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Ein modular aufgebautes Rechnerprogramm zur Ergebniswertberechnung von Radioimmunoassays und Proteinbindungstests wird be-
schrieben. Wegen der groBen Bedeutung, die diese Bestimmungsverfahren zunehmend im Bereich der klinischen Chemie und der kli-
nischen Forschung gewinnen, sahen wir unser Ziel datin, neben den selbstverstindlichen Forderungen nach optimaler Genauigkeit und
Sicherheit ein moglichst hohes MaB an Variabilitit und Vielseitigkeit in der Anwendung zu erreichen und dabei eine einfache und voraus-
setzungslose Bedienung zu gewihrleisten. Die Realisierung dieses Konzepts erfolgte iiber fiinf von einander weitgehend unabhingige
Untereinheiten.

Die bisher bekannt gewordenen mathematischen Auswerteverfahren wurden iibetsichtlich zusammengestellt und ausfithrlich diskutiert.
Eine eigene Niherungsformel witd vorgeschlagen.

A modular constructed computer program for the calculation of the results of radioimmanoassays and protein
i binding tests

A modular computer program is described for the calculation of the results of radioimmunoassays and protein binding tests. In addition
to the obvious need for optimal accuracy and reliability, and in view of the ever increasing importance of these analytical methods in
clinical chemistry and research, we tried to design a program containing the greatest possible variability and versatility, which could be
easily applied without preconditions. This concept was realized with the aid of five largely independent units.

The known mathematical calculation procedures are reviewed and discussed in detail. We have put forward our own approximation for-

mula.

Die in den meisten Laboratorien iibliche, manuelle
Ergebniswertberechnung von Radioimmunoassays und
Proteinbindungstests ist zeitaufwendig und fehler-
anfillig. Das ist zum einen durch die hohe MeBwert-
anzahl, zum andern durch die rechnerische Aufbereitung
der primiren MeBergebnisse und das Ablesen der un-
bekannten Konzentrationen an grafischen Bezugs-
kurven bedingt. Aus diesen Griinden wurden in den
letzten Jahren bereits vereinzelt Rechner zur maschi-
nellen Auswertung eingesetzt.

Die Programme sind entweder fiir Tischrechner (Rop-
BARD et al. (1)) mit ihren sehr begrenzten Moglichkeiten
oder fiir GroBrechner (DUDDLESON (2)) ausgelegt. Sie
kdnnen somit nur bedingt die Aufgabenstellung des
Routinelaboratoriums etfiillen.

Kleinrechner finden wegen ihrer unbestreitbaren Vor-
teile gegeniiber GroBcomputern in der Basisverar-
beitung von MeBdaten mehr und mehr Eingang in die
klinisch-chemischen Laboratorien. ]
Unser Ziel war deshalb, ein flexibles, praxisbezogenes
Programmsystem fiir diese Maschinen zu entwickeln.
Unsere Forderungen an ein solches Programm waren:

. 1. Hohe Auswertegenauigkeit durch ein entsprechendes

Niherungsverfahren bei der ‘Erstellung der Bezugs-
kurve.

2. Vielseitigkeit in der Anwendung und ein hohes Ma8
an Flexibilitit.

3. Einfache und voraussetzungslose Bedienbarkeit.

Methodik

Gerit

Das Programm wurde auf einer Varian 620 L mit 16 k
Kernspeicher erstellt. Als Peripheriegerite waren ein
optischer Lochstreifenleser und ein Blattschreiber
(Teletype ASR 33) als Ein-Ausgabe-Einheit ange-
schlossen. Die radioaktiven Proben wurden entweder in
einem Fliissigkeitsszintillationsspektrometer (Mark I,
Fa. Nuclear-Chicago Comp., Des Plaines, Ill., USA)
oder einem Gammaszintillationsspektrometer (Model
5375, Fa. Packard Instr. Comp., Downers Grove,
Ill., USA) gezihlt und die primiren Mef3werte jeweils
auf einer Teletype ASR 33 im Klartext als Protokoll und
im ASCII-Code auf 8-Spur-Lochstreifen ausgegeberi.

Programmbeschreibung

Das Programm ist modular aufgebaut. Zur Codierung
wihlten wir die problemorientierte, leicht etlernbare
Sprache BASIC3). Kleinere Anderungen konnen so
ohne programmtechnische Schwierigkeiten und ohne
groflere EDV-Kenntnisse vom Anwender selbst vor-
genommen werden.

