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Mechanisierte Analytik von Schilddriisenhormonen im Serum:
T, (CPBA), T;-in vitro-Test und Gesamt T;-(RIA)"*?

Mechanization of Thyroid Hormone Analysis in Serum:
T, (CPBA), T; Uptake (RT,U) and Total T, (RIA)

K. HORN, J. HENNER und P. C. SCRIBA

Zusammenfassung

Die derzeit gebrauchlichen Methoden zur spezifischen Messung des Gesamtthyroxins
bzw. Trijodthyronins im Serum sind bisher wenig automatisiert und damit nicht ausrei-
chend standardisiert. Schwierigkeiten bereiten hierbei besonders die erforderliche Extrak-
tion des T4 bzw. des T3 aus dem Serum und die standardisierte, zeit- und temperatur-
konstante Auftrennung in Bound- und Free-Fraktion. Zudem sind die Kosten der bisher
kommerziell angebotenen Test-Kits erheblich. Es wurde deshalb ein mechanisiertes Ver-
fahren nach dem Prinzip der simultanen Saulenchromatographie entwickelt, das fiir die
competitive Proteinbindungsanalyse fiir T4, fiir den Ts-in vitro-Test und fiir die radioim-
munologische T3-Bestimmung eingesetzt werden kann. Dadurch kénnen mit geringerem
Zeit- und Kostenaufwand hohere Probenzahlen mit besserer Prizision aufgearbeitet wer-
den.

Summary

The methods currently used for the specific measurement of total serum thyroxine
resp. trilodothyronine are little automated and therefore not sufficiently standardized.
Particular difficulties are presented by the necessary extraction of Ty resp. Ts from the
serum, and the time and temperature dependence of the separation into bound and
free fractions. Furthermore, commercially available test kits are very expensive. We
have therefore developed a mechanized method based on the principle of simultaneous
column chromatography. This method can be used for T4 competitive protein binding
analysis, Ts uptake and the radioimmunological determination of Ts, thus permitting
the processing of more samples in less time and at lower cost.

1. Allgemeines

Fiir die sichere Beurteilung der Schilddriisenfunktion ist sowohl die spezifische
Serum-Thyroxinbestimmung als auch die indirekte Beurteilung von Verinderungen
des Spiegels an Thyroxin-bindendem Globulin durch den Ts-in vitro-Test erforder-
fich. Durch Multiplikation des gesamten Schilddriisenhormonspiegels (T4) mit dem
prozentualen freien Anteil (Ts-in vitro-Test) i8¢ sich der Index des freien Thyro-
xins berechnen (1, 2, 3, 4). Dieser erlaubt, auf die wahre Konzentration des abso-
luten freien Thyroxins im Serum zu schlieffen und hat die beste diagnostische Aus-
sagekraft bei der Beurteilung von Schilddriisenfunktionsstorungen (1, 3, 4, 5). Die
klinische Bedeutung der Bestimmung der absoluten T3-Spiegel ist in den letzten
Jahren immer klarer geworden. So muf§ z. B. in Gebieten mit Jodmangel damit ge-
rechnet werden, dafl bis zu 15%, der Hyperthyreosen als Ts-Thyreotoxikosen auf-
treten (7, 8). Diese Diagnose mufl gestellt werden, wenn bei normalem oder sogar
erniedrigtem Gesamt-Ts und Ts-in vitro-Test die klinische Symptomatik einer

1 1I. Medizinische Klinik der Universitit Miinchen
2 Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft (SFB 51)
3 Vortrag: Kongref fiir Laboratoriumsmedizin am 12. Mirz 1974 in Gieflen
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Hyperthyreose und die supprimierten TSH-Spiegel durch isoliert erhshte Serum-
Ts-Spiegel verursacht wird (5, 7).

Die Vorteile der spezifischen Proteinbindungsanalytik gegentiber den storanfil-
ligen chemischen Jod-Bestimmungsmethoden sind bekannt. Als Nachteile fallen
jedoch besonders bei den kommerziell angebotenen Test-Kits ins Gewicht, dafl diese
Methoden bisher wenig automatisiert, die Anforderungen der Qualititskontrolle
nicht ausreichend erfiillt und vor allem die Kosten erheblich sind (5, 6). Das trifft
gleichfalls fiir die in letzter Zeit propagierten radioimmunologischen Bestimmungs-
methoden von T3 und Ts im unextrahierten Serum zu (9, 10). Durch das von uns
in den letzten Jahren entwickelte mechanisierte Verfahren zur spezifischen Ts- und
Ts-Bestimmung nach dem Prinzip der simultanen Siulenchromatographie konnte
eine hohe Kapazitat und gute Standardisierung bei einem relativ geringen Kosten-
aufwand erzielt werden (2, 11).

