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Technik der radioimmunologischen Bestimmung von T S H 

F. Erhardt, J. Henner, I . Marschner und R C. Scriba 

Serum-TSH-Werte, vor allem nach TRH-Belastung, sind inzwischen zu einem wertvollen 
Hilfsmittel bei der Diagnose (8) und zur Therapiekontrolle (9) von Schilddrüsenerkrankungen 
geworden: 

In der Diagnostik bei Hypo-, Hyperthyreose, dekompensiertem autonomen Adenom, in der 
Therapie-YjontioMz bei Hypothyreose, blander Struma, Rezidiv-Prophylaxe, Suppressionskontrolle 
(Struma maligna). 

Prinzip radioimmunologischer Bestimmungen 

Jeder Radioimmunoassay besteht aus 2 Reaktionsschritten: Inkubation und Separation 
(Abb. 1). Variable Mengen des zu messenden Hormons werden mit konstanten Mengen 
spezifischen Antiserums in Gegenwart konstanter Mengen radioaktiv markierten Hormons 
zur Reaktion gebracht. Die Antikörperkonzentration wird so gewählt, daß in Abwesenheit 
kalten Hormons etwa 40-50% der eingesetzten Radioaktivität gebunden werden. Es stellt 
sich nach ausreichend langer Inkubation ein Gleichgewicht zwischen Antikörper-gebundenem 
(= »bound«) und ungebundenem (= »free«) Hormon ein. Die gebundene Radioaktivität 

PRINZIP DES RADIOIMMUNOASSAY 

I Inkubation 
1 - A k c o n s t + A 9 V D r . A k " A 9 
2 - A k cons t . + A 9 ? o n s t . ^ ^ Ak • Ag* 

1. + 2. A k c o n s l • A g * o n s t + A g V Q r Ak-Ag* + Ak-Ag 

II Separation von "bouncTund "free" 
1. Doppelantikörpertechnik 
2. Oberflächenaktive Stoffe (z.B. Aktivkohle) 
3. Solid phase Technik 

Abb. 1. 
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verhält sich nicht-linear und umgekehrt proportional zum Gehalt der Probe an kaltem 
Hormon. 

Das Reaktionsgemisch muß nun aufgetrennt werden in »bound« und »free«. (Abb. 1). 
Bei der TSH-Bestimmung wird in der Regel die »bound-free«-Trennung mit der Doppelanti

körpertechnik durchgeführt, d. h. TSH-spezifischer Antikörper wird zusammen mit daran gebun
denem TSH und 125J-TSH sowie zur Vermehrung des Niederschlags zugesetztem Kaninchen-
Gamma-Globulin (falls das Anti-TSH vom Kaninchen stammt) mit Anti-Kaninchen-Gamma-
Globulin präzipitiert. Das Präzipitat kann zentrifugiert oder filtriert werden. 

Die Doppelantikörper-Methode eignet sich besonders für die Durchführung langer Serien 
sowie zur Mechanisierung, da Schüttelvorgänge unnötig sind, wenn bereits beim Pipettieren 
gemischt wird. Die Inkubationen erfolgen beim TSH am besten und bequemsten bei Zimmer
temperatur (1). 

Bei 4° C wird erst nach 140 Std. gleich viel Radioaktivität gebunden wie bei 20° C nach 
45 Std. Bei 37° C wird ein erniedrigtes Plateau, d. h. weniger Bindung erreicht. Ähnlich liegen 
die Verhältnisse beider Präzipitationsreaktion mit Antikaninchen-Gamma-Globulin (1, 2, 7). 

Die Fällungsreaktion mit dem 2. Antikörper birgt erhebliche Fehlerquellen, wenn nicht die 
besten Konzentrationsverhältnisse zwischen präzipitierendem Antikörper und zugesetztem, 
kopräzipitierendem Kaninchen-Serum ausgetestet werden. Da die y-Globulinkonzentration im 
Kaninchenserum naturgemäß von Tier zu Tier nicht konstant ist, verwenden wir jetzt wegen 
der besseren Standardisierbarkeit käufliches1 Kaninchen-y-Globulin (7 mcg/Probe). 

Da die Fällungsreaktion im Serum meist rascher geht als im Albuminpuffergemisch, müssen 
Mindestinkubationszeiten gemessen werden. Das genaue Austesten der geeigneten Präzipitations-
verhältnisse für eine gewählte AK-II-Charge ist aus mehreren Gründen notwendig, zum einen aus 
finanziellen Gründen, zum anderen führt zu sparsames Einsetzen des zweiten Antikörpers zu 
labilen Präzipitationssystemen. Man findet z. B. im Serum mehr Radioaktivität ausgefällt als im 
Albuminpuffersystem, was negativen TSH-Werten entsprechen würde und eine Möglichkeit ist, 
den berüchtigten »Hook-Effekt« zu erzielen. 

