3 und 4, Abb. 35).
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Abb. 46 Patientenproben im Vergleich zur Referenzpopulation; a2-e2: ~2,5 h nach Injektion, al-el:
12-16 h nach Injektion, die Balken 1-4 entsprechen den NSVs der endogenen Varianten 1-4
aus Abb. 35.

Drei der fiinf Proben, die 12-16 h nach der letzten Injektion genommen wurden, liegen noch
tiber der Unterscheidungsgrenze und konnen als rekombinant erkannt werden. Dies gibt einen
Hinweis auf den moglichen Nachweiszeitraum. Bei der Bewertung der Patientenproben ist zu
beachten, dass die Probanden entweder an ungekldrtem Kleinwuchs (Proben b+d) oder an
Wachstumshormonmangel (Proben a, ¢ und e) leiden. Patienten mit ungeklartem Kleinwuchs
haben keinen Wachstumshormonmangel sondern einen anderen Defekt, zum Beispiel am GH-
Rezeptor, der die Wirkung des Wachstumshormons einschriankt. Die Applikation von GH bei
Menschen mit ungeklértem Kleinwuchs kann daher sehr gut mit Athleten verglichen werden,
da in beiden Fillen endogenes GH vorhanden ist, dessen Freisetzung nach Applikation von

rGH durch den negativen Riickkopplungsmechanismus gehemmt wird.

Betrachtet man die gemessenen GH-Konzentrationen zusammen mit den normierten
Spotvolumina (Tabelle 10), kann abgeschitzt werden, dass eine Konzentration von
mindestens 1 ng/ml Wachstumshormon in der Probe vorhanden sein muss, um die Unter-

scheidungsgrenze eines NSVs > 0,52 zu erreichen.
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6.3.4 Einfluss von korperlicher Belastung auf die Analyse

Der Einfluss von korperlicher Belastung auf die Ausschiittung von Wachstumshormon ist gut
untersucht und es ist bekannt, dass eine belastungsinduzierte Ausschiittung zur
Konzentrationssteigerung aller endogenen Isoformen in der Zirkulation fiihrt [73]. Da der
Dopingkontrolle hiufig eine extreme korperliche Belastung im Wettkampt vorausgeht, ist
dies ein sehr wichtiger Parameter, und ein Belastungstest sollte die Auswirkung der
belastungsinduzierten GH-Ausschiittung auf die Detektion der vier
Wachstumshormonvarianten dieser Methode kléren.

Abb. 47 illustriert die GH Formen vor und nach Belastung am Beispiel eines Probanden, und
Tabelle 11 fasst die GH-Konzentrationen sowie die NSVs zusammen. Abb. 47 zeigt, dass die
GH-Menge durch die Belastung deutlich zunimmt und dadurch auch die Detektion von vier
GH-Varianten moglich ist. Nach Ende der Belastung féllt der GH-Spiegel relativ schnell,

innerhalb von etwa 90 min, wieder auf Basiswerte.

Tabelle 11 GH-Konzentrationen und normierte Spotvolumina nach Belastung.

S GH Konzentration NSV Anzahl detektierter
[ng/ml] 22 kDa Spot Spots
vor Belastung 2,2 0,25 1
0 min nach Belastung 21,9 1,05 4
10 min nach Belastung 20,4 0,76 4
20 min nach Belastung 10,1 0,66 2
30 min nach Belastung 8,4 0,55 2
90 min nach Belastung 0,8 0,08 1

Die GH-Konzentration im Plasma stieg nach der Belastung auf 22 ng/ml. Die hohe GH-
Menge wurde aber auch sehr schnell abgebaut, nach 20 min war die GH-Konzentration schon

auf die Hélfte (10 ng/ml) gefallen.
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Abb. 47 Belastungsinduzierte Wachstumshormonausschiittung, Die Balken 1-4 entsprechen den

NSVs der endogenen Varianten 1-4 aus Abb. 35; vB = vor Belastung, nB = nach Belastung.

Die belastungsinduzierte GH-Ausschiittung fiihrt also zur Erhéhung der Konzentration aller
vier detektierten Varianten. Bei Proben, die die Unterscheidungsgrenze iiberschreiten, sind
mehrere endogene Formen auf der Membran sichtbar sind, so dass eine belastungsinduzierte

GH-Ausschiittung nicht zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren kann.