1) Arbeit im Rahmen des DV-Projekts 5,304 ,,Datenerfassung und
Datenverarbeitung im Klinisch-chemischen Laboratorium* des
Bundesministers fiir Forschung und Technologie.

2) EDV-Team des Universititsklinikums Miinchen-GroBhadern.
3) BASIC = Beginners All-Purpose Symbolic Instruction Code.
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Abb. 1
Blockschema des Rechnerprogramms

Die geforderte Flexibilitit ist durch die Einteilung des
Programms in 5 weitgehend voneinander unabhingige
Blocke gewihrleistet (s. Abb. 1).

Abfrageteil

Im Abfrageteil (s. Abb. 2) werden in einem einfachen
Dialog die zum Programmablauf und zur Berechnung
notigen Steuerparameter manuell iiber den Blatt-
schreiber eingegeben. Er wurde ausfithrlich angelegt,
um moglichst vielen methodischen und apparativen
Gegebenheiten gerecht werden zu kénnen.

Mit nur geringen Anderungen im Programm kann der
Dialog auf einem Datensichtschirm gefiithrt werden,
wihrend die Datenausgabe weiterhin auf dem Blatt-
schreiber oder besser noch einem Schnelldrucker erfolgt.
Die Laufzeit des Programms kann dadurch erheblich
verkiirzt werden.

Wird das Programm nur in einem Auswertemodus be-
trieben, empfiehlt es sich, zur weiteren Zeitersparnis
die Steuerparameter als feste Konstanten zu program-
mieren.

Eingabeteil

Die Standardkonzentrationen und die primiren MeB-
werte konnen manuell oder iber Lochstreifen je nach
gewihltem Verfahren eingegeben werden (s. Abb. 3).

Manuelle Eingabe

Die. Konzentrationen der Standards sowie die MeB-
werte von Standards und unbekannten Proben werden
in einer definierten Folge abgefragt und iiber den
Blattschreiber manuell eingegeben. Da die einzelnen
Werte unter ihrer genauen Bezeichnung angefordert
werden, erfolgt erst bei der Eingabe die endgiiltige
Zuordnung zu den einzelnen Proben.

Eingébe uber Datenlochstreifen

Da bei der Eingabe iiber Lochstreifen die Zuordnung
der einzelnen MeBdaten zu den betreffenden. Proben
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lediglich iiber ihre Position innerhalb der Unter-
suchungsserie erfolgt, miissen die Zihlgefife bereits in
der richtigen Reihenfolge in das Analysengerit gestellt
werden. Sie werden in Gruppen zusammengefat. Die
Reihenfolge der Gruppeneingabe ist:

1. Proben ,,Freies Antigen4).

2. Proben ,,AG/AK-Komplex‘‘?).

3. Proben gesamt =, ,Freies Antigen + AG/AK-Kom-
plex®.

Die Reihenfolge innerhalb einer Gruppe ist ebenfalls
festgelegt:

1. Leerwerte = kein AntikGrper, nur radioaktives Anti-
gen,

2. Nullwerte = kein stummes Antigen, nur radio-
aktives Antigen + Antikorper,

3. Standards und

4, unbekannte Proben.

Gleichzeitig mit der Eingabe werden die MeBwerte auf
der Ausgabecinheit protokolliert.

Das Einlesen der MeBwerte erfolgt iiber eine Unter-
routine. Die zu jedem MeBwert gehdrende Sample-
Nummer des Analysengerites wird gelesen und ge-
priift. Der auf den MeBwert folgende Wert wird iiber-
lesen (in unserem Fall gibt das Analysengerit gleich-
zeitig noch den Variationskoeffizienten der jeweiligen
Messung an). Intern werden die Leerwerte auf Felder
der Dimension (10), die iibrigen MeBdaten auf Felder
der Dimension (120,3) abgespeichert. Insgesamt kénnen
so 120 Proben einschlieflich Standards bis zu 3-fach
bestimmt und eingegeben werden.

