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Homotrope kooperative Effekte und aufsteigende B/F-Kurven
bei Hormon-Antikdrperreaktionen
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Mediginische Universititsklinik Gittingen, Arbeitsgrappe Endokrinologie
(Eingegangen am 28, November 1972/12. Mirz 1973)

Insofern sich die Sitze der Mathematik auf die Wirklich-
keit beziehen, sind sie nicht sicher, und insofern sie
sicher sind, beziehen sie sich nicht auf die Wirklichkeit.

ALBERT EINSTEIN

FaBt man Antikdrper als allosterische Proteine, Hormone als die zugehérigen Liganden auf, so ergeben homotrope, kooperative allo-
sterische Effekte aufsteigende B/F-Kurven. Die formelmiBige Beschreibung der Hormon-Antikorperreaktion folgt dabei dem Modell
von MoNoD-WyYMAN-CHANGEUX. -

Die zentrale Gleichung des von ugs in einer fritheren Arbeit empirisch gefundenen stark vereinfachten Modells aufsteigender B/F-Kutrven
stellt sich als Spezialfall einer bereits 1910 von HiLL angegebenen Formel fiir die sigmoidalen Kurven bei der Bindung von Sauerstoff
an Himoglobin dar. Bei der quantitatives Beschreibung von Hormon-AntikSrperreaktionen hat man die Heterogenitit der Antik6rper-
populationen zu beriicksichtigen. Es wird gezeigt: Heterogenitit und Kooperativitit kénnen sich in der Weise iiberlagern, daf3 trotz
homotroper Effekte ein ScATrcHARD-plot linear abfallende B/F-Kurven ergibt.

Homotropic cooperative effects and rising Bl F-carves in hormone-antibody reactions

If antibodies are considered as allosteric proteins, and hormones as the corresponding ligands, then homotropic, cooperative allosteric
effects are represented by rising B/F curves. The formalized description of the hormone-antibody reaction thus agrees with the model of
Monop, WymaN and CHANGEUX.

In an earlier publication we derived empirically a greatly simplified model for rising BfF curves. The central equation of this simplified
model represents a special case of the formula for the sigmoidal curves for the binding of oxygen to haemoglobin, which was reported
by HrLL in 1910. In the quantitative study of hormone—antibody reactions, the heterogeneity of the antibody populations must be taken
into account. It is shown that heterogeneity and cooperative activity can overlap, so that a2 SCATCHARD plot can give linearly decreasing

BJF curves, in spite of homotropic effects.

Die Frage einer quantitativen Beschreibung der von
Bonr 1903 beobachteten sigmoidalen O,-Dissoziations-
kurven bei der Bindung von Sauerstoff an Himoglobin
war jahrzehntelang Gegenstand ausfiihrlicher Unter-
suchungen. Die von Hirr 1910 empirisch gefundene
Beziehung

K.pt
(GL. 1) T Kpr
die formal einem Gleichgewicht Hba + nO, =
Hbia(O,)n entspricht, konnte in guter Anniherung die
experimentellen Daten beschreiben. Die gleiche Frage
ist spiter neben anderen von Aparr (1925), PauLiNnGg
(1935) und sehr viel spiter nach einer genaueren
Strukturaufklirung des Himoglobinmolekiils durch
Perutz et al. (1960) von MoNoOD-WyMAN-CHANGEUX
(1964) und in anderer Weise von KosHLAND-NEMETHY-
FruMmer (1966) diskutiert worden. Die Annahme einer
indirekten Beeinflussung von verschiedenen Bindungs-
stellen eines Proteins gegen einen oder verschiedene
Liganden z. B. bei Enzym-Substrat-Reaktionen, die
Annahme von Konformationsinderungen bei Enzymen,

Y =- (0 ~ 2,6),
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die sich aus mehreren Untereinheiten zusammensetzen,
ist inzwischen in vielen Versuchssystemen experimentell
gut bestitigt (1, 2). Der kooperative Effekt bei der O,-
Bindung an Himoglobin erscheint inzwischen nicht
mehr als vereinzeltes Phinomen, sondern eher als ein
Fall von vielen in einer sehr allgemeinen Situation (2).
Im Zusammenhang mit der radioimmunchemischen
Bestimmungsmethode von ACTH beschrieben Mar-
SUKURA et al. 1971 einen kooperativen Effekt bei der
Bindung von ACTH an spezifische Antikérper (3).
Die Kooperativitit ergibt hier aufsteigende B/F-Kurven.’
Das Phinomen aufsteigender B/F-Kurven erscheint
uns aufgrund eigener Untersuchungen (4) als ein
spezieller Fall einer sehr allgemeinen Situation:
Aufsteigende B/F-Kurven sind inzwischen auch bei
anderen Hormon-Antikérperreaktionen nachgewiesen,
nimlich auBer beim ACTH auch noch bei folgenden
Hormonen: beim Trijodthyronin (T,), beim mensch-
lichen Calcitonin (HCT), beim Parathormon (PTH), bei
dem humanen Placental Lactogen (HPL), beim Gastrin,
beim thyreotropen Hormon (TSH) und beim mensch-

40*
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lichen Choriongonadotropin (HCG) (5), die Frage einer
theoretischen Behandlung dieses Phinomens ist noch
nicht ausdiskutiert?).