6.3.5 hGH Tagesprofil

Um einen Eindruck iiber die Verdnderung der GH-Mengen im Laufe eines Tages zu
bekommen, wurden innerhalb von 24 h 11 Proben eines Probanden genommen und analysiert.
Das Ergebnis von NSVs und Konzentrationen ist in Abb. 48 dargestellt.

Die GH-Mengen schwanken in den analysierten Proben zwischen 0,4 und 9,6 ng/ml. Zu
Beginn des Tages wurde alle 30 min eine Probe abgenommen und bereits in der zweiten

Probe eine sehr hohe Konzentration und damit ein Ausschiittungspuls detektiert.
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Abb. 48 Tagesprofil GH, * = Konzentrationen, Balkendiagramm (1-4) =NSVs der vier GH-Vari-

anten.

Das Muster der aufeinanderfolgenden Proben nach der Ausschiittung ist dem der
Belastungsproben in Abb. 47 sehr &dhnlich. Ein kleiner Unterschied konnte in der
Abbaugeschwindigkeit der hohen GH-Konzentrationen erkannt werden. Die Konzentration
scheint nach Belastung etwas schneller wieder abzunehmen. Wéhrend es nach Belastung etwa
20 min dauert, bis die Konzentration im Plasma halbiert ist, ist bei einer reguldren
Ausschiittung nach 30 min kaum eine Verdnderung der Konzentration erkennbar. Die
Konzentration war nach der Belastung etwa doppelt so hoch wie bei der reguldren
Ausschiittung, was einen schnelleren Abbau und eine kiirzere Halbwertszeit beglinstigen
konnte, wenn beispielsweise die Bindung an Bindungproteine gesdttigt ist. Da die Abstdnde
der Blutabnahmen in den beiden Untersuchungen unterschiedlich waren und der genaue
Zeitpunkt des Maximums und die maximale Konzentration hier nicht bestimmt werden
konnten, miissten diese Uberlegungen jedoch durch weitere Versuche bestitigt werden. Auch
im Verlauf des Tages enthalten Proben mit einem NSV > 0,52 mindestens eine weitere

endogene Variante (die 20 kDa Splice-Variante).
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7 Schlussfolgerung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zum Nachweis von rekombinantem
Wachstumshormon aus humanem Plasma auf der Basis immunologischer Techniken und
zweidimensionaler Gelelektrophorese zu entwickeln. Zusitzlich sollten Wachstumshormon-
modifikationen und -varianten aus endogenem, hypophysirem Wachstumshormon
massenspektrometrisch identifiziert werden. Insbesondere sollten dabei die Varianten
charakterisiert werden, die auch in der Dopingkontrollmethode detektiert werden.

Die entwickelte Methode erméglicht die Detektion diskreter Formen von Wachstumshormon
aus dem Plasma. Durch das Fehlen spezifisch endogener Varianten kann ein Dopingvergehen
mit rekombinantem Wachstumshormon nachgewiesen werden. Zusdtzlich wurden die
detektierten Formen massenspektrometrisch identifiziert, was fiir die Leistungsfdhigkeit eines
Antikdrper-basierten Tests und die Bewertung von Ergebnissen sehr wichtig ist.

Die Identifizierung neuer Varianten erlaubt Riickschliisse auf Wirkungswege oder zusétzliche
Funktionen des Wachstumshormons und macht die Ergebnisse dieser Arbeit damit auch fiir
weiterfiihrende, endokrinologische Studien interessant.

Durch die Detektion diskreter Formen ist die Spezifitdt der Methode sehr gut kontrollierbar
und Variationen in Verhéltnissen endogener Formen konnen erfasst werden. Dies konnte die
Dopingkontrollmethode auch fiir klinische Untersuchungen interessant machen, wenn
Verhéltnisse endogener Formen im Plasma bestimmt werden sollen, um beispielsweise
abweichende Wirkungen des Wachstumshormons zu erkliren.