Markierung des TSH mit 1 2 5J, 
Empfindlichkeit und Richtigkeit der radioimmunologischen TSH-Bestimmung 

Die wegen ihrer Einfachheit noch am meisten angewandte Markierungsmethode ist die nach 
Greenwood und Hunter (4) mit Chloramin T Beim TSH bewährt es sich, kurz und relativ niedrig 
- 20 bis 100 u.Ci/u.g - zu markieren, denn hoch, d. h. über 150 uGi/u-g markiertes TSH bindet 
schlechter, zeigt größere Zersetzlichkeit, weniger empfindliche Eichkurven und leicht zu hohe 
TSH-Werte im Puffer im Vergleich mit in Serum gemessenen TSH-Werten. Wir markieren 
in der Regel 2,5 u.g TSH mit 0,5 mCi 125J 5-10 sec lang. Das so erhaltene Produkt zeigt bei der 
Rechromatographie meist nur eine einzige Hormonbande, so daß Rechromatograpbie überflüssig 
ist (3, 7). Eine intensive Qualitätskontrolle des TSH-Radioimmunoassay ist vor allem wegen der 
tracerabhängigen und selbst durch Markieren mit niedriger spezifischer Aktivität oft nicht 
vermeidbaren Serumeinflüsse notwendig. Hall, Arnos und Ormston (5) setzen daher die 
Standardkurven im TSH-supprimierten Serum an. Wir bevorzugen das Mitführen von Wieder
findekurven im TSH-armen Serum, das man am besten durch »pooling« von Serien jener 

1 Fa. Serva, Heidelberg. 
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Patienten gewinnt, die nach TRH-Test keinen Anstieg der Serum-TSH-Werte zeigten. Ist die 
Abweichung der Standardkurve von der Wiederfinde kurve größer als 10%, so korrigieren wir 
den gesamten Assay durch Multiplikation mit dem Regressionskoeffizienten (1). 

Bei großen Ansätzen mit einigen 100 Proben sollten am Anfang und am Ende eines Assays 
Kontrollwerte mitgeführt werden, um den Einfluß zeitlicher Verschiebungen auf die TSH-Werte 
durch langwierige Pipettiervorgänge überprüfen zu können. 

Die Empfindlichkeit des TSH-Radioimmunoassays ist nicht restlos befriedigend, da es nicht 
möglich ist, signifikant zwischen niedrig normalen und erniedrigten TSH-Werten (z. B. bei der 
Hyperthyreose) zu unterscheiden. 

Ein elegantes Verfahren, um die Empfindlichkeit des TSH-Assays zu steigern, ist die kalte 
Vorinkubation (nonequilibrium conditions). 

Dazu wird Antikörper und Standard 1-2 Tage lang inkubiert und dann erst Tracer zugefügt. 
Allein durch Variation der Inkubationsbedingungen - nämlich kalte Vorinkubation - gelingt es, 
die untere Nachweisgrenze (Bo [100%] — 3 VK von Bo und Ablesen des Schnittpunktes auf der 
Standardkurve) im Vergleich zur gleichzeitigen Inkubation von Standards, Tracer und Antikörper 
um einen Faktor von 5 zu senken (1). 

Ein großes Problem bei jedem Radioimmunoassay, besonders aber beim in die Routine
diagnostik eingegangenen RIA für TSH, sind die hohen Probenzahlen und ist die damit 
verbundene ans Menschenunwürdige grenzende, stumpfsinnige Pipettierarbeit - Kündigungs
grund so mancher wertvollen Arbeitskraft. 

Konfrontiert mit etwa 300 Seren für die TSH-Bestimmung wöchentlich und etwa 5000 
radioimmunologischen Proben insgesamt sahen wir uns veranlaßt, die radioimmunologischen 
Bestimmungen zu automatisieren. Dafür erschien uns die Doppelantikörpermethode technisch 
die besten Voraussetzungen mitzubringen. 

Anlage1 zur mechanisierten Durchführung von Radioimmuno-Assays 

Die hier gezeigte Anlage wird seit einigen Monaten in der I I . Med. Kl inik von uns getestet 
(Abb. 2): sie besteht aus einem Dilutor-System, einer Pipettier-Maschine, einer selbsttätig 
arbeitenden Filtrierstation sowie aus einem Zählgerät. Im Dilutor-System wird aus einer 
Mutterkette, welche die zu messenden Serumproben enthält, Serum mit einer Antikörperlösung 
in eine Reaktionskette pipettiert. Beim TSH z. B. werden 0,2 ml Serum mit 0,6 ml AK-I-Verdün-
nung zusammenpipettiert. Die Probenketten werden gewickelt und auf Tellern, die maximal 
700 Proben aufnehmen können, mit einem einzigen Deckel verschlossen und 2 Tage inkubiert. 
Sodann wird in einem zweiten Arbeitsgang mit der Pipettiermaschine 0,1 ml Tracer zupipettiert 
und übers Wochenende inkubiert. Nach dem Zupipettieren des 2. Antikörpers am Montag früh 
mit der gleichen Pipettiermaschine wird 3 Stunden weiter inkubiert und schließlich über die 
Filtrierstation das Reaktionsgemisch filtriert - immer 6 Proben auf einmal - auf Filtrierpositionen, 
die auf einem perforierten Filmstreifen angebracht sind. Die Filterpositionen werden zur Vermei
dung von Kontaminationen mit Etiketten beidseitig automatisch zugeklebt. Der Filmstreifen 
kann auf Rollen gewickelt werden und dem Zählgerät zugeführt werden. 

Das Ergebnis der Impulszählung wird auf Lochstreifen gesammelt und der Lochstreifen 
einem Computer gefüttert, der mit Hilfe der Spline-Approximation die Eichkurve über 

1 Hersteller: Fa. Ismatec, Zür ich , und Fa. Berthold, Karlsruhe. 
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einen Plotter zeichnet und die Hormonwerte über einen Schnelldrucker in Minutenschnelle 
auswirft (6). 
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