Eine erste quantitative Beschreibung aufsteigender
- B/F-Kurven bei 'Antiseren gegen Trijodthyronin ist
kiirzlich von uns gegeben worden (4). Dabei gingen
wir von einem Gleichgewicht der Form
(Gl 2) 2H + AK=H,AK
(GL3)  KMhP([AK] — [hyak]) = [hyak]
Mit B = 2 [h,ak] und F = [h] hat man dann wegen
Gleichung 3:

(G 4)

aus?).

B K. F?
2[AK] 1+ K-.F °

Dies entspricht genau der von HiLr 1910 angegebenen
quantitativen Beziehung in Gleichung 1 mit n = 2.

Es liegt jetzt nahe zu fragen, inwieweit sich die quanti-
tative Beschreibung von Hormon-Antikorperreaktionen
einem allgemeinen Schema unterordnet, ob man z. B.
das Modell von MoNoD-WyMAN-CHANGEUX auf diese
Situation anwenden kann. Dies Modell beschreibt die
experimentellen Daten bei der Bindung von Sauerstoff
an Himoglobin besser, als das mit Gleichung 1 mdglich
ist. ’ A\

In der vorliegenden Arbeit wird noch einmal kurz die
klassische Situation bivalenter Antikdrper und mono-
valenter Antigene unter der Annahme diskutiert, daf3
sich die zwei Bindungsstellen weder direkt noch indirekt
beeinflussen. Danach wird die qualitative Gestalt der
theoretischen B/F-Standardkurven untersucht, die bei
Anwendung des Mowopschen Modells zu erwarten
sind, wenn man eine allosterische Konformations-
inderung der Antik6rpermolekiile voraussetzt, die bei
Bindung eines Hormonmolekiils stabilisiert witd.

Mehrfache Gleichgewichte
bei Hormon-Antikorperreaktionen

Geht man bei der Hormon-Antikdrperreaktion von
zwei gekoppelten Gleichgewichten

(Gl 5) H + AK—=HAK

(Gl 6) H 4 HAK = H,AK

aus, so hat man nach dem Massenwirkungsgesetz
GL 7 [hak] = K, [h] [2k]
(Gl 8) [hyak] = K,[h] [hak]

mit Affinititskonstanten K, und K,, [h], [2k], [hak]
und [hyak] bezeichnen dabei die jeweils beim Gleich-
gewicht vorhandenen Konzentrationen. Setzt man vor-
aus — und das ist wegen der Symmetrie der Antikdrper-
molekiile eigentlich naheliegend —, daB die Gleich-
gewichtskonstanten beider Bindungsstellen gleich sind,
und daB keine gegenseitige Beeinflussung stattfindet,
50 hat man bei Beriicksichtigung des statistischen Fak-

1) Vgl. Beitrige von B. D. WeiNTRAUB und D. Robpsarp, IV.
Int. Congr. of Endocrinology, Washington, June 1972, sowie:
WeiNTRAUB, B. D., Rosen, S. W., McCammon, ]J. A. & PerL-
MAN, R. L.: (1973), Endocrinology im Druck.

%) Abkiitzungen siehe Anhang.

tors 4 = K,/K, (6) mit K; = 2K und den Gleichungen
7 und 8:

(Gl 9) [hak] = 2K [h] [ak]

(Gl 10) [hyak[ = K2 - [h]%[ak].

Bezeichnen jetzt [H] und [AK] die jeweiligen Aus-
gangskonzentrationen vor dem Gleichgewicht und
setzt man weiter

F = [h]
B = 2[hyak] + [ha],

o

so hat man:
B — 2[hgak] + [hak] - 2[hsak] + [hak]
B == = [H] — 2ih,ak] — [bak] °
Es folgt

(GL11)  2[hyak] + [bak] = [H] %.

Weiter ist dann:

(GL12) [b] = [H] — [H] 14]3/'11:/‘5 = 1J[rH 1]3/F :

Mit Gleichung 9 und Gleichung 10 hat man dann weiter:

(GL13) B/E = 2K[ak] + 2K?[h] [ak] =
2K [ak] (1 +K I_J[:Ié/F) .

Um B/F als Funktion von [H] zu kennen, hat man in der
letzten Gleichung nur noch [ak] als Funktion der An-
fangskonzentration [H] und des Quotienten B/F aus-
zudriicken. Mit der Gleichung 9 ergibt sich dann nach
elementaren Umformungen und mit den Abkiirzungen
R = B/F und x = [H]: .

(Gl 14) R? + R(1 + Kx — 2K[AK]) — 2K[AK] =0.