Priifteil

Im AnschluB an das Einlesen werden die Impulse/
Minute (cpm) fiir die quadratische Regression in die
Quotienten F/B,,, und fir die logarithmischen Re-
gressionen in die Quotienten B/B, umgerechnet, wobei
F die Radioaktivitit des freien Antigens, B, die des
mit den Leerwerten korrigierten gebundenen Antigens,
B die des unkorrigierten gebundenen Antigens und B,
die des gebundenen Antigens des Nullwertes bedeuten.
Es folgt dann die Aussonderung von Ausreifern. Meht-
fach bestimmte Werte, deren Abweichung vom Mittel-
wert grofer ist als der angegebene Prozentsatz, werden
eliminiert und die verbleibenden mit einer verkleinerten
Schwelle nochmals tberprisft. Falls eine Korrektur des
Standard-Bezugspunktes nicht méglich ist, wird die
Berechnung ganz abgebrochen.

Berechnungsteil
Berechnung der Bezugskutrve

Die Berechnung der Bezugskurve erfolgt entweder
durch Interpolation oder durch Regression. Die Aus-
wertemdglichkeiten sind frei wihlbar. Als Inter-
polationsverfahren stehen ein lineares und ein loga-
rithmisches Verfahren zur Wahl. Fiir die Regressions-

1) Hier und im folgenden steht Antigen (AG) fiir den betreffenden
Liganden und Antikdrper (AK) fiir das betreflende Bindungs-
protein.
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@ EW ®
WIE GEBEN SIE IHRE MESSWERTE EIN ? )
MANUELL UEBER TTY =1
® UERER L OCHSTREI FEN = 2 ()
22 .
IN WELCHEN EINHEITEN SOLLEN DIE ENDWERTE AUSGEDRUCKT WERDEN ?
@ NG/L =1 @
NG/100ML =2 i
NG/L = 3 .
® McumL = 4 ®
21
NACH WELCHEM MATHEMAT.UERFAHREN SOLL AUSGEWERTET WERDEN ?
() LINEAR INTERPOLIERT = 1 ®
LOG. INTERPOLIERT = 2
) REGRESSION = 3 ]
® 2 ®
WELCHE FRAKTIONEN WURDEN GEMESSEN ?
FREIES AG =1
(&) AG/AK-KOMP. =2 L ]
FREIES AG + AG/AK-K. = 3
GESAMT + FREIES AG = 4
(&) GESAMT + AG/AK-KOMP. = 5 o
28 )
WIEVIELE LEERWERTE =KEIN AK, NUR RADIOAKTIVES AG= WURDEN GEMESSEN °?
o e
WIEVIELE NULLWERTE =AK + RADIOAKTIVES AG= WURDEN GEMESSEN ?
?23 WA ’
O WIEVIELE STANDARDKONZENTRATI ONEN WURDEN GEMESSEN ? ¢
?5 _
WURDEN DIE STANDARDS DOPPELT ODER DREI FACH BESTIMMT ?
O DOPPELT = 2 @
DREI FACH = 3
23 .
®) WIEVIELE PROBEN WURDEN BESTIMMT ? MEHRFACHANSAETZE (]
GELTEN ALS EINE BESTIMMUNG.
28
(&) WURDEN DIE PROREN DOPPELT ODER DREI FACH BESTIMMT ? @
DOPPELT = 2
DREI FACH = 3
(&) 23 )
MAXIMALE SAMPLE-NUMMER DES ANALYSENGERAETS )
2200 '
@ MAXIMALE ABWEICHUNG BEI MEHRFACHBESTIMMUNG IN % @
2?10
® KONZ.STANDARD 1 2.05 ()
- KONZe+ STANDARD 2 2.1 -
~ KONZ.«STANDARD * 3 2.2
® KONZ« STANDARD 4 2.4 ®
KONZ« STANDARD 5 2.8
® ®
® ®
Abb. 2

Ausdruck des Abfrageteils

berechnung werden 3 verschiedene Formeln verwendet,
nimlich eine empirische, logarithmische, eigene Formel,
eine Logit-Logfunktion und eine Parabel. Das Programm
sucht dann selbst anhand der Summe der Abstands-
quadrate die am besten nihernde Bezugskurve aus.

