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Probleme der radioimmunologischen hTSH-Bestimmung " *?*

Problems of hTSH Determination by Radioimmunoassay
F. W.ERHARDT und P. C. SCRIBA

Zusammenfassung

Die Probleme der radioimmunologischen TSH-Bestimmung sind meist Folgen zu hoher
radioaktiver Markierung sowie ungeniigenden Austestens optimaler Fillungsbedingungen
bei der Doppelantikdrpermethode. Die Probleme der Richtigkeit werden am besten
durch Mitfiihrung von Wiederfindekurven in Serum angegangen. Die Empfindlichkeit
kann u. a. durch Variation der Inkubationsbedingungen verbessert, die Inkubationszeit
durch Verminderung der Inkubationsvolumina verkiirzt werden.

t II. Medizinische Klinik der Universitit Miinchen

2 Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft (SFB 51 Miinchen)
3 Vortrag: Kongref} fiir Laboratoriumsmedizin am 12. Mirz 1974 in Giefen
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Summary

The problems encountered in determining TSH by radioimmunoassay are mostly due to
excessive radioactive labeling and insufficient testing of optimum precipitation condi-
tions in the double antibody technique. The problems of accuracy are best approached
by running recovery curves in serum. Sensitivity can be enhanced by varying incu-
bation conditions, and incubation times can be shortened by decreasing the incubation
volumes.

Humanes schilddriisenstimulierendes Hormon der Hypophyse kann seit 1965
(1) radioimmunologisch bestimmt werden. Die Bestimmung wird im allgemeinen
mit der Doppelantikdrpermethode durchgefiihrt.

Die Probleme der radioimmunologischen TSH-Bestimmung konnen in zwei
Hauptgruppen eingeordnet werden: TSH-spezifische Probleme und Probleme der
Doppelantikdrpermethode (2, 3).

1. TSH-spezifische Probleme

1.1. Die radioaktive Markierung des hTSH nach Greenwood und Hunter (4)

Nach Goldstein und Vanhbaelst (5) werden bei der Markierung von hTSG mit
126] auf eine spezifische Aktivitit von 150—400 mCi/mg zwel
125 |_TSH-Tracer verschiedenen Molekulargewichts erhalten, die iiber 90 cm lange
Sephadex G-100 Siulen aufgetrennt werden kénnen. Im Radioimmunoassay ergibt
der zweite radioaktive Gipfel des Eluates wesentlich empfindlichere Standardkur-
ven als Tracer vom Gipfel 1. Daher ist es in vielen Arbeitskreisen iiblich, frisch
markiertes TSH entsprechend nachzureinigen. Abb. 1 zeigt das Elutionsprofil eines
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Abb. 1. Rechromatographie von 25]-TSH (vorgereinigt iiber Sephadex G-75 1,2X15 ¢m

Siulenlinge) iiber 91X1,2 cm Sephadex G-100 mit 0,015 M Phosphat-Puffer pH 7,4 mit

0,2% Rinderalbumin (Pentex®). Ordinate: Impulse pro Minute. Abszisse: Fraktionen a

1 ml. Im wesentlichen eingipfeliges Elutionsprofil, so dafl auf die Rechromatographic
verzichtet werden kann

mit 50 mCi/mg markierten 125J-TSH nach Chromatographie iiber 91 cm Sephadex
G-100. Bei derart niedrig markiertem Tracer (Markierungsdauer 5—10 Sek.) ist
der Elutionspeak 1 vernachlissigbar gering, so dafl auf die Nachreinigung verzich-
tet werden kann. Solcherart niedrig markiertes TSH ergibt Standardkurven, die