Geht man anstelle von Gleichung 5 und Gleichung 6
von einem einfachen Gleichgewicht

H + AK—=-HAK

K[h] [ak] = [hak] und monovalenten Antikdrpern aus,
so erhilt man anstelle von Gleichung 14 die bekannte
Hyperbelgleichung :

(GL 15) R2+R(1 +Kx—K[AK]) —K[AK] =0 (L.c. 7).
Gleichung 14 beschreibt B/F als Funktion von der
eingesetzten Hormonkonzentration [H] wie Gleichung
15 als abfallende Hyperbel, aber mit anderen konstanten
Parametern. Die Symmetrie der Bindungsverhiltnisse
stillschweigend vorausgesetzt, ergibt sich aus dem eben
Gezeigten, dal ein bivalentes Verhalten der Anti-
korpermolekiile allein noch keine aufsteigenden B/F-
Kurven hervorruft. Wenn — wie friher gezeigt
(. c. 4) — aus einem Gleichgewicht

2H + AK =+ H,AK
aufsteigende B/F-Kurven resultieren, so liegt dies
wesentlich daran, daB sich die Gleichgewichte
H 4+ AK—=HAK ‘
H + HAK —= H,AK mehr nach H,AK verlagern,
mehr als das in der klassischen Situation statistisch zu

erwarten ist. Die Vernachlissigung der Komplexe
HAK ermoglicht zwar eine erste formelmiBige Be-
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schreibung der experimentellen Daten, liefert abet auf
der anderen Seite noch keine befriedigende Erklirung
aufsteigender B/F-Kurven.

Es liegt nahe, die Mdglichkeit zu diskutieren, daB ein
ausgeprigter kooperativer Effekt die Bindung der zwei
Hormonmolekiile an den Antikorper begleitet und in
erster Niherung die Vernachlissigung der Komplexe
HAK erlaubt.

Das Symmetriemodell bei Hormon-Antikorper-
reaktionen

Macht man Konformationsinderungen der Antikorper-
molekiile fiir den kooperativen Effekt bei der Bindung
der Hormonmolekiile verantwortlich, so kann man fiir
die Beschreibung des Bindungsverhaltens auf zwei
Modelle zuriickgreifen: sowohl das MonNobpsche als
auch das KosHranDsche Modell koénnen kooperative
Effekte quantitativ beschreiben.

In dieser Arbeit wird nur die Anwendbarkeit des
Monopschen Modells (2) iiberpriift. Dies hat zwei
Griinde:

1. Die bei dem Studium des Gleichgewichts erhaltenen
Versuchsdaten ermdglichen innerhalb der experimen-
tellen Fehlergrenzen keine Unterscheidung beider
Modelle (8, 9).

2. Die mathematische Einfachheit des MoNop-Modells.

Um Unklarheiten beziiglich der Terminologie und der
benutzten Abkiirzungen zu vermeiden, werden hier
kurz die wesentlichen Hypothesen und Aussagen des
Modells zusammengestellt, dabei konnen wir uns
allerdings auf unsere spezielle Situation, d. h. auf
Dimere beschrinken.

Das allosterische Modell postuliert zwei Konfor-
mationen des betreffenden Oligomers, die sozusagen in
einem Pridquilibrium auch in Abwesenheit der Liganden
vorliegen. Die beiden Konformationen zeichnen sich
durch unterschiedliche Affinititen gegeniiber den Li-
ganden aus. Weitere Postulate sind: die Symmetrie des
allosterischen Proteinmolekiils in beiden Zustinden
und ein ,,Alles- oder Nichts““-Gesetz in dem folgenden
Sinn; die Untereinheiten des allosterischen Molekiils,
die ,,Protomere’ haben innerhalb eines Molekiils die
gleiche Konfiguration, man geht also von gleich-
zeitigen Konformationsinderungen der identischen
Untereinheiten aus.

Nach dem Porrerschen Strukturmodell fiir Anti-
korper vom Typ IgG (10) bestehen in unserer speziellen
Situation die zwei identischen Untereinheiten aus je
einer H- und einer L-Kette, beide Untereinheiten sind
spiegelsymmetrisch zu einer Ebene angeordnet und
werden durch Disulfidbriicken zusammengehalten.
Bezeichnen R, und T, die beiden postulierten Kon-
figurationen der Antikérpermolekiile, L die Gleich-
gewichtskonstante fiir das Gleichgewicht R,=—=T,,
Kr und K r die Dissoziationskonstanten der Hormon-
Antikdrperbindung in dem R- bzw. T-Zustand, so
reagieren Hormon- und Antikdrpermolekiile nach
folgendem Schema:

Z. Xlin. Chem. Klin. Biochem. / 11. Jahrg. 1973 / Heft 7

Ro=T,
R+ H=R, To+H=T,
R, +H=R, T,+H=T,

Unter Beriicksichtigung der statistischen Faktoren fiir
die verschiedenen Dissoziationskonstanten hat man
dann:

T, =1R,
Ry=R2EL  T=T2r
Ri=Rigir T,=T; gp.