Berechnung der unbekannten Konzentrationen

Mit den Parametern der am besten nihernden 'Be_zugs—
kurve werden die Konzentrationswerte der unbekannten
Proben errechnet und in einem Ergebnisfeld abgelegt.
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Die Ausgabe etfolgt in Form eines Ergebnisjournals auf
dem Blattschreiber (s. Abb. 4). Liegt der errechnete
Wert auBerhalb des Definitionsbereichs der Kurve,
wird eine Fehlermeldung ausgegeben. Zusitzlich werden
bei Wahl der Regressionen noch das Verfahren, das vom
Rechner als am besten nihernd erkannt wurde, dexr
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® ®
SEITE 2
® ®
e NULLWEKT AG/AK~-KOMF. 1 72779 ®
NULLWERT AG/AK-KOMF. 2 76822
NULLWERT AG/AK-KOMP. 3 . 77965
® ®
STANDARD AG/AK-KOMP. 1 1 53430
STANDARD AG/AK-KOMP. 1 2 53663
QO STANDARD AG/AK-KOMP. 1 3 52032 (5)
STANDARD AG/AK-KOMP. 2 1 37097
STANDARD AG/AK-KOMP. 2 2 380017
) STANDARD AG/AK-KOMP. 2 3 379260 (o)
STANDARD AG/AK-KOMP. 3 1 24265
STANDARD AG/AK-KOMP. 3 2 24513
0 STANDARD AG/AK-KOMFPe. 3 3 24121 O
STANDARD AG/AK-KOMP. 4 1 14430
STANDARD AG/AK-KOMP. 4 2 14822
(@) STANDARD AG/AK-KOMP. 4 3 14834 ©
STANDARED AG/AK-KONMP. S5 1 8606
STANDARD AG/AK-KOMP. 5 e 8390
®) STANDARD AG/AK-KOMP. S 3 9112 ©
PROEE AG/AK-KOMF. 1 1 81941
O PROEE AG/AK-KOMP. 1 2 82552.1 (&)
PROBE AG/AK-KOMP. 1 3 83242
PRORE AG/AK-KOMP. 2 1 69770
() PROEE AG/AK-KOMP. ] 2 74915 (»)
PROBE AG/AK~-KOMP. 2 3 73046
PROBE AG/AK-KOMP. 3 1 64314
9] FPROBE AG/AK-KOMF. 3 2 65977 ()
PROEE AG/AK-KOMP. 3 3 65543
PROEE AG/AK-KOMP. 4 1 63211
O PROEBE AG/AK-KOMP. 4 2 62772 ('s)
PROBE AG/AK-KOMF. 4 3 62535
PROPE AG/AK-KOMP. S 1 836€2.1
(&) PROEE AG/AK-KOMP. S 2 83452.1 @
PRORE AG/AK-KONMF. 5 3 81628
PROEE AG/AK-KOMF. 6 1 73046
(&) PRORE AG/AK-KOMPe. 6 2 77479 ®
PRORE AG/AK-KOMFe. 6 3 74355
PROBE AG/AK-KOMFe. 7 1 66417
® PROEE AG/AK-KOMF. 7 2 62379 ®
PREORE AG/AK~-KOMP. 7 3 65456.1
PROEE AG/AK-KOMF. 8 1 60667
® PROEE AG/AK-KOMPe. 8 2 57410 e
PROBE AG/AK<KOMP. 8 3 59257
PAFAPOL. EEGEESSION NICHT MOEGLICH
0 ®
® e
Abb. 3
Ausdruck des Eingabeteils
Ausgabeteil mittlere Variationskoeffizient und bei den logarith-

mischen Verfahren der Korrelationskoeffizient der
Bezugskurve angegeben.

Feblermeldungen

Besonderer Wert wurde auf die Fehlerpriifroutinen und
entsprechende Fehlermeldungen in Klartext gelegt.
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® o
SEITE 3