Ein Faktor, der zukiinftig optimiert werden konnte, ist die Empfindlichkeit der Methode. Es
wird mit der vorgestellten Probenvorbereitung eine zirkulierende GH-Menge von mindestens
1 ng/ml bendtigt, um die Unterscheidungsgrenze zu erreichen und eine eindeutige Aussage zu
der Herkunft des Wachstumshormons in der Probe machen zu kdnnen. Zur Verbesserung der
Empfindlichkeit kdnnte in weiterfiihrenden Studien versucht werden, das Detektionssystem
oder die Blotbedingungen zu optimieren.

Die vorliegende Arbeit priasentiert damit einen leistungsfdhigen und sehr spezifischen Test
zum Nachweis von rekombinantem Wachstumshormon im Plasma und ermoéglicht die

Detektion unterschiedlicher, identifizierter, endogener Wachstumshomonvarianten.
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8 Anhang

8.1 Aminosauren

Tabelle 12 Aminosduren: Abkiirzungen und Peptidmassen.

A Mittlere Mittlere Monoisotopische
Masse Peptidmasse Peptidmasse
Alanin AlalA|l 89,09 71,08 71,04
Cystein  |Cys|C| 121,16 103,14 10301
174,22%* 174,05*
Aspartat  |Asp|D 133,1 115,09 115,03
Glutamat |GlulE| 147,13 129,12 129,04
Phenylalanin |PhelF| 165,19 147,18 147,07
Glycin Gly|G 75,07 57,05 57,02
Histidin His|{H| 155,10 137,14 137,00
Isoleucin lle |1 131,17 113,16 113,08
Lysin Lys/K| 146,19 128,17 128,09
Leucin LeulL| 131,17 113,16 113,08
Methionin |[MetM| 149,21 131,19 131,04
Asparagin |Asn|N| 132,12 114,10 114,04
Prolin Pro|P| 115,13 97,12 97,05
Gutamin |GIn|Q| 146,15 128,13 128,06
Arginin ArgR 174,2 156,19 156,10
Serin Ser|S| 105,09 87,08 87,03
Threonin  |Thr|T| 119,12 101,11 101,05
Valin Val|lV| 117,15 99,13 99,07
Tryptophan |Trp|W| 204,22 186,21 186,08
Tyrosin Tyr|Y| 181,19 163,18 163,06

* Acrylamid-Addukte
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8.2 Massenspektren und detektierte Peptide

8.2.1 MS/MS-Spektren von GH-Peptiden nach Trypsinverdau
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Abb. 49 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 1-8 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(Retentionszeit (RT) 26,0 min).
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Abb. 50 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 9-16 mit doppelt protoniertem Vorlduferion

(RT 25,6 min).
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Abb. 51 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 9-16 mit doppelt protoniertem Vorlduferion und
oxidiertem Methionin (RT 22,9 min).
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Abb. 52 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 20-38 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(RT 29,7 min).
Y13
1632,6
100 5 ,
E 1180,07 beb,
90 7 oX C
] [M+2H]% LHox QL AF|D|TIYIQEIFIEE|AY|IP K
é Y14Y13 Yi2Y11 Y0 Ys Y7 Ys Y3
80 3 1180,57
E 1179,57 Y10 Yas
E ’ be 1253,6 1779,7
70 726,2
E 1181,07
e Y
.(*z) 60 E A 1416,6
g 7
= !
Q 50 7
5 Y12
€ 40 2 1517,6
- bs
E 5792 y y 1840,0
ERA ’ " oge4 11264
33570 Y, 849,3
20 é 520,2
) é ‘ “
0 E b ‘! i‘” | \H\H\“\ 1 I\\H\huh H‘HH | ‘m ‘“\‘ \}H\‘H\‘\h\‘
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz

Abb. 53 ESI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 20-38 mit doppelt protoniertem Vorlduferion und

oxidiertem Histidinrest.
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Abb. 54 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 42-64 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(RT 29,3 min).
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Abb. 55 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 65-70 mit protoniertem Vorlduferion (RT 1,9 min).
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Abb. 56 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 71-77 mit doppelt protoniertem Vorlduferion