Mit

] =Fc= oo =40
und

B =R, + 2R, + T, + 2T,,
[AK] =R, +R, + R, + T+ T, + T,
hat man dann:
1+a)+Lc( + co)
A+a?+ L1+ cx)?”
Es wird hier gezeigt, daBl sich bei stark ausgeprigten

homotropen allosterischen Effekten, d. h. fir grofles L
und sehr kleines c aufsteigende B/F-Kurven ergeben

(GL16) 2 = R%-Z[AK]

01~
009

008

002 -

001

I W T T T U Y |
0 5 10 15 20

F—

Lt

Abb. 1

Nach Gfeichung 16 tabellierte B/F-Kurven. Das qualitative Anfangs-
verhalten wird wesentlich von dem Grad der Kooperativitit bestimmt.

L =100; Kr =1
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(Abb. 1). Bezeichnet [H] die Gesamthormonkonzentration, so ist

(Gl 17)
Wegen
(S rtarar) 20 =
-%g]— > 0 und [H] ist streng monoton wachsende

Funktion von o und umgekehrt. Um das qualitative -

Verhalten von B/F in Abhingigkeit von [H] zu unter-
suchen, geniigt es daher, B/F in Abhingigkeit von «

a1 4+ o) + Lac(1 + cx)

[H] =[h] +B =Kn o + 2[AK] 4570 Feap?

zu studieren. B/F als Funktion von [H] wird genau
dann einen aufsteigenden Ast haben, wenn dies fiir
B/F als Funktion von « der Fall ist. Mit der Bestimmung
der Lage des Maximums wird gleichzeitig die Existenz
des aufsteigenden Astes nachgewiesen. Bezeichnet
onax den a-Wert mit maximalem B/F bei fester Anti-
korperkonzentration, so ergibt sich [H]yax aus
Gleichung 17. Es ist nun

(1 +a)?+ L1+ cx)?) (1 + Le?) — (1 +0) + Le (1 + ca)) (2(1 +a) + 2Lc (1 + ca))

dBE 1
o — K 2[AK]
und daher ist d(f/F) 2 0, je nachdem
e <

1+ + L1+ ca)r)?

(@ + a2+ L1 + ca)?) (1 + Led) E (1 +0) + (el + o)) (@1 +2) + 2Le(l + <)

ist und das ist dquivalent der Bedingung:
(1 4 Le2 + Le + Lc3)

L+Lc2—12%2—41Lc <

o* + 20 ( + 2Le® + Loch)

. .. d
Fiir kleine c-Werte und groBles L gibt es genau ein ayax = 0 mit

TFaeta S0

(oneax) = O, es st

B,
do

1+ L2+ Le+ L2cd

(Gl 18) OMAX = T Ty ot 4 L2t

Fir den maximalen B/E-Wert (B/F)px gilt dann
(GL 19)
14 Le?

1
(B/F)MAX = K—R, [AK] 1+ oax + Le(1 + copax)

Da nach Gleichung 18 xjyyx nur von L und c abhingt,
hat man:

(B/F)aax wichst linear mit steigender Antikérper-
konzentration.

Nach Gleichung 17 wichst auch die Konzentration
[H]max, die den maximalen (B/F)-Wert ergibt, linear
mit der eingesetzten AntikSrperkonzentration.

Heterogenitit der Antikérper

Die Untersuchung des Bindungsverhaltens und der
Bindungsstellen von Antikérpermolekiilen wird durch
die ausgeprigte Heterogenitit der meisten Antikérper-
populationen erschwert (11). So berichteten NrsoNOFF
und PressMAN von gekriimmten Kurven bei der Auf-
tragung der Gleichgewichtsdaten bei der Bindung von
p-Jodobenzoat an Anti-p-azobenzoat-antikbrper und
zwar bei der Auftragung von 1/F gegeniiber 1/B, die
Bindungskurve kriimmt sich zur 1/F-Achse. Dieses
Bindungsverhalten kann durch die bekannte Srrps-
Gleichung beschrieben und mit der Heterogenitit der
Bindungsaffinititen verschiedener Antikdrpermolekiile
erklirt werden.