® : , @
KLINISCH-CHEMISCHES INSTITUT PEREICH ENDOKRINOLOGIE
STAEDT.KRANKENHAUS HARLACHING UND STOFFWECHSEL

® ®
AUSWERTUNG KADI OIMMUNOASSAYS, REGRESSION MOLOG» R==+998967,

® MUVK= 1.17462 e
LAUFE«NRe. NG /7ML

@ o

. PROEE 1 1 AUSSERHALB DES DEFINITIONSRBREREICHS
PRORE 1 2 AUSSERHALE DES DEFINITIONSBEREICHS

‘ PROBE 1 3 AUSSERHALE DES DEFINITIONSREREICHS .
PROBE 2 1 = T.78127E-23
PROBE 2 2 = 5.58242E-04

® PROEBE 2 3 = 2.61487E-03 ®
PROBE 3 1 = 1491915E=-@2
PROBE 3 2 = 1.54132E-02

Q PROBE 3 3 = 1.63772E~-02 .
PROBE 4 - 1 = 2.18240E-02
PRORE 4 2 = 2.29068E-22

PROBE 4 3 = 2.3488TE-02 , ) ®
PROBE S 1 AUSSERHALB DES DEFINITIONSBEREICHS
PROBE\S 2 AUSSERHALE DES DEFINITIONSBEREICHS

0 PROBE 5 3 AUSSERHALB DES DEFINITIONSBEREICHS .
PROBE 6 1 = 2.61487E-@23 ' )
PROBE 6 2 AUSSERHALB DES DEFINITIONSREREICHS

@ PRORE 6 3 = 1.R7919E-03 ‘
PRORE .7 1 = 1¢44536E~-22
PROBE 7 2 = 2.38836E~-@2

@ PROBE 7 3 = 1.65673E~-02 .
PROBE 8 1 = 2.82682E~-02
PROEE 8 2 = 3.71855E=p2

@ PRORE 8 3 = 3.204T74E-02 .
READY

@ ®

Abb. 4

Ausdruck des Ausgabeteils

Werden Fehler erkannt, die vom Programm nicht
korrigiert werden konnen, so wird die Auswertung
sofort abgebrochen. Sind die Fehler korrigierbar, wird
nach der Ausgabe einer entsprechenden Fehlermeldung
der Programmlauf fortgesetzt.

Diskussion
Auswerteverfahren

Die Beschreibung der Bezugskurven von Radio-
immunoassays und Proteinbindungstests (CPBA) durch
einfache mathematische Gleichungen ist nur bedingt
moglich. Die Niherung fithrt nur in begrenzten Kur-
venabschnitten zu guten Resultaten. Des weiteren
wurden von RoDBARD et al. (3) und TALJEDAL und
Worp (4) gerade bei dem vetbreitetsten Verfahren,
nidmlich der Logit-log-Transformation, statistisch be-
grindete Bedenken geduBert, da die zwangsliufige,
formelbedingte, mathematische Gewichtung der ein-
zelnen Bezugspunkte nicht mit der tatsichlichen, ex-
perimentell begriindeten {ibereinstimmt. Deshalb ist die

Berechnung der Endwerte anhand solcher nichtlinearer
Bezugskurven bisher nicht voll befriedigend und die
Richtigkeit der so erhaltenen Ergebnisse unterschiedlich.

Eine groBere Richtigkeit kann meist nur mit unver-
hiltnismiBig hohem mathematischem Aufwand er-
kauft werden. Aus praktischen Erwigungen mufl
deshalb ein befriedigender Mittelweg zwischen der
Alternative — Richtigkeit des Endwerts und Ein-
fachheit seiner Errechnung — gefunden wetden.
Da viele Losungsmoglichkeiten denkbar sind, ist eine
Anzahl von Vorschligen zur mathematischen Bezugs-
kurvenniherung von Radioimmunoassays und Protein-
bindungstests (CPBA) bekannt geworden.

In Tabelle 1 haben wir die Verfahren und Formeln
nach der Literatur zusammengestellt.

Henristische Regressionsverfabren

Die Anwendung von Polynomen ist in der Statistik
allgemein iblich und gut bekannt. Sollen Bezugs-
kurven oder biologische Kutven genihert werden,

Z. Klin. Chem. Klin. Biochem?/ 11. Jahrg. 1973 / Hett 10
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Tab. 1

zugskurven nach der Literatur

)abei bedeuten:
. In der Spalte ,,Gleichung' y und x die beiden Variablen, z eine Hilfsvariable und a, b und c die entsprechenden Parameter der Funktion.

. In der Spalte ,,Y** B Radioaktivitit des gebundenen Antigens, B, Radloaktivitit des gebundenen Antigens des Nullwerts (kein stummes Antigen, nur radio-

aktiv markiertes Antigen und Antikérper im Ansatz), F Radioaktivitit des freien Antigens und T Gesamt-Radioaktivitit des Ansatzes vor der Trennung.
. In der Spalte ,,X* C die Konzentration der nachzuweisenden Substanz im Ansatz und C* die Menge der radioaktiv markierten, zugegebenen Substanz.