(RT 23,5 min).
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Abb. 57 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 78-94 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(RT 38,7 min).
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Abb. 58 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 95-115 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(RT 31,3 min).
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Abb. 59 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 116-127 mit doppelt protoniertem Vorlduferion

(RT 30,0 min)
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Abb. 60 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 116-127 mit doppelt protoniertem Vorlduferion

oxidiertem Methionin und deamidiertem Glutamin (RT 26,6 min).
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Abb. 61 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 135-140 mit doppelt protoniertem Vorlduferion

(RT 18,3 min).
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Abb. 62 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 135-145 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(RT 19,1 min).
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Abb. 63 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 146-158 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(RT 21,0 min).
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Abb. 64 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 159-167 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(RT 28,9 min).
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Abb. 65 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 169-178 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(RT 25,2 min).
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Abb. 66 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 173-178 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(RT 22,2 min).
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Abb. 67 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 184-191 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(RT 20,7 min).
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8.2.2 MS/MS-Spektren von GH-Peptiden nach GluC-Verdau

Y7
1005 653,37 8ar.4
901 653,87
E [M+2H]2*
80% b, b, bg bo
FP[TliPLs RLFF D
E Yo Ys Y7 Y6 Y5
® 1 654,87
s 601 | 65537
2 50°
5
o) m|
[1d
40
30
2] b,-H,0 [M-H,O+2H]2*
] 4411 644,5
] 459,2 b Yo
3 b 3281 522,43°%09Ys Ye by 9%/85 102;%61 6
R W . 1\!\63‘7 Joo4 604 ot2a | |
[ l\"\' e / \”\‘\ ] “'\"‘\ AR T \ T anana b e
200 300 400 500 600 700 800 900 1000  miz |
Abb. 68 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 1-11 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(RT 31,7 min).
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Abb. 69 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 34-39 mit doppelt protoniertem Vorlduferion

(RT 14,9 min).
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Abb. 70 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 40-56 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(RT 27,1 min).
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Abb. 71 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 57-66 mit doppelt protoniertem Vorlduferion

(RT 14,8 min).
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Abb. 72 NSI-MS/MS-Spektrum des Peptids AS 120-129 mit doppelt protoniertem Vorlduferion
(RT 26,0 min).
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8.3 Auflistung detektierter Peptide in den Spots 1-10 auf Abb. 16

Tabelle 13 Liste der in den unterschiedlichen Spots detektierten Peptide. Fiir einzelne Spots charakte-

ristische Peptide sind fett gedruckt.

Spot ID AS in der o - detektierte [M+H]*
(4bb. 16) GH- Aminosauresequenz des Peptids Ladqngs- monoisotopisch
Sequenz zustande

1 1-8 FPTIPLSR 2+ 930.541
9-16 LFDNAMLR 2+ 979.503
9-16 LFDNAMoxLR 2+ 995.498
20-38 LHQLAFDTYQEFEEAYIPK 2+ 2342.13
42-64 YSFLQNPQTSLC*FSESIPTP SNR 2+, 3+ 2687.28%*
71-77 SNLELLR 2+ 844.489
78-94 ISLLLIQSWLEPVQFLR 2+ 2055.20
95-115 SVFANSLVYGASDSNVYDLLK 2+ 2262.13
116-127 DLEEGIQTLMGR 2+ 1361.67
116-127 DLEEGIQTLMoxGR 2+ 1377.67
135-140 TGQIFK 1+, 2+ 693.393
135-145 TGQIFKQTYSK (1 missed cleavage) 2+ 1300.69
146-158 FDTNSHNDDALLK 2+ 1489.69
159-167 NYGLLYC*FR 2+ 1219.59*
169-178 DMDKVETFLR (1 missed cleavage) 2+ 1253.62
173-178 VETFLR 2+ 764.430
184-191 SVEGSC*GF 1+, 2+ 856.351*

1(GluCc) |1-11 FPTIPLSRLFD 2+ 1305.72
34-39 AYIPKE 2+ 720.392
40-56 QKYSFLQNPQTSLC*FSE 3+ 2090.99*
57-66 SIPTPSNREE 2+ 1129.55
120-129 GIQTLMGRLE 2+ 1117.60