Ein solches ,Kriimmungsverhalten* ist dem von uns
kiirzlich bei der Bindung von radioaktiv markiertem
Trijodthyronin (Ty) an spezifische Antikdrper gegen
T beobachteten genau entgegengesetzt. Die Vermutung

1+ 2Lc? + L2t

1+ 2Lc? 4 L2c4

]/(l—f—ch-{-Lc—{-L’c” )2 L 4 Le2—L2%c2 —41Lc

liegt nahe, daB Heterogenitit und kooperative Effekte
bei Antikorpern sich antagonistisch iiberlagern (12),
unter Umstinden sogar eine lineare Abhingigkeit von
1/F gegeniiber 1/B ergeben, ohne daB die Hormon-
Antikorperreaktion nach dem einfachen Schema:

H 4+ AK—=HAK

abliuft. Dieser Uberlagerungseffekt von Heterogenitit
und Kooperativitit soll jetzt quantitativ diskutiert
werden. Die Heterogenitit der AntikSrpermolekiile
wird dabei nach Sips (13) durch eine zu einem Mittel-
wert K, symmetrische Verteilungsfunktion £ (K) fiir die
Affinititskonstanten K der einzelnen Antikérpermole-
kiile beschrieben und die kooperative Bindung der
Hormonmolekiile an die bivalenten Antik&rpermole-
kile folgt in erster vereinfachter Niherung dem in
L c. (4) benutzten Schema von Gleichung 2, welches die
Komplexe HAK vollstindig vernachlissigt. In einem
infinitesimalen Bereich ist dann der Quotient aus detr
Anzahl der Bindungsstellen mit einer bestimmten
Affinititskonstanten K zu der Gesamtanzahl der tiber-
haupt verfiigbaren Bindungsstellen der Antikorper-
molekiile durch
% =f{(K)dK
gegeben, oder: -
d(2[ak]) + d(2[hsak])
2[AK]
und damit nach Gleichung 2:
| [AK]
1+ K[h)?

={(K) dK

d[ak] = -(K) dK |

. .
Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. / 11. Jahrg. 1973 / Heit 7
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also:
+ o §<)
4 _
Lo f o K.

Mit B = 2[h,ak] ist dann

+ @

B £(K)
1 =% =f1+K[h]’ dK.
Wihlt man jetzt nach Sres (13) £(K) so, daB
+
£(K) KV
- e =1

gilt mit einem Heterogenititsindex V 0V =1,
so gilt
B K[b}v

(Gl. 20) FTAK] = T KEF -

Speziell fir V = 1/2 erhilt man ecinen linearen Zu-
sammenhang zwischen 1/B und 1/F. Heterogenitit und
Kooperativitit kénnen sich also in der Weise iber-
lagern, daB man allein aufgrund der Gleichgewichts-
daten eine Beschreibung der Hormon-Antikérper-
reaktion nach dem Schema:

H 4 AK — HAK

nicht ausschlieBen kann.

Experimentelle Untersuchungen

125 | T s-Bindungsversuche (vgl. I. c. 4)

125 J—T,-Bindungsversuche wurden bei verschiedenen pH-Werten,
verschiedenen Inkubationstemperaturen und bei verschiedenen
Antik6rperpopulationen durchgefiihrt nach folgendem Schema:
Inkubationsansatz:

1. 13J—T, (Byk-Mallinckrodt, FPrankfurt), spezifische Aktivitat
etwa 100 mCi/mg;

2. 50 ul Antiserum (Endverdiinnung 1:10000), Herstellung der
Antisera nach L. c. (14);

3. 0,05 mol/l Tris-Puffer pH 8,0 (bzw. pH 6,75, pH 9,0) mit
2,5 gfl Humanseramalbumin.

Ansteigende 123]—T; Konzentrationen wurden mit einer kon-
stanten Menge Antiserum bei einem Endvolumen von 500 ul
iiber 12h bei 4°C inkubiert. Die Wirmeinkubation erfolgte bei
37°C iber 12h in einem temperaturkonstanten Inkubator. Die
Trennung von gebundenem und freiem markierten Hormon er-
folgte durch Zugabe von Dextran-gesittigter Holzkohle und
anschlieBendes Zentrifugieren (10 min, 2000 U/min).

Um den Heterogenititsgrad der verwendeten Antikdrperpopu-
lation zu erhdhen, wurde bei einem Bindungsversuch das Anti-
serum des Kaninchens 34 mit denen der Kaninchen 35 und 36 zu
gleichen Teilen gemischt. Die Endverdiinnung des Gemisches wird
wie die der Einzelsera 1:10000 gewihlt.

HCT-Standardkurve (nach I. c. 15)

Menschliches Calcitoriin wurde nach der Chloramin-T-Methode
auf eine spezifische Aktivitit von etwa 200 mCi/mg markiert und
anschlieBend chromatographisch gereinigt (15). Der hier ver-
wendete Antikdrper wurde durch Immunisierung mit reinem
HCT in einer Zijege gewonnen. Die Endverdiinnung des Anti-
serums betrug 1:2000. Der Inkubationsansatz, die verwendeten
Puffer sind friiher beschrieben (15).

Bei der Erstellung der Standardkurve wurden ansteigende Mengen
von Hormonstandard (0,5 pg—80 pg) und konstante Mengen
15J.HCT (etwa 1000 Imp./min) mit einer konstanten Anti-
korperkonzeantration tiber 72 h bei 4°C inkubiert. Die Treanung

Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. [ 11. Jahrg. 1973 / Heft 7

von freiem und gebundenem Hormon erfolgte durch Zugabe von
Dextran-gesittigter Holzkohle und anschlieBendes Zentrifugicren
(15 min bei 2500 U/min).

