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Berechnung radioimmunologischer Meßwerte mittels 
Spline-Funktionen1 % 3 

Calculation of Radioimmunoassay Data by Spline Functions 

MARSCHNER1,1., H . DOBRY4, F. ERHARDT 1, T. LANDERSDORFER5, 
B. POPP5, C. RINGEL 6 unci P. C. SCRIBA1 

Zusammenfassung 

Es wurde ein neues Verfahren zur Berechnung eines stetigen, optimal geglätteten Kur
venzuges aus experimentellen Daten radioimmunologischer Standardkurven angewandt. 
Die mathematische Basis ist die von Reinscb beschriebene Spline-Approximation. Durch 
Verzicht auf zwanghafte Linearisierung oder Unterlegung einer starren Formel sowie 
durch eine unbegrenzte Variationsfähigkeit ist diese Methode in der Lage, jede Form 
einer Dosis-Wirkungs-Kurve zu berechnen und ist dadurch allen bisherigen Verfahren 
überlegen. Auf die besondere Bedeutung der Spline-Approximation zur Auswertung von 
RIA-Ringversuchen wird hingewiesen. 

Summary 

A new method was used for the calculation of a continuous, optimally smoothed curve 
line from experimental data of radioimmunoassay standard curves. Mathematically this 
method is based on spline approximation as described by Reinsch. Since the method 
does not involve mandatory linearization or the application of a fixed formula, and 
since its variability is unlimited, it can be used for the calculation of every kind of 
dose-response curve and is therefore superior to all conventional methods. The special 
importance of spline approximation in the evaluation of RIA group-experiments is 
pointed out. 

Einleitung 

Mit der Zunahme radioimmunologisch bestimmter Hormonkonzentrationen für 
klinische Routine und endokrinologische Forschung erleben wir z. Z. eine Wachs
tumsrate, die sogar die Zunahme der Enzymbestimmungen in der Klinischen Che
mie in den letzten fünf Jahren weit übertrifft. 
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Die Meßfrequenz am /-Zähler hat die am Photometer an vielen Instituten be
reits eingeholt, an anderen schon weit übertroffen. Damit gewinnt die Frage nach 
der Automatisation von Radioimmunoassays (RIA) zunehmend an Gewicht. Da, 
ausgehend von der rein manuellen Behandlung eines RIA, die Auswertung zeitlich 
und damit personell, der aufwendigste Schritt ist, verwundert es nicht, daß man 
sehr früh schon nach Möglichkeiten zur automatischen Berechnung von Hornion
konzentrationen aus Zählraten gesucht hat. Unter anderem haben sich Haies und 
Rändle (1), Rodbard (2, 3, 4, 5) und Ekins (6), Täljedal und Wold (7) und 
Healy (8) intensiv darum bemüht. Die eigentliche Schwierigkeit besteht darin, 
daß, im Gegensatz beispielsweise zu den Enzym- und Substratbestimmungen der 
Klinischen Chemie, die Standardkurve kompetitiver Proteinbindungsanalysen kei
ner einfachen mathematischen Beziehung, geschweige denn einer Geraden, ge
horcht. 

Das älteste Verfahren und zugleich das mit der größten Verbreitung ist die vom 
Massen Wirkungsgesetz abgeleitete logit-Transformation Rodbard's (9). Allein 
schon die große Zahl von Modifikationen (10), die es von der logit-Transforma
tion gibt, zeigten, daß dieses Verfahren das Problem eines befriedigenden curve-fit
ting nicht lösen konnte. 

Methodik 

Im Gegensatz zu den theoretisch begründeten Verfahren der Eichkurvenberech-
nung, die sich sämtlich auf die logit-Transformation zurückführen lassen, und den 
heuristischen Regressionsverfahren, die geometrisch ähnliche Funktionen der RIA-
Eichkurve unterlegen, wenden wir ein rein mathematisch begründetes Verfahren 
zur Berechnung eines stetigen Kurvenzuges aus experimentellen Daten an (11). 
Dieses sog. „Glätten mittels Spline-Funktionen" wurde von Reinsch (12, 13, 14) 
aus der Spline-Interpolation für physikalisch-technische Fragestellungen entwik-
kelt. Da diese Methode sowohl auf zwanghafte Linearisierung als auch auf die Un
terlegung einer starren Formel verzichtet, ist sie in der Lage, jede Form einer Dosis-
Wirkungs-Kurve aus fehlerbehafteten experimentellen Meßdaten zu berechnen. 
Dabei nimmt die Approximationsgenauigkeit mit der Anzahl der Meßpunkte zu, 
ein weiterer wesentlicher Unterschied zu den bisherigen Verfahren. Wenn man mit 
logit keine Linearisierung erreicht, dann nützt auch eine größere Zahl von Meß
punkten nichts. Gleiches gilt auch für die heuristischen Verfahren. 