2 1-8 FPTIPLSR 2+ 930.541
9-16 LFDNAMLR 2+ 979.503
9-16 LFDNAMoxLR 2+ 995.498
20-64 LHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYS |3+ 1181.23*
(without FLQNPQTSLC*FSESIPTPSNR
32-46)
71-77 SNLELLR 2+ 844.489
78-94 ISLLLIQSWLEPVQFLR 2+ 2055.20
95-115 SVFANSLVYGASDSNVYDLLK 2+ 2262.13
116-127 DLEEGIQTLMGR 2+ 1361.67
116-127 DLEEGIQTLMoxGR 2+ 1377.67
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AS in der

detektierte

(1845)7? Il[g) GH- Aminosauresequenz des Peptids Ladl_J_ngs- mo[r:\o/il;’)::g;ch
Sequenz zustande

Forts. 2 135-140 TGQIFK 1+, 2+ 693.393
135-145 TGQIFKQTYSK (1 missed cleavage) 2+ 1300.69
159-167 NYGLLYC*FR 2+ 1219.59*
169-178 DMDKVETFLR (1 missed cleavage) 2+ 1253.62
173-178 VETFLR 2+ 764.430
184-191 SVEGSC*GF 1+, 2+ 856.351%

3 1-8 FPTIPLSR 2+ 930.541
9-16 LFDNAMLR 2+ 979.503
9-16 LFDNAMoxLR 2+ 995.498
20-38 LHQLAFDTYQEFEEAYIPK 2+ 2342.13
42-64 YSFLONPQTSLC*FSESIPTP SNR 2+, 3+ 2687.28*
71-77 SNLELLR 2+ 844.489
78-94 ISLLLIQSWLEPVQFLR 2+ 2055.20
95-115 SVFANSLVYGASDSNVYDLLK 2+ 2262.13
95-115 SVFANPSLVYGASDSNVYDLLK 2+ 2342.10
116-127 DLEEGIQTLMGR 2+ 1361.67
116-127 DLEEGIQTLMoxGR 2+ 1377.67
135-140 TGQIFK 1+, 2+ 693.393
135-145 TGQIFKQTYSK (1 missed cleavage) 2+ 1300.69
146-158 FDTNSHNDDALLK 2+ 1489.69
146-158 FDTNpSHNDDALLK 2+ 1569.66
159-167 NYGLLYC*FR 2+ 1219.59*
169-178 DMDKVETFLR (1 missed cleavage) 2+ 1253.62
173-178 VETFLR 2+ 764.430
184-191 SVEGSC*GF 1+, 2+ 856.351%*