HPL-Standardkurve

Eine HPL-Standardkurve wurde mit einem Kit der Firma Phar-
macia (Phadebas HCS-Test) erstellt. 2ng 125J-HPL (spezifische
Aktivitit 30 nCi/ng) und steigende Mengen Hormonstandard
(0,5 g—8,0 g) werden 60 min in Raumtemperatur mit Anti-HPL-
Antiserum inkubiert, die Trennung von freier und gebundener
Phase erfolgt durch Zusatz von Athanol zu den ReaktionsgefiBen
und Zeatrifugieren (2 min, 2000 U/min).

Beim T3 und beim HCT werden der freie, beim HPL der ge-
bundene Anteil des markierten Hormons in einem Gamma-
Probenwechsler (Tracerlab) gezihlt.

Ergebnisse und Diskussion

Da bei weniger simplen mathematischen Modellen in
der Regel eine Vielzahl von verschiedenen Parametern
frei variiert werden kdnnen, um ein sogenanntes ,,curve-
fitting* der experimentellen Daten zu erméglichen, ist
die Frage nach der Richtigkeit der zugrunde gelegten
Vorstellungen nur durch eine Mehrzahl von verschieden-
artigen, voneinander unabhingigen Experimenten iiber-
prifbar. Wenn theoretisch erwartete Ergebnisse sich
experimentell nicht bestitigen lassen, wird das benutzte
Modell, werden die gemachten Annahmen und Voraus-
setzungen die Wirklichkeit jedenfalls nicht adiquat
beschreiben. In unserer speziellen Situation, bei dem
hier betrachteten Modell, kann nun folgendes erwartet
werden:

1. Bei der Strukturihnlichkeit der meisten Antikdrper-
molekiile vom Typ IgG wird das Auftreten von auf-
steigenden B/F-Kurven das Normale und kein ver-
einzeltes Phinomen sein.

Dies hat sich inzwischen bei einer ganzen Reihe von
Hormon-Antikdrperreaktionen bestitigt.

2. Ansteigende B/F-Kurven werden unabhingig von
der Art, wie freie und gebundene Phase getrennt
werden, auftreten.

Ansteigende B/F-Kurven haben sich nicht nur bei
Adsorptionsmethoden (3, 4), sondern auch bei elektro-
phoretischen Trennverfahren (3, 16), bei Ammonium-
sulfat-Prizipitationen (3), bei Alkoholprizipitation3)
und bei Doppelantikérperfillmethoden®) ergeben.

3. Analog den klassischen Resultaten bei der O,-
Bindung an Himoglobin werden die postulierten
Konformationsinderungen der Antikérpermolekiile
eine spezifische Temperatur- und pH-Wertabhingigkeit
zeigen.

Dies ist von uns bei unserem Trijodthyroninradioim-

munoassay nachgepriift worden (Abb. 2).

4. Bei monovalenten Antikérperfragmenten (Fab-Frag-
mente) sind keine ansteigenden B/F-Kutven zu er-
warten.

Diese Erwartung ist experimentell von WEINTRAUB

et al.?) bestitigt worden.

5. Eine stark ausgepragte Heterogenitit der betreffenden
Antikorperpopulation muB das erwartete Bindungs-

3) Eigene Beobachtungen bei dem erwihnten HPL-Kit der
Firma Pharmacia.
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Abb. 2

B als Funktion von F bei 8 J-Tri-
jodthyronin-Bindungsversuchen.
Die halblogarithmische Auftra-
gungsart vergroBert die nur schwach
ausgepragte Sigmoiditit
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Abb. 3

1/F als Funktion von 1/B bei 25 J-Trijodthyronin-Bindungsversuchen.

Bei der unvermischten Antikdrperpopulation iiberwiegt deutlich die

Kooperativitdt (links), bei dem Antikérpergemisch aus drei Popu-
lationen kommt die Heterogenitit stidrker zum Tragen (rechts)

verhalten entweder véllig iibetlagetn oder wenigstens
eine Abschwichung ergeben.

Der erwartete Uberlagerungseffekt wird indirekt durch
Bindungsstudien von ZiMMERING et al. (12) bei der
Bindung von Testosteron-17-Hemisuccinat an spe-
zifische AntikSrper bestitigt. Nach Reinigung des
Antiserums auf drei verschiedene Arten ergeben sich
unterschiedliche Bindungsverhalten des gleichen Anti-
korpers, und zwar sigmoidale als auch hyperbolische
Dissoziationskurven (L c. 12, insbesondere S. 156). Das
laBt sich durch verschiedene Heterogenititsgrade der
jeweiligen Antikorperpopulation plausibel erkliren.
Umgekehrt liegt es nahe zu versuchen, den Hetérogeni—
titsgrad von Antikérperpopulationen kiinstlich zu

5000 10000 20000

vergroBerni: Nach Durchmischung von drei verschie-
denen AntikSrperpopulationen gegen T,, die jede fiir
sich noch Gleichgewichtskurven ergeben, die bei der
Auftragung von 1/F gegeniiber 1/B eine Kriimmung in
Richtung der 1/B-Achse aufweisen, ist dieses Bindungs-
vethalten durch die vergréBerte Heterogenitit voll-
stindig uberlagert (Abb. 3).