Die Forderung ist, aus den Meßpunkten einer RIA-Standard-Verdünnungsreihe 
eine stetige und optimal geglättete Kurve zu berechnen. Die beiden Begriffe „ste
tig" und „optimal geglättet" werden dabei mathematisch definiert: 

1. Die entstehende Gesamtfunktion muß zweimal differenzierbar sein, d.h. sie 
darf keine Knicke und Sprünge enthalten, und 

2. die absolute Flächensumme unter der zweiten Ableitung darf als Maß für die 
Oszillation in Abhängigkeit von einem Glättungsparameter eine gewisse numeri
sche Größe nicht überschreiten. 

Mathematisch kann das nur so verwirklicht werden, daß zwischen den einzelnen 
Meßpunkten einer RIA-Standardkurve Abschnitte von kubischen Polynomen 
(Abb. 1) berechnet werden. Die Gesamtheit der Kurvenstücke ist die eigentliche 
Spline-Funktion. 
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Abb. 1. I Funktion dritten Grades (kubisches Polynom). Die zu konstruierende Glät-
tungsfunktion f(x) soll von allen zweimal ableitbaren Funktionen g(x) diejenige sein, die 
unter Berücksichtigung der Gewichtung der Meßwerte und der kleinsten Abstandsqua
drate (II) das Quadrat der Fläche unter der 2. Ableitung zu einem Minimum bringt 
( in) . 
yi = B/B0 (%) dyi = Variationskoeffizient der Meßwerte, 
S = Glättungsparameter, 
N = Anzahl der unterschiedlichen Standardkonzentrationen einer RIA-Eichkurve. 

Der Zusammenhang von S und N steht in IV 

ABSZISSE ORDINATE MITTELWERT 

0.10 
0.39 
0.78 
1.56 
3.13 
6.25 

12.50 
25.00 
50.00 

100.00 

SDIF 

99.93 
97.68 
95.31 
91.15 
78.61 
55.21 
30.74 
17.28 
10.71 
7.89 

3.08 

100.00 
97.69 
95.21 
91.24 
79.22 
57.12 
30.57 
17.35 
10.75 
7.88 

ABW 

1.44 
0.46 
0.41 
0.57 
0.77 
2.23 
0.31 
0.36 
0.89 
0.33 

DIFF 

0.07 
0.01 
0.10 
0.09 
0.61 
1.92 
0.17 
0.07 
0.04 
0.01 

1 A B C D KONZ 

1 99.93 -1.28 -3.75 -0.91 0.1000 
2 97.68 -6.66 -5.36 4.68 0 . 3900 
3 95.31 -8.61 -1.13 -53.68 0.7800 
4 91.15 -23.89 -49.61 -28.42 1.5600 
5 78.61 -61.69 -75.39 71.24 3.1300 
6 55.21 -87.70 -11.20 108.02 6.2500 
7 30.74 -65.07 86.35 -61.99 12.5000 
8 17.28 -29.94 30.36 -11.44 25.0000 
9 10.71 -14.77 20.03 -6.85 50.0000 
10 7.89 -4.58 13.85 -15.33 100.0000 

UNTERE NACHWEISGRENZE - 0.706 
50-PROZENT-INTERCEPT - 7.163 

Abb. 2. Ein Teil des Blattschreiber-Ausdruckes zur TSH-Standardkurve in Abb. 3. AB
SZISSE = Standardkonzentrationen. ORDINATE = durch die Spline-Funktionen approxi
mierter Ordinatenwert. MITTELWERT = aus den Meßwerten errechneter Ordinatenwert. 
ABW = Variationskoeffizient der Meßwerte. DIFF = Differenz zwischen Ordinate 
und Mittelwert. SDIF = Summe der Differenzen, die mit abnehmendem Glättungspara
meter gegen Null geht und mit zunehmendem Glättungsparameter einem Maximum zu
strebt. I = Index der Spline-Kurvensegmente, beginnend mit B 0. A, B, C und D = 
Spline-Parameter für jedes einzelne kubische Polynom. Die untere Nachweisgrenze wird 