4 1-8 FPTIPLSR 2+ 930.541
9-16 LFDNAMLR 2+ 979.503
9-16 LFDNAMoxLR 2+ 995.498
20-38 LHQLAFDTYQEFEEAYIPK 2+ 2342.13
71-77 SNLELLR 2+ 844.489
78-94 ISLLLIQSWLEPVQFLR 2+ 2055.20
95-115 SVFANSLVYGASDSNVYDLLK 2+ 2262.13
116-127 DLEEGIQTLMGR 2+ 1361.67
116-127 DLEEGIQTLMoxGR 2+ 1377.67
135-140 TGQIFK 1+, 2+ 693.393
135-145 TGQIFKQTYSK (1 missed cleavage) 2+ 1300.69
146-158 FDTNSHNDDALLK 2+ 1489.69
159-167 NYGLLYC*FR 2+ 1219.59*
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Spot ID AS in der o _ detektierte [M+H]*
(4bb. 16) GH- Aminosauresequenz des Peptids Ladl_J_ngs- monoisotopisch
Sequenz zustande
Forts. 4 169-178 DMDKVETFLR (1 missed cleavage) 2+ 1253.62
173-178 VETFLR 2+ 764.430
184-191 SVEGSC*GF 1+, 2+ 856.351*
4(Gluc) [1-11 FPTIPLSRLFD 2+ 1305.72
34-39 AYIPKE 2+ 720.392
40-56 QKYSFLQNPQTSLC*FSE 3+ 2090.99*
120-129 GIQTLMGRLE 2+ 1117.60
5 1-8 FPTIPLSR 2+ 930.541
9-16 LFDNAMLR 2+ 979.503
9-16 LFDNAMoxLR 2+ 995.498
20-38 LHQLAFDTYQEFEEAYIPK 2+ 2342.13
42-64 YSFLQNPQTSLC*FSESIPTP SNR 2+, 3+ 2687.28*
71-77 SNLELLR 2+ 844.489
78-94 ISLLLIQSWLEPVQFLR 2+ 2055.20
95-115 SVFANSLVYGASDSNVYDLLK 2+ 2262.13
116-127 DLEEGIQTLMGR 2+ 1361.67
116-127 DLEEGIQTLMoxGR 2+ 1377.67
135-140 TGQIFK 1+, 2+ 693.393
135-145 TGQIFKQTYSK (1 missed cleavage) 2+ 1300.69
146-158 FDTNSHNDDALLK 2+ 1489.69
146-158 FDTNpSHNDDALLK 2+ 1569.66
159-167 NYGLLYC*FR 2+ 1219.59*
169-178 DMDKVETFLR (1 missed cleavage) 2+ 1253.62
173-178 VETFLR 2+ 764.430
184-191 SVEGSC*GF 1+, 2+ 856.351*
6 1-8 FPTIPLSR 2+ 930.541
9-16 LFDNAMLR 2+ 979.503
9-16 LFDNAMoxLR 2+ 995.498
20-64 LHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYS |3+ 1181.23*
(without FLQNPQTSLC*FSESIPTPSNR
32-46)
71-77 SNLELLR 2+ 844.489
78-94 ISLLLIQSWLEPVQFLR 2+ 2055.20
95-115 SVFANSLVYGASDSNVYDLLK 2+ 2262.13
116-127 DLEEGIQTLMGR 2+ 1361.67
116-127 DLEEGIQTLMoxGR 2+ 1377.67
135-140 TGQIFK 1+, 2+ 693.393
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Spot ID AS in der o _ detektierte [M+H]*
(4bb. 16) GH- Aminosauresequenz des Peptids Ladl_J_ngs- monoisotopisch
Sequenz zustande

Forts. 6 135-145 TGQIFKQTYSK (1 missed cleavage) 2+ 1300.69
146-158 FDTNSHNDDALLK 2+ 1489.69
146-158 FDTNpSHNDDALLK 2+ 1569.66
159-167 NYGLLYC*FR 2+ 1219.59*
169-178 DMDKVETFLR (1 missed cleavage) 2+ 1253.62
173-178 VETFLR 2+ 764.430
184-191 SVEGSC*GF 1+, 2+ 856.351%

7 1-8 FPTIPLSR 2+ 930.541
9-16 LFDNAMLR 2+ 979.503
9-16 LFDNAMoxLR 2+ 995.498
20-64 LHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSF |3+ 1181.23*
(without LQNPQTSLC*FSESIPTPSNR
32-46)
71-77 SNLELLR 2+ 844.489
78-94 ISLLLIQSWLEPVQFLR 2+ 2055.20
95-115 SVFANSLVYGASDSNVYDLLK 2+ 2262.13
116-127 DLEEGIQTLMGR 2+ 1361.67
116-127 DLEEGIQTLMoxGR 2+ 1377.67
135-140 TGQIFK 1+, 2+ 693.393
135-145 TGQIFKQTYSK (1 missed cleavage) 2+ 1300.69
146-158 FDTNSHNDDALLK 2+ 1489.69
159-167 NYGLLYC*FR 2+ 1219.59%*
169-178 DMDKVETFLR (1 missed cleavage) 2+ 1253.62
173-178 VETFLR 2+ 764.430
184-191 SVEGSC*GF 1+, 2+ 856.351%*

8,9 1-8 FPTIPLSR 2+ 930.541
9-16 LFDNAMLR 2+ 979.503
20-38 LHQLAFDTYQEFEEAYIPK 2+ 2342.13
42-64 YSFLONPQTSLC*FSESIPTP SNR 2+, 3+ 2687.28*
71-77 SNLELLR 2+ 844.489

10 95-115 SVFANSLVYGASDSNVYDLLK 2+ 2262.13
116-127 DLEEGIQTLMGR 2+ 1361.67
135-140 TGQIFK 1+, 2+ 693.393
146-158 FDTNSHNDDALLK 2+ 1489.69
159-167 NYGLLYC*FR 2+ 1219.59*
169-178 DMDKVETFLR (1 missed cleavage) 2+ 1253.62
173-178 VETFLR 2+ 764.430
184-191 SVEGSC*GF 1+, 2+ 856.351%*
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8.4 Reagenzien, Referenzsubstanzen und verwendete Geréate

Tabelle 14 Verwendete Reagenzien und Referenzsubstanzen.