6. Die Lage des maximalen B/F-Wertes wird die durch
die Gleichungen 17, 18 und 19 ausgedriickte Anti-
korperkonzentrationsabhingigkeit zeigen.

Die erwihnten Gleichungen stimmen qualitativ mit den
Ergebnissen von MATSUKURA (3) recht gut iiberein.

7. Bei Verwendung der sogesannten ,temperature-
jump“-Methode sollten fiir die verwendeten Anti-
korper vom Typ IgG zwei Relaxationseffekte nachweis-
bar sein (9).

Diese Frage ist vor einiger Zeit in Gottingen von A.
FRrOESE untersucht worden (17). Leider haben sich nur
in wenigen Versuchsystemen bei der Messung der
Relaxationszeiten Anhaltspunkte fiir eine Konfor-
mationsinderung der Antikérpermolekiile ergeben. Die
ausgeprigte Heterogenitit der betreffenden Antik6rper-
population macht sich auch hier stérend bemerkbar,
die bislang gefundenen Effekte sind schwach ausge-
prigt und ermdglichen keine abschlieBende Entschei-
dung in der einen oder der anderen Weise (L. c. 17
S. 261/262). Ob bei den dott untersuchtén Antigen-
Antikorperreaktionen  gleichzeitig ansteigende B/F-
Kurven beobachtet wurden, ist uns nicht bekannt.

8. Konformationsinderungen von Aantikdrpermole-
kiilen sollten auch zu heterotropen Effekten fithren.
GROSSBERG et al. berichteten 1965 von einem.solchen
Effekt: Nach der Bindung von Haptenen an spezifische
Antikorper ist die enzymatische Proteolyse der Anti-
kérpermolekiile durch Chymotrypsin deutlich redu-
ziert (18).

Die von D. RopBaRD kiirzlich angeregte Beschreibung?)
der Kooperativitit bei der Bindung von Hormon-

4) Bislmg uxipublizierte Ergébnisse ;mn D. Robsarp, die uns
aufgrund persénlicher Kommunikation bekannt sind.

Z. Klin. Chem. Klin. Biochqq;x./ 11, Jahrg. 1973 / Heft 7
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Abb. 4

Ansteigende B/F-Standardkurven beim Radioimmun-
assay von menschlichem Calcitonin (HCT) und mensch-
lichem Plazenta-Laktationshormon (HPL)
Kleinste noch signifikant von Null unterscheidbare
Calcitonin-Konzentration: 1 pg
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molekiilen an Antikorper, die von gekoppelten Gleich-
gewichten
H + AK—= HAK
H 4+ HAK = H,AK

mit Affinititskonstanten K, > K; ausgeht, erméglicht
keine quantitative Beschreibung von solchen hetero-
tropen Effekten, kann also nicht alle bekannten ex-
perimentellen Daten beschreiben.

Die hier unter Punkt 5 aufgefiihrten experimentellen
Ergebnisse gestatten noch eine wichtige Folgerung:
Da die meisten Antigene mehrere Bindungsstellen
gegeniiber spezifischen Antikdrpern besitzen, liegt es
nicht fern, ausgehend von multivalenten Antigenen und
mindestens bivalenten Antikdrpern aufsteigende B/F-
Kurven als Ergebnis von Prizipitationen anzusehen
(Netzwerktheorie). Der maximale B/F-Wert befinde
sich dann in der sogepannten Aquivalenzzone, in einem
Bereich optimaler Vernetzung. Der EinfluB einer
wesentlichen Heterogenitit der betreffenden Anti-
korperpopulation auf einen solchen VernetzungsprozeB
ist quantitativ von PAULING et al. 1944 diskutiert
worden (19): Das Maximum in der Aquivalenzzone
4Bt sich zwar weniger scharf abgrenzen, wird aber
nicht vollstindig aufgehoben. Das hier nur durch Ver-
groBerung des Heterogenititsgrades der Anti-T,-
Antikérperpopulation vollstindig verinderte Bindungs-
verhalten (Abb. 3) scheint eine Erklirung aufsteigender
B/F-Kurven mit Netzwerken auszuschlieBen.

Auf einen Gesichtspunkt sollte hicr allerdings noch
eingegangen werden: .