héher markiertem TSH nicht nachstehen (3). Es soll an dieser Stelle darauf hinge-
wiesen werden, dafl die aus den Bilanzen von eingesetzter Radioaktivitit und TSH
und dem Verteilungsmuster von Hormonpeak und Jodidpeak errechnete spezifi-
sche Aktivitit (4) wegen der vorhandenen und in der Praxis kaum nachpriifbaren
Adsorptionseffekte an Vorrats- und Reaktionsgefifle mit erheblichen Fehlern ver-
bunden ist. Bei uns hat es sich bewihrt, hTSH, das in Eppendorf-Gefifien zum
Markieren aufbewahrt wurde, auf 20—70 mCi/mg, hTSH, das in silikonisierten
Glasgefiflen aufbewahrt wurde, auf ca. 100 mCi/mg zu markieren. Die Haltbar-
keit des 125]-TSH wird stark verlingert, wenn das frisch markierte hTSH nach der
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Abb. 2a. Rechromatographie von in Ge-
brauchsverdiinnung 14 Tage lang einge-
frorenem 125J-TSH (250 000 CpM/ml)
iiber 12X1,5cm Sephadex G-75. Ordi-
nate: CpM. Abszisse: Fraktionen 3
0,8 ml. () spez. Akt. 43 mCi/mg, (0)
spez. Akt. 120 mCi/mg, (/) spez. Akt.
220 mCi/mg. Peak I: Hormon-Peak,
Peak II: Jodid-Peak
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Abb. 2b. Wie Abb. 2a, doch wurde der
Tracer in 100fach héherer Konzentration
tiefgefroren 14 Tage lang aufbewahrt.
(A) spez. Akt. 43 mCi/mg, () spez.
Akt. 120 mCi/mg, ([O) spez. Akt
220 mCi/mg
Aus den Abbildungen 2a und 2b geht
hervor, dafl bei konzentrierter Aufbe-
wahrung das Hormon durch Radiolyse
weitgehend zerstort wird
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Abtrennung vom Jodid unter den iiblichen Bedingungen (15 cm Sephadex G-75)
sofort auf Gebrauchsverdiinnung gebracht und portioniert eingefroren wird. Abb.
2a und 2b zeigen an drei Tracern verschiedener spezifischer Aktivitit sehr deut-
lich, wie sich das Verhiltnis von Hormon- zu Jodidpeak zuungunsten des Hor-
monpeaks verdndert, wenn man den Tracer unverdiinnt iiber 14 Tage bei —30° C
einfriert. Beim niedrigst markierten Tracer werden verdiinnt ca. 10 % Jodidpeak
gebildet, konzentriert ca. 50 %. Krasser noch ist die Differenz beim hoch markier-
ten Tracer. Die durch Rechromatographie vom Jodidpeak befreiten Losungen nach
konzentrierter Aufbewahrung zeigen zudem geringere immunologische Aktivitit
als das entsprechende, verdiinnt aufbewahrte Produkt ohne nochmalige Nachreini-

gung.

1.2. Die Steigerung der Empfindlichkeit

Aufler durch die allgemeingiiltige Regel der Radioimmunologie, wonach sich die
Empfindlichkeit eines Assays durch Verringerung der eingesetzten Tracermenge
und durch Verminderung der Konzentration an erstem Antikdrper steigern liflt,
entspricht es der Erfahrung, daf bei vielen Radioimmunoassays eine Steigerung der
Empfindlichkeit durch den Effekt der kalten Vorinkubation (= ,non-equilibrium-
conditions“) moglich ist. Steigerung der spezifischen Aktivitit iiber 100—120 mCi/
mg hinaus, fithrt, wie oben bereits gezeigt wurde, zu keiner weiteren Steigerung der
Empfindlichkeit. Der Effekt der ,kalten Vorinkubation“, bei der zunichst Stan-
dards und Proben mit Anti-TSH inkubiert werden und beim TSH mit zwei Tagen
Verzogerung Tracer zugefiigt wird, beruht auf der stark zur Seite der Antigen-
AntikSrper-Bindung verschobenen Lage des Gleichgewichts, sofern nicht sogar eine
teils irreversible Bindung des TSH an den Antik&rper erfolgt, was durch die Ergeb-
nisse kinetischer Untersuchungen sowie durch Verdringungsexperimente gestiitzt
wird (Abb. 3). Abb. 3 zeigt Standardkurven, die nur durch Anderung der Inkuba-
tionsbedingungen erhalten wurden. Vorinkubation mit Tracer liefert eine unemp-
findliche Standardkurve (= ,heifle: Vorinkubation®), kalte Vorinkubation als Ex-
trem dazu, in Abhingigkeit von der Vorinkubationszeit zunehmend empfindlichere
Standardkurven. Dazwischen liegt eine Kurve mittlerer Empfindlichkeit, bei der
Standards, Tracer und Antikdrper gleichzeitig inkubiert wurden (= ,equilibrium-
conditions®).