aus der dreifachen Standardabweichung des Standardleerwertes (B0) errechnet. 
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Die Spline-Approximation gehört zu denjenigen komplizierten mathematischen 
Verfahren, die erst durch die Benutzung von Computern realisierbar geworden 
sind, da hierbei aufwendige Rechenoperationen in Schleifen einige hundert Male 
durchlaufen werden müssen. Ausgehend von einer Rechenvorschrift nach Euler-
Lagrange werden bestimmte Startparameter für die Variablen a, b, c und d der 
kubischen Polynome gesetzt und diese in einer Iteration so lange modifiziert, bis 
die genannte Forderung erfüllt ist (Abb. 2). Dabei werden die Meßpunkte, minde
stens Doppelwerte, nach ihrem Variationskoeffizienten gewichtet, d. h., je kleiner 
die Streuung einer Gruppe von Meßwerten gleicher Standardkonzentration ist, um 
so näher am Mittelwert wird die Gesamtfunktion vorbeiziehen. Der optimale Glät-
tungsparameter ist von der Anzahl der Meßpunkte abhängig und wird im Pro
gramm selbst errechnet, ist jedoch durch einen zusätzlichen Faktor frei modifizier
bar. Mit dem Glättungsparameter wird in Abhängigkeit von der Streuung der 

B (%) 

\ 
\ \ 

\ 
\ 

\ 
I 

\ 

0.39 0.78 1.56 3.13 6.25 12.5 25 50 100 

Abb. 3. TSH-Standard-Kurve und Wiederfindekurve, das ist eine Standardkurve in TSH-
freiem Humanserum. Die Kurve wird von einem HAGEN-Plotter (HAGEN-Systems, 
Frankfurt/M.), on-line gezeichnet. Abszisse: TSH-Standardkonzentrationen im logarith
mischen Maßstab (̂ aE/ml). Ordinate: Prozent gebundene Aktivität bezogen auf Bo, jeweils 
nach Abzug der unspezifischen Bindung. Die Regression zwischen beiden Kurven (ge

fundene Werte gegen erwartete) beträgt 1.04 
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Meßwerte die erlaubte Fläche unter der zweiten Ableitung festgelegt und damit die 
Oszillation der Kurve, d. h., je höher die Richtigkeit der Meßwerte — unabhängig 
von der Präzision — ist, um so kleiner kann der Glättungsparameter sein, um eine 
glatte Sigmoidalkurve zu bilden. Die erste Ableitung einer Kurve gibt ihre Steigung 
an, die zweite Ableitung ihr Krümmungsverhalten. Im Anschluß an die Kurvenbe
rechnung, die etwa 1 Sek. dauert, wird die fertige Kurve auf einem Plotter on-line 
gezeichnet und ist damit auch optisch kontrollierbar (Abb. 3). Der ganze Berech
nungsvorgang kann mit unterschiedlichen Glättungsparametern beliebig oft wie
derholt werden (Abb. 4). Nach Abbruch dieses Programmteiles werden die Hor
monkonzentrationen der unbekannten Proben anhand der spline-Parameter durch 
lineare Iteration errechnet und entweder sequentiell oder mit Serumnummer, 
Patientenname und Zusatzinformationen versehen, welche über einen Lochstreifen 
eingegeben und zugeordnet werden, ausgedruckt. Nach der gleichen Approxima
tion können Standardkurven in Null-Serum, sog. Wiederfindekurven, und Serum
verdünnungskurven berechnet und gezeichnet werden. Hierbei werden sämtliche 

0.39 0.781.56 3.13 6.25 12.5 25 50 100 

niCROUNITS TSH / ML 

Abb. 4. Einfluß unterschiedlicher Glättungsparameter auf eine TSH-Standardkurve 
(Koordinatensystem s. Abb. 3). Die niedrigste Standardkonzentration (0.39 /uE/ml) liegt in 
Wirklichkeit höher, zudem ist die Präzision schlecht. Mit steigendem Glättungsparameter 
wird der Punkt mehr und mehr vernachlässigt, ohne daß der übrige, brauchbare Teil der 

Standardkurve nennenswert davon beeinflußt wird 
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Zählraten auf die Zählrate des O-Standards der Puffer-Standardkurve bezogen. 
Die Regression zwischen Standardkurve in Puffer und Wiederfindekurve — bei 
Immunoidentität ist diese 1.0 — kann über den gesamten Verlauf oder abschnitts
weise berechnet werden. 

Das hier kurz skizzierte Programm zur Berechnung von Hormonkonzentratio
nen aus Zählraten mittels Spline-Funktionen läuft in unserer Klinik auf einer 48 
kb-Anlage vom Typ Siemens 404/3 mit Wechselplattenspeicher, Lochstreifenperi
pherie und Plotter. Die Eingabe der Zählrate erfolgt off-line mit Lochstreifen in 
eine Plattendatei, in der sie dann dem etwa 26 kb umfassenden Hauptprogramm 
zur Verfügung stehen. Korrekturen von Ausreißern, etwa innerhalb des Standard
leerwertes, können in der Plattendatei über BBS erfolgen. Im übrigen sind wegen 
der Gewichtung der Meßwerte keinerlei Korrekturen nötig. Sämtliche benützten 
Programme sind in FORTRAN IV geschrieben. 