2. Methodik

2.1. Reagenzien

Radioaktives L-Thyroxin-1?3Jod und L-Trijodthyronin-123Jod (Fa. Hoechst, Frankfurt/
M. oder Radiochemical Center, Amersheim Buchler GmbH & Co. KG, Braunschweig)
wird jeweils mit 0,05 M Natrium-Phosphat-Puffer pH 7,4, 0,25 %o Rinderalbumin (Pen-
tex®) zu einer Standardldsung von 0,4 «Ci/ml verdiinnt und bis zur Verwendung bei
4° C aufbewahrt.

Stabiles L-Thyroxin und L-Trijodthyronin purissimum (Fa. Fluka AG, Buchs/Schweiz)
oder Fa. Henning, Berlin) wird fiir die Eichkurve in 0,05 M Natrium-Phosphat-Puffer
pH 7,4, 1%/ Rinderalbumin, 0,02%/0 Natrium-Azid gelost.

TGB-Lésung: 1:60 verdiinntes Serum von Schwangeren oder Frauen unter Ostrogen-
Behandlung.

Nachwaschserum: Restserum aus der Klinischen Chemie oder 5%ige Polyvinyl-Pyr-
rolidon-L&sung (Periston®, Fa. Bayer AG, Leverkusen).

Dextrangel und Siulen-Priparation: 2 ml-Einmal-Spritzen, vor deren durch Zentral-
verschlufl verschlossenen Auslauf ein feinporiges Filterpapier liegt, werden mit jeweils
2 ml in Aqua bidest. gequelltem Sephadex G-25 fine oder superfine gefiillt.

2.2. Gerdte

Apparatur zur  simultanen Siulenchromatographie: Abb. 1a zeigt den Lingsschnirt
durch die Apparatur. Aus dem Inkubationsgefiff B wird mit Hilfe einer Proportionier-
pumpe C (25-canal-micro-pump, Fa. Ismatec, Ziirich/Schweiz) zeitgesteuert der Inkuba-
tionsansatz auf die temperierte Dextrangel-Siule D aufgetragen. Eluiert wird mit ver-
schiedenen Ldsungen aus dem Vorratsgefiff A. Die Eluate werden zeitgesteuert, fraktio-
niert in den Rohrchen I—III aufgefangen. Abb. 1b zeigt schematisch den Aufblick auf
die simultane Chromatographie auf 25 Siulen.

Umwilzthermostat z. B. der Fa. Haake, Karlsruhe.

Pipettier- Automat:

Fisons-Pipettier-Verdiinnungs-Automat der Fa. IMA GmbH, Gieflen.

Gamma-Mefiplatz: z.B. Gamma-Guard, Fa. Tracerlab S. A., Kéln (Bohrloch fiir
25 mm (-Réhrchen).

Inkubationsgefifle, Fraktionssammelrshrchen und Chromatographie-Siulen bestehen
aus Plastikmaterial und werden jeweils nach einmaliger Benutzung weggeworfen.

2.3 Durchfiibrung
2.3.1. Gesamt-Thyroxin im Serum (CPB-A)

Die Methode beruht auf dem von Murphy und Pattee angegebenen Prinzip der
competitiven Proteinbindungsanalyse. Bei uns wird Ts auf alkalisierten Sephadex-
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Siulen quantitativ aus dem Serum extrahiert, adsorbiert und nach Umpuffern auf
der gleichen Siule durch die competitive Proteinbindungsanalyse gemessen.