1.3. Das Problem der langen Inkubationszeiten

Der von uns beschriebene Radioimmunoassay fiir TSH (3) benétigt ohne Zzhl-
und Auswertungszeit fiinf bis sechs Tage: zwei Tage Vorinkubation (Mittwoch bis
Freitag), drei Tage Inkubation mit Tracer (Freitag bis Montag). Das Inkubations-
volumen vor dem Zusetzen des 2. Antikdrpers zur Bound-Free-Trennung betrigt
0,9 ml. Durch Reduktion dieses Inkubationsvolumens auf 0,3 ml ist es ohne Verlust
der Empfindlichkeit méglich, auch die Inkubationszeiten zu dritteln®. Man bringt
sich dabei allerdings um die Moglichkeit, die Pipettiervorgange mit Hilfe von Dilu-
toren zu automatisieren, so daf} es schliefllich eine Frage der Probenzahl und damit
der Rationalisierung ist, wie verfahren wird. Es mufl aber darauf aufmerksam ge-
macht werden, dafl wegen der hohen Serumkonzentration in den kleinvolumigen
Ansitzen besonders leicht Abweichungen zu den Standardkurven in Albuminpuf-
fer auftreten.

4 Versuche mit G. Eckert, Farbwerke Hochst
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Abb. 3. [aus Erbardt u. a. (3)]. Einflu der Vorinkubation auf Standardkurven in
4,2%igem Rinderalbumin-Puffer pH 7,4, spezifische Aktivitit des 125]-TSH = 36 mCi/
mg; 22 600 Impulse pro Minute per Probe = 1250 pg. A: 44 Stunden Vorinkubation mit
Tracer und Antikdrper 1; anschliefend 63 Stunden Inkubation mit Standard (A), B:
63 Stunden gleichzeitige Inkubation von Tracer, Standard und Antikérper 1 ([J), C:
44 Stunden Vorinkubation von Standard und Antikdrper 1; anschlieffend 63 Stunden mit
Tracer (0). D: 140 Stunden Vorinkubation mit Standard und Antikdrper 1; anschlie-
Bend 63 Stunden mit Tracer (o). Die gestrichelte Linie zeigt die untere Nachweisgrenze
fiir alle vier Kurven, berechnet aus der dreifachen Standardabweichung der B,-Werte

1.4. Das Problem der Richtigkeit radioimmunologisch bestimmter TSH-Werte

In der Publikation (3) iiber die Verbesserung und Qualititskontrolle der
radioimmunologischen TSH-Bestimmung konnte gezeigt werden, dafl mit zuneh-
mender spezifischer Aktivitit des eingesetzten 125]-TSH auch die Abweichungen
der Wiederfindekurven in TSH-armem Serum von den Standardkurven in Albu-
minpuffer zunahmen, so dafl falsch hohe TSH-Werte gemessen wurden. Da es fiir
das hTSH wie fiir viele andere Hormone bisher keine Reinsubstanz, sondern nur
internationale Standards gibt, muf} bei der Bestimmung dieser Substanzen eine rela-
tive Richtigkeit, d. h., bezogen auf die Standards, angestrebt werden. Wir bezeich-
nen einen TSH-Wert dann als relativ richtig, wenn im natiirlichen Medium (bei
uns 0,2 ml Serum) gemessene Werte sich von TSH-Werten, die in Albuminpuffer
gemessen werden, nicht unterscheiden. Es ist daher beim Aufbau eines RIA fiir
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hTSH dringend zu empfehlen, Wiederfindekurven in Serum anzulegen. Wir stehen
auf dem Standpunkt, daf} ein Radioimmunoassay fiir TSH nur dann zuverlissig
ist, wenn die Regression der Wiederfindekurven in Serum in bezug auf die Stan-
dardkurven in Puffer nahe 1 ist, da man bei einem derart stabilen System am ehe-
sten damit rechnen kann, daf auch individuelle Schwankungen der Serumzusam-
mensetzung keinen Einflufl auf den Verlauf der Standardkurve haben wiirden. Im
Anfangsstadium und bei sehr langen Serien lohnt sich dieser Mehraufwand immer,
zumal beim Auftreten systematischer Fehler die Korrektur eines Assays mit Hilfe

des Regressionskoeffizienten moglich ist.