Ergebnisse 

Mit dieser Methode werten wir sämtliche RIAs und kompetitiven Proteinbin
dungsanalysen unserer Klinik für Forschung und Routine aus (Abb. 5). Probeweise 
wurde die Dosis-Wirkungs-Kurve eines ACTH-Bioassays, und zwar diejenige mit 
Inkubation isolierter Nebennierenrinden-Zellen nach Sayers, nach Aufbereitung 
der Daten für das Programm nach der gleichen Methode ausgewertet. Die Appro
ximation war ebensogut wie bei den RIAs. 

5 300 PROBEN/WOCHE 

T3 

LH 

Abb. 5. Übersicht und prozentuale Aufteilung unserer RIAs und kompetitiven Protein
bindungsanalysen, die mit dem beschriebenen Programm wöchentlich ausgewertet werden 

Um für eine Fehleranalyse die Qualität des curve-fitting messen zu können, 
approximierten wir eine leicht berechenbare geometrische Funktion mit Spline-
Funktionen. Wegen ihres ähnlichen Verlaufes mit einer RIA-Standardkurve wähl
ten wir eine sinus-Kurve aus. 

Zehn x-Werte einer sinus-Kurve wurden mit je drei korrespondierenden y-Wer
ten entsprechender Streuung so aufbereitet, daß sie für unser Programm geeignet 
waren. Abb. 6 zeigt die originale sinus-Kurve und die mittels Spline-Funktionen, 
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d. h. durch verknüpfte kubische Polynome, approximierte Kurve. Die Abweichung 
beträgt im steilen Bereich unter 0,2 %, im unteren Extrembereich bis 0,4 %. Der 
Glättungsparameter ist der gleiche, den wir für die RIA-Standardkurve verwen
den. Zum Vergleich trugen wir die gleichen Daten in einem logit-Koordinatensy-
stem auf und abgesehen davon, daß die Kurve hier nur zwischen 95 und 5% erfaß
bar ist, beträgt der Fehler bis zu 6 °/o im steilen Bereich. Das bedeutet, daß man 
selbst bei RIA-Standardkurven mit so gestrecktem Verlauf wie die sinus-Kurve, 
allein durch die logit-Transformation zusätzlich zum experimentellen Fehler mit 
einer Abweichung dieser Größenordnung rechnen muß. 

Diskussion 

Mit der Spline Approximation haben wir eine seriöse mathematische Methode an 
der Hand, die geeignet ist, als Referenzmethode zur Qualitätsprüfung einfacherer 
Verfahrensweisen zu dienen. Da der Verzicht auf eine feste Formelfunktion eine 
ungewöhnlich genaue Nachbildung unterschiedlichster Dosis-Wirkungs-Kurven er
laubt, kommt es, im Gegensatz zur logit-Transformation, nie vor, daß ein Assay 
lediglich aufgrund einer schlecht approximierbaren Standardkurve verworfen wer-
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den muß. Für das aktuelle Thema radioimmunologischer Ringversuche ist die 
Spline-Approximation von besonderer Bedeutung. Da man dabei im allgemeinen 
Analysenmethoden und nicht Auswerteverfahren vergleichen will, bietet sich hier 
die Möglichkeit zu einer einheitlichen Berechnung der Ringversuchsergebnisse, 
sofern man sich von den Teilnehmern als Ergebnisse nicht Hormonkonzentratio
nen, sondern die Zählraten der laboreigenen Standardkurve und der Kontrollpro
ben schicken läßt. Mit theoretischen bzw. heuristischen Regressionsverfahren wäre 
die Annäherung der einzelnen Standardkurven aus den verschiedenen Laboratorien 
zu unterschiedlich und würde das Ergebnis verzerren (15). 

Angesichts der steigenden Analysenfrequenz bei RIAs und kompetitiven Protein
bindungsanalysen liegt die Bedeutung eines optimalen curve-fitting und einer auto
matischen Berechnung von Hormonkonzentrationen aus Zählraten sowohl in der 
— gegenüber der grafisch-manuellen klassischen Auswertung — überlegenen Ge
nauigkeit und Reproduzierbarkeit als auch in einer drastischen Zeiteinsparung. 
Für die manuelle Auswertung eines RIA mit etwa 800 Proben braucht eine MTA 
etwa einen Arbeitstag, mit einer EDV-Anlage unter Zuhilfenahme eines Schnell
druckers und eines Plotters sind die fertige Standardkurve und die Ergebnisse der 
unbekannten Proben in ca. 5 Min. verfügbar. Das bedeutet sowohl einen erheb
lichen Zeitgewinn in der Befundmitteilung an die Stationen als auch eine spürbare 
Entlastung des Personals und Verwendbarkeit für weniger stupide Aufgaben. 
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