Substanz Reinheit, Gehalt, Firma Stadt, Land
Bemerkungen
Genotropin 0,2 mg/Spritze Pharmacia Karlsruhe,
Deutschland
Laktogen Lyophilisat, Serotec Diisseldorf,
Swissprot/Uniprot Deutschland
Q6PF11
EDTA-Blutrohrchen Greiner Bio-One | Frickenhausen,
Deutschland
Magnetische Beads, gekoppelt 6,7 x 10® beads/ml Invitrogen Karlsruhe,
and sekundaren anit- Deutschland
Kaninchen Antikorper
Primarer Antik('jrper, anti-hGH | 1 mg/ml, Polyklonal, Acris Antibodies | Hiddenhausen,
Bestellnummer: Deutschland
GTX72790
Sekundarer Antikdrper, anti- | Lyophilisat, Sigma Deisendorf,
Kaninchen 19G Bestellnummer: A9169 Deutschland
12 9% Bis-Tris SDS Gele Invitrogen Karlsruhe,
Deutschland
8-16% Tis-Glycin Gele Proteome Massachusetts, USA
Systems
Acetonitril HPLC Grade Merck Darmstadt,
Deutschland
Acetonitril Fir Nano-LC Biosolve Valkenswaard,
Niederlande
Acrylamid Sigma Deisendorf,
Deutschland
Acrylamid/N,N"- Fiir Elektophorese GE Healthcare Miinchen,
Methylenbisacrylamid Deutschland
Ameisensaure Fiir nano-LC Biosolve Valkenswaard,

Niederlande
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Substanz Reinheit, Gehalt, Firma Stadt, Land
Bemerkungen
Ammoniumhydrogencarbonat | p-a. Sigma Deisendorf,
Deutschland
APS Fiir Elektophorese GE Healthcare Miinchen,
Deutschland
Bromphenol-Blau Fiir Elektophorese GE Healthcare Miinchen,
Deutschland
Chaps Fiir Elektrophorese Sigma Deisendorf,
Deutschland
Coomassie Blue stain G-250 Pierce Rockford, IL, USA
DTT Sigma Deisendorf,
Deutschland
ECL Advance GE Healthcare Miinchen,
Deutschland
Essigsaure p.a. Merck Darmstadt,
Deutschland
Ethanol 96% VWR Darmstadt,
International Deutschland
Glu-C Roche Darmstadt,
Deutschland
Glycerol Fiir Elektophorese GE Healthcare Miinchen,
Deutschland
Harnstoff Fiir Elektophorese Sigma Deisendorf,
Deutschland
Immobilon-P PVDF-Membran Millipore Billerica, MA, USA
Membran
IPF Streifen, 18 cm, pH 4,7-5,9 Bio-Rad Miinchen,
Deutschland
IPG-Streifen, 11 cm, pH 4,7-5,9 Bio-Rad Miinchen,
24 cm, pH 4-7 Deutschland
IPG-Streifen, 18 cm, pH 4,5-5,5 GE Healthcare Miinchen,
Deutschland
LDS Probenpuffer Invitrogen Karlsruhe,
Deutschland
MOPS Laufpuffer Invitrogen Karlsruhe,
Deutschland
Rinderalbumin (BSA) 97% Sigma Deisendorf,

Deutschland
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Substanz Reinheit, Gehalt, Firma Stadt, Land
Bemerkungen

TEMED Fiir Elektophorese GE Healthcare Miinchen,
Deutschland

Thioharnstoff Fiir Elektrophorese Sigma Deisendorf,
Deutschland

Trifluoroessigsaure 99+% Sigma Deisendorf,
Deutschland

Tris p.a. Sigma Deisendorf,
Deutschland

Trypsin Promega Miinster,
Deutschland

Ultrafree und Amicon Millipore Billerica, MA, USA

Zentrifugenfilter (MW cut-off

10 und 30 kDa)

Wasser Fiir nano-LC Biosolve Valkenswaard,

Niederlande
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Tabelle 15 Verwendete Gerdte.