2. Probleme der Doppelantikérpermethode (3,6)
Viele Probleme des TSH-Radioimmunoassays sind nicht nur ein Tracer-Problem,
sondern lassen sich auf die Prizipitationsreaktion mit dem Anti-Gammaglobulin,
den sog. 2. Antikorper, zuriickfithren. Die systematische Austestung einer Charge
zweiten Antikdrpers, bevor sie routinemifig eingesetzt wird, ist von gleicher Wich-
tigkeit wie richtiges Markieren, die Wahl der geeigneten Verdiinnung ersten Anti-
kdrpers und der Inkubationsbedingungen. Scheinbare Serum-Einfliisse verschwin-
den hiufig nach der Optimierung der Anwendungsbedingungen fiir eine gewihlte
Ak-2-Charge. Die Austestung ist relativ aufwendig, so dafl es empfehlenswert ist,
sich eine einmal ausgetestete und als brauchbar erkannte Charge in den fiir die
kommenden Monate benStigten Mengen zu reservieren.

Meist durch ungeniigendes Austesten des richtigen Verhiltnisses von Ak-2-Ver-
diinnung zu koprizipitierendem Kaninchen-Normalserum oder absoluter Kanin-
chen-Serum-Menge per Probe (im allgemeinen geniigen 0,5 ul Normalserum per
Probe) verursachte Fehler sind Serumwerte mit mehr als 100 9% Bindung, bezogen

auf den Standardleerwert (entsprechend negativen TSH-Werten).
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Abb. 4. Zeitabhingigkeit der Prizipitation von Standardleerwerten in Albumin-Puffer
und TSH-armem Serum. Das Maximum der Fillung wird im Serum wesentlich frither

erreicht als im Puffersystem
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Bei der Messung der Kinetik der Prizipitation mit 2. Antikérper (Abb. 4) fillt
auf, dafl die Fillung im Serum in der Regel schneller geht als im Albuminpuffer,
und dafl maximale Fillung im Serum bereits bei niedrigeren Kaninchen-Serumkon-
zentrationen stattfindet als im Puffer. In Erginzung zu den Test-Empfehlungen
(3) schlagen wir daher als zusitzlichen Versuch vor dem routinemifligen Einsatz
eines prazipitierenden Antikdrpers den Vergleich von Bo- (= Standardleerwert in
Puffer) mit Wo-Werten (= Standardleerwert im TSH-armen Wiederfindeserum)
vor. Bo und Wy miissen identisch sein, keinesfalls aber diirfen im Serum mehr
Impulse gefillt werden als im Puffer. Ist dies nicht der Fall, so kann hiufig durch
geringfiigige ErhShung der Ak-2-Konzentration oder von Kaninchen-Serum +
Ak-2-Konzentration, oder durch Verlingerung der Inkubationszeit Identitit von
Standard und Wiederfindekurven erreicht werden (Abb. 5). Trifft dies nicht zu,
oder funktioniert der prizipitierende Antikdrper erst in unwirtschaftlich hohen
Konzentrationen, sollte eine andere Charge ausgetestet werden. Ein Faktor 2 in der
Qualitit eines kommerziell erhiltlichen 2. Antikdrpers ist jedoch hiufig zu beob-
achten, ohne dafl dadurch der Preis in der einen oder anderen Richtung um den
gleichen Faktor mitziehen wiirde. Durch Binden des 2. AntikSrpers an eine unlos-
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Abb. 5. Standardkurve in Albumin-Puffer (—) und in TSH-armem Serum (Wiederfinde-
kurve) (...) bei ungeniigend ausgetesteten Prizipitationsbedingungen: hier nicht ausrei-
chende Menge Ak 2
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liche Matrix, wie Cellulose oder Sepharose, wird vor allem in kommerziell erhilt-
lichen Test-Kombinationen versucht, die angeschnittenen Probleme der klassischen
Doppelantikdrpermethode zu umgehen. Es mufl aber darauf hingewiesen werden,
dafl die Automatisation dieser Verfahren wegen der notwendigen Schiittel- und
Rotationsvorginge im heterogenen System wihrend der Inkubation neue Probleme
aufwirft, und sie im Vergleich zum klassischen Doppelantikérperverfahren er-

schwert.
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