Nummer Néherungsverfahren Gleichung Literaturstelle Eignung Y X
filr Klein-
rechner
1. Heuristische Verfahren
1.1, Lineare Regressionsverfahren
1.1.1. Regression mit halblogarith- y=a-+b log x EKINS et al. (1968) (5) + B/F C
mischem Polynom 1. Ordnung MORGAN et al. (1967) (15)
1.1.2. Regression mit halblogarith- X=a-b logy+clog*y BROWN et al. (1970) (7) + B/B, [
mischem Polynom 2. Ordnung
1.1.3. Regression mit doppelt loga-
rithmischem Polynom 1. Ordnung
(Exponentialfunktion I) log y=a+b log x YALow & BERSON (1968) (6) + 100 B/T C
1.1.4 Regression mit Polynom
2. Ordnung y =a+bx+-cx* TALJEDAL & WoLD (1970) (4) + B C
1.1.5 Regression mit Polynom
3. Ordnung Yy =a+bx+4cx*+dx? TALJEDAL & WoLD (1970) (4) (+) B Cc
1.1.6.  Arcus-Sinus-Transformation sin-'y =a-b log x VIVIAN & LABELLA (1971) (8) + B/B, C
‘ FINNEY (1964) (16)
1.1.7. Probit-Transformation Probit (y) =a-fb log x FINNEY (1964) (16) — B/B, o}
1.1.8.  Modifizierte, logarithmische z=a+b log x, wobei VoGT et al. (1972) + 100 B/B, C
Regression (Molog) {log y fiir y £50
z 2500 )
log | ——— ) fiir y >50
& (100——y v
1.2 Nichtlineare Regressionsverfahren
1.2.1. Exponentialfunktion 11 y =aebXx4.c TALJEDAL & WoLp (1970) (4) — B C
1.3. Interpolationsverfahren
1.3.1 Lineare Interpolation y =aj+bix allgemein bekannt + B oder F C
1.3.2. Logarithmische Interpolation log y =ai-+bjx allgemein bekannt + B oder F Cc
2. Verfahren, denen theoretische Uberlegungen zugrunde liegen
2.1. Lineare Regressionsverfahren
1
2.1.1. Hyperbolische Regression I —=ax-+41 HALES & RANDLE (1963) (10) + B/B, [}
Yy
1
2.1.2, Hyperbolische Regression I1 ;=bx+c MuURPHY (1967) (11) + B/B,
2.1.3. Logit-Transformation y RODBARD et al. (1968, 1969) + 100 B/B,
log (———) =a+blogx
100—y 1,3
2.2, Nichtlineare Regressionsverfahren
2.2.1. Hyperbolische Regression 111 vra = bx+4c TALJEDAL & WoLp (1970) (4) — B C
2.2.2. Verallgemeinerte Logit- RODBARD et al. (1968, 1969) — B/B,
Transformation y= x°+b (1, 3), zit. nach TALJEDAL &
WoLp (1970) '
2.23. Theoretisch begriindete Hyperbel y*+y (14 Kx—K Ab,)—KAb,=0 BERSON & YALow (1968) (17) — B/F C
2.3, Grafisch unterstiitzte Verfahren
c
2.3.1. Hyperbolische Regression 1V y= x+c RODBARD et al. (1969) (I) (-+) B/B, C
2.3.2. SCATCHARD-Plot =a+byx RODBARD et al. (1969) (1) — B/T C+C

empfiehlt sich hiufig ein logarithmischer MaBstab. Die
rechnerische Handhabung von Polynomeén 1. Grades
ist naturgemil besonders einfach und auch auf Tisch-
rechnern leicht zu realisieren. Exins et al. (5) sowie
Yarow und Berson (6) konnten damit ihre Bezugs-
kurven iiber einen gréBeren Teilbereich gut nihern.
Brown (7) wandte mit gutem Erfolg halblogarith-
mische, quadratische Polynome an. Niherungsversuche
von TALJEDAL und Worp (4) mit Polynomen 2. und 3.
Ordnung erwiesen sich dagegen nicht als nutzbringend.
Sie setzen allerdings als Ordinatenwerte direkt die ge-

.
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messene Radioaktivitit ein. Benutzt man jedoch F/B
als unabhingige Variable, so erhilt man nach unseren
Erfahrungen sehr gute Ergebnisse. In dieser Form
haben wir diese quadratische Gleichung auch in unser
Programm aufgenommen.