2.3.1.1. Arbeitsanleitung

Fiinfundzwanzig Inkubationssitze aus jeweils 100 ul Serumprobe, 100 ul Ts-Tracer-
Losung und 200 ul 0,1 M NaOH werden quantitativ aus Eppendorf-Gefifien durch
die Proportionierpumpe (Abb. 1a und b) auf die mit 0,05 M NaOH alkalisierten
Scphadex-Siulen gepumpt. Danach werden diese Siulen mit 0,05 M Natrium-Barbital-
Puffer pH 8,6 in 10 Min. umgepuffert. Dabei werden die Serum-Proteine und Tracer-
Verunreinigungen eluiert und verworfen, die Schilddriisenhormone bleiben quantitativ
am Dextrangel adsorbiert. Auf den gleichen Siulen kann jetzt die competitive Protein-
bindungsanalyse mit 800 wl der TGB-Losung erfolgen, der proteingebundene Antei
des Ts-123] wird mit Barbital-Puffer eluiert und zeitgesteuert in Reagenzrohrcher
gesammelt, in denen nun ohne weiteren Pipettierschritt direkt am Gamma-Mefiplatz
die jeweilige Radioaktivitit gemessen werden kann. Den freien Anteil des Ti-123]
eluieren wir von den Sephadex-Siulen mit 400 wl Nachwaschserum. Im Anschluff
daran werden die Siulen bereits wieder mit Natronlauge alkalisiert, so daf} sie fiir den
nichsten Durchgang vorbereitet sind. Bei diesem automatisierten Verfahren werden
Eingabe und das Sammeln der Eluate durch Uhren gesteuert, der Zeitaufwand fiir die
gleichzeitige Bestimmung von 25 Serumproben betrigt lediglich 30 Min. (Abb. 2).

) Na OH|Inkubations-| Natrium-Barbital- TBG- Natrium-Barbital- | Nachwasch- | Na OH
Eingabe: 905 N|  ansatz Puffer Lésung Puffer serum 0,05 N
400 gl 0,05M pH 86 800 u! 0,05M pH 86 400u!

cpm
7o
Protein T, T,
J-
Elution J o_,__°_°/0/°_°\ °\o—o-—o—o—e-—‘/ \Ko-o
6 1.0 2‘0 30 min.

Abb. 2. Schema der Chromatographie und Fraktionierung bei der mechanisierten competi-
tiven Proteinbindungsanalyse fiir T4

2.3.1.2. Auswertung

Bei Auftragen der entsprechenden Radioaktivitit des TBG-gebundenen T4-125]
gegen die kalten Ts-Eichstandards wird eine steile Eichkurve zwischen 0 und 32 ug
T4/100 ml erzielt, die untere Nachweisgrenze liegt unter 1 1g/100 ml. Die Auswer-
tung kann auch automatisiert mit Hilfe des Spline-Approximation-Verfahrens
(12) durch Computer erfolgen (Abb. 3).
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Abb. 3. Standardeichkurve fiir T« (CPB-A)

2.3.2. Ts-in vitro-Test (Dextrangel-Filtration)

Radioaktives Ts wird mit Serum inkubiert und die Verteilung des Tracers zwi-
schen Serumproteinen und Dextran-Gel siulenchromatographisch gemessen. Dieses
Verfahren hat sich bei uns seit mehreren Jahren fiir die indirekte Erfassung von
Veranderungen der Spiegel an Thyroxin-bindendem Globulin bewihrt (2, 5).

2.3.2.1. Arbeitsanleitung

Fiinfundzwanzig Inkubationsansitze aus jeweils 100 ul Serumprobe und 300 ul Ts-Tra-
cer-Losung werden quantitativ aus den Eppendorf-Inkubationsgefiflen durch die Pro-
portionierpumpe (Abb.1a und b) in 1 Min.aufgetragen.Der proteingebundene Anteil desTs-
125] wird mit 0,05M Natrium-Barbital-Puffer pH 8,6 eluiert. Der an dem Sephadex ge-
bundene Anteil des T3-125] (sog. freies T3-125]) wird durch einen Uberschufl von Nach-
waschserum (400 ul in 1 Min.) quantitativ von den Siulen eluiert und zeitgesteuert in
cinem Reagenzrohrchen gesammelt, in dem jetzt direkt ohne weiteren Pipettierschritt am
Gamma-Meflplatz die Radioaktivitit gemessen werden kann. Bei diesem automatisierten
Verfahren werden Eingabe und das Sammeln der Eluate durch Uhren gesteuert, der
Zeitaufwand fiir die gleichzeitige Bestimmung von 25 Serumproben betrigt lediglich
20 Min. Die gleichen Siulen sind iiber viele Wochen immer wieder verwendbar.

