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Eine neue Trennmethode fiir Radioimmunoassays von Protechormonen:
enzymatische Proteolyse des freien Hormons durch Pronase’)

Von H. WoMmsacHER und E. N1escHLAG

Aus der Abteilung fiir klinische Endokrinologie (Abteilungsvorsteber: Prof. Dr. C. Overzier) der II. Med. Klinik der
Universitit Maing ( Direktor: Prof. Dr. P. Schilmerich)

(Eingegangen am 9. Oktober 1970)

Es wird eine neue Methode zur Trennung von freiem und an Antikérper gebundenem Hormon mitgeteilt. Die Trennung erfolgt da-
durch, daB durch das Enzym Pronase die Hydrolyse des freien Hormons beschleunigt abliuft, wihrend der Antikdrper-Hormon-Kom-
plex nicht angegriffen wird. Die Trennung wird exemplarisch an einermn Radioimmunoassay fiir Insulin durchgefithrt. Die Methode ge-
stattet ein Arbeiten mit relativ niedriger spezifischer Aktivitit des markierten Hormons und dem weichen Strahler 1], was von Wichtig-
keit fiir schwierig zu markierende Proteo-Hormone ist. Grundsitzlich sollte die Methode der Trennung mit Pronase fiir die Radioimmu-
noassays kleinerer Proteohormone zu einer besonders fiir die Klinik geeigneten Methode werden. Denn die Handhabe ist einfach, schnell
und genau. )

A new separation method for the radioimmunoassay of proteohormones: engymic proteolysis of the hormone with pronase

A new method is reported for the separation of free and antibody-bound hormone. The separation is based on the enzymic proteolysis
of the free proteohormone, while the antibody-bound hormone is not attacked. The radioimmunoassay of insulin is described as an
example of the method, which permits the use of hormones of relatively low specific activity, labelled with soft emitter 125I. This is ad-
vantageous with proteohormones that are difficult to label. Principally this method of separation using pronase should be applicable to

the specific microradioimmunoassay of many proteochormones, especially those of low molecular weight.

Die einzelnen Methoden zur radioimmunologischen
Bestimmung von Proteohormonen in Korperfliissig-
keiten unterscheiden sich im wesentlichen durch die
zur Trennung von freiem und an Antikérper gebun-
denem Hormon verwendeten Vetfahren. Die zur Zeit
bekannten Trennmethoden sind Elektrophorese (1, 2),
Prizipitation des an Antikdrper gebundenen Hormons
durch einen zweiten Antikdrper, die sog. ,,double
antibody‘“ Methode (3—6), oder die Adsorption des
freien Hormons an eine feste Phase. In diesem Fall
findet Aktivkohle (7), Ionenaustauscher (8) oder in der
neuesten Version an Dextrangel gekoppelter Anti-
korper (9) Verwendung. Allen diesen Methoden ist
eine spezifische Problematik eigen, und vielen Methoden
steht zur Aufnahme in die klinische Routine groBer
zeitlicher und technischer Aufwand entgegen.

Dies hat uns veranlaBlt, nach einer Trennmethode zu
suchen, die in kurzer Zeit und mit ciner Standard-
Laborausriistung fiir die Klinik verliBliche Werte
liefert. Als Ergebnis wird in der vorliegenden Arbeit
eine Methode beschrieben, die auf der Trennung von
freiem und an Antikdrper gebundenem Hormon
durch das Enzym Pronase beruht. Exemplarisch
wurde das neue Verfahren bei der radioimmunolo-
gischen Insulin-Bestimmung erprobt. Man darf aber
mit Recht annehmen, dafB} sich das Verfahren auch bei
anderen radioimmunologischen Bestimmungen bewih-
ren wird.