ViviaNn und LaBeLra (8) wandten eine Arcus-Sinus-
Transformation zur Linearisierung ihrer Standard-
kurven an. RopBARD et al. (1, 3) stellen dieses Ver-
fahren in der statistischen Wertigkeit mit der Probit
und Logit-log-Transformation gleich, verwenden aber
selbst das Logit-Verfahren. Wir haben auf empirischem
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Weg eine zusammengesetzte Exponentialfunktion ge-
funden (Voor et al. 9), die ebenfalls eine gute Niherung

erlaubt:
[logy fiiry < 50

molog (y) = 2500 .
llog ET— fir y > 50.
Wir konnten mit Hilfe dieser Formel in vielen Fillen,
in denen eine Logit-log-Transformation nicht zum
Ziel fishrte, die Kurve gut nihern.

Interpolationsverfabren

Lineare und logarithmische Interpolation sind zur
Niherung mathematisch nur schwierig oder ungenau
beschreibbarer Kurven allgemein iiblich. IThre Durch-
fithrung ist einfach, die Richtigkeit der Niherung ist
jedoch fragwiirdig und hingt von der Anzahl und Ge-
nauigkeit der Bezugspunkte und der Kurvenform ab.
Trotz dieser augenscheinlichen Mingel haben wir die
Interpolationsverfahren in unserem Programmsystem
vorgesehen. Es sollte auch dann noch eine Auswertung
von Mefdaten mdglich sein, wenn die angebotenen
Regressionsverfahren versagen und durch Variation
der Nachweismethode keine weitere Optimierung mehr
erreicht werden kann. Die Ordinate entspricht dann der
gemessenen Radioaktivitit bzw. deren Logarithmus,
die Abszisse der Konzentration.

Verfabren, denen theoretische Uberlegungen ugrande liegen

Nahezu alle diese Verfahren lassen sich auf die von

Havres und Ranpre (10) angegebene theoretische Be-

ziehung zurickfithren, wonach
Co 1

—=—-141.

Ci

Dabei ist ¢; die Radloaktlwtat des Antigen-Anti-
korper-Komplexes, wenn die Konzentration des nicht
markierten Antigens i ist, ¢, die Radioaktivitit fiir
i =0 und i, die Konzentration des markierten Anti-
gens.

Es liegt also theoretisch eine hyperbolische Bezugs-
kurve der Form

(GL 1)

%;ax+1 GL 2)

fiir die relative Aktivitit des gebundenen Antigens vor.

Da diese Beziehung mathematisch sehr einfach ist,
wird sie von RoDBARD et al. (1) fiir ein grafisches Aus-
werteverfahren angegeben. Sie gilt jedoch nur im
Sittigungsbereich exakt. Sie wurde daher von Murpny
(11) durch Einfithrung eines zusitzlichen Parameters
verallgemeinert.

1
—;=ax+b (Gl 3)

- In dieser Form wurde die Gleichung (3) von Wom-
BACHER und KOrBER (12) mit Erfolg verwendet und
theoretisch begriindet. Noch flexibler ist die hyper-
bolische Regression in der von TALJEDAL und WoLD (4)
vorgeschlagenen Form. Sie ist nach Aussage der
beiden Autoren hervorragend geeignet, 148t sich jedoch

nicht explicit, sondern nur durch iterative Rechen-
verfahren l6sen, da die der Regression zugrunde
liegende Gleichung nicht linear in den Parametern ist.
Somit kann diese Methode nur fiir GroBrechner ge-
eignet sein. Durch Umrechnen erhilt man aus Glei-
chung (2) eine Gleichung (4) der Form

logity =a ~ logx (Gl 4)

fiir die prozentuale gebundene Radibaktivitit. Sie gilt
wiederum nur im Sittigungsbereich der Kurve, wenn
also die Menge an gebundenem Antigen (markiert plus
unmarkiert) konstant ist. Da diese jedoch ungefihr dem
Logarithmus der Konzentratlon proportional ist, gilt
allgemein