So wie auch bei einigen Enzym-Substrat-Reaktionen die
Annahme von Konformationsinderungen keineswegs
unzweifelhaft ist (20), sind auch bei Hormon-Anti-
koérperreaktionen andere Mechanismen kooperativer
Bindung denkbar: Die von FisHER-GATEs-CROSS an-
geregte Erklirung kooperativer Effekte 1ift sich im
Prinzip auch auf Antigen-Antikdrperreaktionen iiber-
tragen. Immerhin, aufsteigende B/F-Kurven sind kein
paradoxes Bindungsphinomen und die verfiigbaren

Z. Xlin. Chem. Klin. Biochem. [ 11. Jahrg. 1973 [ Heft 7
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Daten lassen eine Diskussion in der vorgenommenen
Weise gerechtfertigt erscheinen.

Der an sich bekannte (l. c. 21) Zusammenhang zwischen
ansteigenden B/F-Kurven und homotropen alloste-
tischen Effekten ist im Bereich der klinisch orientierten
Hormonforschung bislang wenig beachtet worden. Die
bisher gefundenen Ergebnisse zur Charakterisierung
optimaler Versuchsbedingungen bei radioimmunche-
mischen Hormonnachweismethoden gehen von zu
einfachen Modellen der Hormon-Antik8rperreaktion
aus und sind in konkreten Fillen irrefiihrend. Darauf
haben wir kiirzlich hingewiesen (4). Eine VergroBerung
der Empfindlichkeit ist uns in unserem Labor bei ver-
schiedenen Versuchssystemen dadurch gelungen, daB3
nach experimenteller Bestimmung von [H]aax bei
der jeweils benutzten Antikérperkonzentration die
zugesetzte Menge markierten Hormons etwas grofBer
als [H]max gewihlt wurde. Der Versuch, bei einem
Calcitoninradioimmunoassay im aufsteigenden Teil der
B/F-Kurven Hormonkonzentrationen zu messen und
damit eine VergroBerung der Empfindlichkeit zu er-
reichen, hat sich deswegen als schwierig erwiesen, weil
durch die relativ geringe spezifische Aktivitit der mar-
kierten Calcitonin-Molekiile und bei der notwendig
kleinen konstant zugesetzten Menge markierten Hor-
mons zu geringe Zihlraten eine hohe Streuung be-
wirken (vgl. Abb. 4).

Die naheliegende Frage nach:der biologischen Be-
deutung einer kooperativen Bindung von Antigen-
molekiilen an spezifische AntikStper und der Beein-
fluBbarkeit dieser Kooperativitit durch Temperatur-
und pH-Wertinderungen ist noch unklar und mufB
weiter untersucht werden.
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Anhan B Zihlrate fiir das gebundene Hormon beim
& . Gleichgewicht

Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen B/F)max maximaler B/E-Wert einer Bindungs- bzw.

ACTH adrenocorticotropes Hormon

HCG menschliches Choriongonadotropin

HCT menschliches Calcitonin | ~

HPL menschliches Plazenta-Laktationshormon
HSA menschliches Serumalbumin

PTH Parathormon

T, Trijodthyronin

TSH thyreotropes Hormon

Allgemeine Abkiirzungen

H Hormonmolekiil

AK Antikérpermolekiil .
H;AK; Hormon-Antikdrperkomplex bestehend aus i

Hormonmolekiilen und j Antikdrpermole-
killeni, j =0, 1, 2, 3, ... Falls ein Index den
Wert Eins hat, witd er weggelassen (z. B.
HAK bezeichnet den Komplex H;AK;).

Standardkurve bei fester Antikérperkonzen-
tration

[Hlmax Ausgangshormonkonzentration, die bei fester
Ausgangsantikérperkonzentration den maxi-
malen B/F-Wert ergibt

v durch Verteilungsfunktion £(K) bestimmter

Heterogenititsind'ex der betreffenden Anti-
kérperpopulation, 0 <V < 1.

Abkiirzungen des allosterischen Modells (J. ¢. 2)

Ri, T bezeichnen einmal die Komplexe H;AK,
wobei sich das Antikérpermolekiill im R-
bzw. T-Zustand befindet, zum anderen aber
auch die sich beim Gleichgewicht einstellenden
Konzentrationen der betreffenden Komplexe

L Gleichgewichtskonstante zwischen R- und
T-Zustand in Abwesenheit der Liganden

[b], [ak], [hak], Kg, Kt Gleichgewichtskonstanten bei der Hormon-
[heak] Konzentrationen von H, AK, HAK bzw. Antikorperbindung ' im R- bzw. T-Zustand

H,AK wihrend eines Gleichgewichtes ¢ = Kg/Kr . '
[H], [AK] Ausgangskonzentrationen vor Beginn der , — [b]/K=

Reaktion aMAX definiert durch (B/F)max = B[F) (cmax)
K, K;, K, Gleichgewichtskonstanten bei fester Antikdrperausgangskonzentration.
F Zishlrate fir das freigebliebene markierte

Hormon beim Gleichgewicht. Einheiten von

F: Imp./min
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