2.3.2.2. Auswertung
Das sog. freieTs- 125] wird in Prozent des eingesetzten Gesamt-T3-125] berechnet.
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2.3.3. Radioimmunologische Bestimmung des Gesamt-Trijodthryonin im Serun.
(T5-RIA)

Wegen der starken Serumproteinbindung ist vor dem radioimmunologischen
Nachweis die Extraktion des Ts aus dem Serum unbedingt erforderlich. Die Rich-
tigkeit aller Methoden, die im unextrahierten Serum messen, ist umstritten (9, 10).
Eine zusitzliche Abtennung des T ist bei Verwendung eines hochspezifischen Ts-
Antikorpers (Kreuzreaktion mit Ts unter 0,2 %/o) in der Routine-Diagnostik nich:
erforderlich.

2.3.3.1. Arbeitsanleitung

Fiinfundzwanzig Inkubationsansitze mit jeweils 100 «l Serumprobe, 100 ul Ts-Tracer-
Losung (T3-Gehalt ca. 10 pg), 100 ul 5%ige Natrium-Salcylat-Losung und 100 «l 0,1 N
NaOH werden quantitativ aus den Eppendorf-Gefiflen durch die Proportionierpumps
(Abb. 1a und b) auf die mit 0,02 N NaOH alkalisierten Sdaulchen mit 2 ml Sephadex G-
25 gepumpt (Temperatur im Thermoblock 37° C, Pumpgeschwindigkeit 400 u«l/min). Bei

B (%)
1
N
N

) \

1
80

70
60
50

40

: \
\

7.8 15631.262.5125 250500 1000 pg Ty/ 100 ul
Abb. 4. Standardeichkurve fiir Ta (RIA)

Waschen mit 0,05 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 12 fiir 7 Min. werden dic Serumproteine
und Tracer-Verunreinigungen verworfen. Ts wird danach mit 0,02 N NaOH eluiert und
ab der 14. Minute nach Start der Chromatographie in einem Peak von 5 Min. in Re-
agenzrohrchen quantitativ gesammelt.

Die Eluate werden jetzt mit jeweils 300 w«l 0,75M Tris-HCL-Puffer pH 7,4,
309%, Hiamaccel® (zur Verhinderung der Wandadsorption des Ts) umgepuffert. Nach Zu-
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gabe von 100 ul Ts-Antikdrper-Losung (bei uns 1:4000%) werden die Rohrchen verschlos-
sen und iiber Nacht bei Zimmertemperatur inkubiert. Danach kann schliefllich die Auf-
trennung in die Bound- und Free-Fraktionen durch Chromatographie iiber Siulen mit
2 ml Sephadex G-25 nach dem Prinzip des Ts-in vitro-Tests (s. o. 2.3.2.1.) erfolgen,
wobei jetzt der Inkubationsansatz in 7 Min. quantitativ angesaugt wird. Bei diesem
automatisierten Verfahren werden Eingabe und das Sammeln der Eluate jeweils durch
Uhren gesteuert, der Zeitaufwand fiir die gleichzeitige Extraktion des Ts aus 25 Serum-
proben bzw. Bound-Free-Trennung betrigt jeweils weniger als 30 Min.

2.3.3.2. Auswertung

Bei Auftragen der jeweiligen Radioaktivitit der Bound-Fraktion gegen die Ts-
Eichstandards wird eine steile Eichkurve zwischen 0 und 1000 pg/100 ul erzielr,
die untere Nachweisgrenze liegt bei ca. 15 pg/100 ul. Die Auswertung kann auch
automatisiert mit Hilfe des Spline-Approximation-Verfahrens (12) durch Compu-
ter erfolgen (Abb. 4).

3. Ergebnisse

Die Prizision der Methoden wurde mit einem gepoolten Kontrollserum gepriift.
Die Variationskoeffizienten von 3,4%/0 bei der Gesamt-Thyroxin-Bestimmung, 3,5%
beim Ts-in vitro-Test und 7,5%0 bei der radioimmunologischen Ts-Bestimmung
sind jeweils sehr zufriedenstellend.

Die Kapazitit ist mit jeweils 25 Proben in maximal 30 Min. ebenfalls gut. Hier-
durch kénnen bei uns wirtschaftlich giinstig jeweils mehr als 200 Bestimmungen
von Thyroxin, Ts-in vitro-Test und Gesamt-Trijodthyronin wochentlich von einer
Technischen Assistentin durchgefiihrt werden.

Die bei uns ermittelten Normalbereiche liegen fiir Thyroxin zwischen 4,5 und
10,0 ug/100 ml, fiir den Ts-in vitro-Test zwischen 32 und 42%p und fiir Gesamt-Ts
zwischen 80 und 150 g/100 ml.
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