Gerat Verwendung Firma Stadt, Land
Polymax 1040 Schiittler fiir Heidolph Instruments Schwabach, Deutschland
Immunférbung
Thermomixer Trypsin-, GluC-Verdau; Eppendorf Hamburg, Deutschland
comfort Elution nach IAP
Typhoon Trio Fluoreszenzscanner GE Healthcare Miinchen, Deutschland
IPGphor 3 Isoelektrische GE Healthcare Miinchen, Deutschland
Fokussierung
3100 OFFGEL IEF in Losung Agilent Technologies Boblingen, Deutschland
Fraktionator
XCell6 SDS-PAGE Invitrogen Karlsruhe, Deutschland
XCell SurelLock SDS-PAGE Invitrogen Karlsruhe, Deutschland
Ettan DALTwelve SDS-PAGE GE Healthcare Miinchen, Deutschland
ElectrophoretlQ3 SDS-PAGE GE Healthcare Miinchen, Deutschland
TE77PWR Elektroblot GE Healthcare Miinchen, Deutschland
LC 1100 Fliissigkeitschromatograph | Agilent Technologies Boblingen, Deutschland
Kapillar-LC 1100 Fliissigkeitschromatograph | Agilent Technologies Boblingen, Deutschland
Nano-LC Fliissigkeitschromatograph | Waters Eschborn, Deutschland
API QTrap 4000 Massenspektrometer Applied Biosciences Foster City, CA, USA
LTQ Orbitrap Massenspektrometer Thermo Bremen, Deutschland
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9 Abkurzungsverzeichnis

2D-PAGE = Zweidimensionale Polyacrylamid Gel Elektrophorese
ACN = Acetonitril

API = Atmospheric pressure ion source

AS = Aminoséure

BSA = Rinderserumalbumin

CCD = charged-coupled device

CID = collision induced dissociation

DIGE = Difference Gel Electrophoresis

DNA = Desoxyribonukleinsdure

DTT = Dithiothreitol

ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay

EPO = Erythropoietin

ESI = Electrospray-lonisation

NSI = Nanospray-lonisation

FTICR = Fourier Transform lon Cyclotron Resonance
GH = Wachstumshormon, Growth Hormone

GHRH = Growth hormone releasing hormone, Somatoliberin
hGH = endogenes, humanes Wachstumshormon

IAP = Immunoaffinitdtsaufreinigung

IGF-1 = Insulin-like growth factor [

IS = Interner Standard

JAK = Januskinase

LC/MS = Fliissigkeitschromatographie/Massenspektrometrie
LIA = Lumineszenzimmunoassay

LIT = Lineare Ionenfalle

LOD = Nachweisgrenze (Limit of detection)

LTQ = Linear Trap Quadrupol

MALDI = Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
MW = Molekulargewicht

NREM = non-rapid eye movement

NSV = Normalisiertes Spotvolumen

PBS = Phophate Buffered Saline


http://de.wikipedia.org/wiki/Enzyme-linked_Immunosorbent_Assay
http://en.wikipedia.org/wiki/Fourier_transform_ion_cyclotron_resonance
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PBST = Phophate Buffered Saline plus Tween

pl = Isoelektrischer Punkt

PTM = Posttranslationale Modifikation

PVDF = Polyvinylidenfluorid

rGH = rekombinantes, humanes Wachstumshormon

RT = Retentionszeit

RTmp = Raumtemperatur

SDS = Natrium Dodecyl Sulfat

SDS-PAGE = Natrium Dodecy Sulfat — Polyacrylamid Gel Elektrophorese
SST = Somatostatin

STAT = signal transducers and activators of transcription
TFA = Trifluoressigsdure

TOF = Time of Flight


http://de.wikipedia.org/wiki/Polyvinylidenfluorid
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