=2+ blogx (Gl 5)

logit y
(RopBARD et al. 1).
Diese Logit-Transformation ist wohl das augenblick-
lich am hiufigsten benutzte Verfahren. Ein groBer Teil
unserer Bezugskurven war mit seiner Hilfe gut bis sehr
gut linearisierbar. Da es sich auch wegen der Ein-
fachheit der Handhabung fiir eine Rechnerauswertung
eignet, haben wir es in unser Programm aufgenommen.
Zudem mufB lediglich die Radioaktivitit des gebun-
denen Antigens gemessen werden.
Eine Verallgemeinerung der Logit-Regression stellt die
Gleichung

a

Y=%T%
dar. Da diese Regressionsgleichung nicht linearisierbar
ist, laBt sie sich nicht auf rechnerisch einfachem Wege
16sen. Zudem bringt sie nach TALJEDAL und Worp (4)
keine Vorteile gegeniiber den andeten Verfahren.
BersoN und Yarow (13) haben schon 1959 gezeigt, daB
fir eine univalente, homogene Antigen-Antikérper-
Reaktion folgende Beziehung gilt:

B/F = K(Ab,—B). (GL 7)

Dabei entspricht B der Menge an gebundenem, F der
an freiem Antigen, Ab, der Konzentration der Bindungs-
stellen des Antikorpers (= Bindungskapazitit des
Antikérpers) in der Losung und K der Gleichgewichts-
konstanten = Affinititskonstanten. Daraus ergibt sich
eine hyperbolisché Gleichung

(B/F)?2 4+ B/F(1 4 KC — K Ab,) — K Ab, = o. (Gl 8)
(BrowN et al. (7)). Eine Regression ist aufgrund dieser

Beziehung nicht ohne weiteres moglich und wurde
deshalb bisher unseres Wissens noch nicht angewandt.

(GL 6)

RopBARD et al. (1) verwenden diese Glexchung nach
Umrechnen in die Quotienten B/T fiir einen ,,Scar-
cHARD-Plot* (14). Dies stellt jedoch eine rein grafische
Losung dar.

AusreiBersuche

Zur Erkennung und Elimination von Austeiern be-
wihrte sich in unserem Laboratorium folgende Priif-
routine. Bei Dreifachbestinmungen werden di¢ MeB-
werte gemittelt und gegebenenfalls der auBerhalb des
Priiffensters liegende Wert eliminiert. Die Breite dieses
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Fensters ist frei wihlbar und sollte etwa das 2 bis
2,3-fache der Standardabweichung betragen (WAGNER
(15)). Die grundsitzliche Entscheidung, ob es sich
dabei um einen relativen oder absoluten Fehler handelt,
ist nur bedingt mdoglich. Bei der parabolischen Re-
gression schien es sich nach unseren Erfahrungen vor-
wiegend um einen relativen Fehler zu handeln, bei den
logarithmischen Kurven eher um einen absoluten. Da
wir uns aus technischen Griinden festlegen muften,
entscheiden wir uns wegen der leichteten Handhab-
barkeit fiir eine prozentuale Angabe der Priiffenster-
breite. Nach der Eliminierung des AusteiBers werden
die beiden verbleibenden Werte nochmals gemittelt
und in einem um ein Drittel reduzierten Fenster ge-
priift. Liegen die Werte wiederum auBerhalb des ge-
wihlten Bereichs, wird eine Fehlermeldung ausgegeben
und das Programm abgebrochen. Nach visueller Uber-
prifung der MeBwerte kann die Bezugskurve mit ver-
groBertem Priiffenster oder unter Auslassen des be-
treffenden Standards nochmals eingegeben werden.

Wahl der Programmsprache

Die eingangs kurz skizzierten Vorziige von BASIC,
die uns veranlafiten, das Programm primir in dieser
Sprache zu codieren, verleiten moglicherweise den in
der Datenverarbeitung weniger Erfahrenen zu dem
Urteil, es handle sich um eine fiir solche Probleme be-
sonders geeignete Sprache. Wir weisen deshalb ab-
schlieBend auf einige Nachteile hin. So erfolgt die
Compilierung wihrend des Programms. Das bewirkt
eine erhShte Laufzeit und erh6hten Kernspeicherbedarf.
Zum anderen sind die Moglichkeiten in der Verar-
beitung mehrdimensionaler Felder begrenzt, so daf3 der
Transfer in Unterroutinen nur bedingt mdglich ist.
Wir codieren deshalb fiir die Anwendung in unserem
Labor das Programm augenblicklich in FORTAN IV
um.

Wissenschaftlich an den Einzelheiten des EDV-Pro-
gramms Interessierte erhalten eingehende Auskunft bei
den Verfassern.
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