Material und Methodik

Das zur Erstellung der Standardkurve eingesetzte Insulin ist
Schweineinsulin. Der Antikdrper ist in einem Anti-Schweine-
insulin-Serum vom Meerschweinchen enthalten. Alle Priparate

1) Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.

sind lyophil getrocknet und mit Rinderalbumin stabilisiert. Das
mit 125Jod radioaktiv markierte Insulin stammt ebenfalls vom
Schwein. Die spezifische Aktivitit betrigt je nach Charge 100 bis
200 mC/mg, die biologische Aktivitit 27 E/mg vor der Jodierung
(Bezugsquelle: Fa. Hoechst AG).

Das verwendete Rinderalbumin ist lyophil getrocknet und weist
einen elektrophoretischen Reinheitsgrad von 1009, auf.

Das Enzym Pronase (Protease aus Sireptomyces griseus) ist ge-
reinigt und lyophil getrocknet und witd von der Kaken Chemical
Company, Tokio, bezogen. Die Aktivitit des Enzyms betrigt
45000 PUK /mg.

Die radioaktive Messung erfolgte in einem y-Spektrometer der
Fa. Tracer-Lab.

Lésungen
Puffer

Als Puffer wird ein 0,05M Phosphatpuffer, der auf pH 7,4 einge-
stellt ist, mit verschiedenen Albuminzusitzen verwendet. Der
Puffer mit 19, Albuminzusatz wird als Puffer I bezeichnet, der mit
0,259, Albuminzusatz als Puffer II und der Phosphatpuffer, der
kein Albumin enthilt, als Puffer III.

Insulin328 ]S tammlisung

2 mE Insulin-1?] werden in 2 m/ bidest. Wasser geldst und mit
Phosphatpuffer IT auf 10 m/ aufgefiillt.
(0,2 mE Insulin-1%J/m/).

Reaktionslisung

7,5 m/ Insulin'?J-Stammlésung werden in 250 m/ Phosphat-
puffer II gelGst. AuBerdem soll die Reaktionsldsung das Anti-
serum in einer Verdiinnung von 1:140000 enthalten. Die Her-
stellung der Reaktionslésung muB unter Eiskiihlung erfolgen.

Insulin-225 [-Kontrollisung

1,5 m/ Insulin-*J-Stammlésung werden mit Phosphatpuffer II
auf 50 m/ aufgefiillt (6 uE/ml/).

Insulinstandardlosung

r

10 mE vom Schwein werden in 1 m/ bidest. Wasser aufgeldst und
mit Phosphatpuffer I auf 25 m/ aufgefiillt (400 xE/m/). Aus dieser
Lésung wird mit Puffer I eine Verdiinnungsreihe mit folgender
Konzentration hergestellt: 2, 4, 6, 8, 12, 20, 28, 40, 80, 160 #E/m/.
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Tab. 1
Ansatzschema zur Aufstellung einer Standardkurve und zur Bestimmung des Insulins in den Analysenproben
Probenummer: 1—3 Totalaktivitdt, 4—6 Kontroliwert, 7—29 Standardkurve, 30—31 Analysenprobenkontroliwert, 32ff. Analysenproben

— m 0 ™~ (=] - o 0 s (] — o)
(3] © (-] — v — -— — ol
Probenummer | | | ] ] | | | ‘T Gl' 3 . T ‘\l‘ (T T @
- < ~ o N < © w Q N © -2} [=] N o
— — - - — N N (2] (3] N (2] e
Insulinstandardidsung [ml] 4] 0 o] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0
(nE/ml) 2 4 6 8 12 20 28 40 80 160
Phosphatpuffer 1 [mi] 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Insulinkontrollésung [m! 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
(Insulin-123J, 6 ,uE/rgnl) ] 0 0 0
Reaktionslgsung [mi] 1 V] 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 0
(Antikdrper 1:140000, 0
Insulin-%J, 6 uE/mli)
Serum (1:5) [m!] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
Inkubation bei 4° 54 Stdn.
Pronase (350 ug/mi) (ml] 4] 1 1 i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Inkubationszeit 30 Min. bei 37° (6fter umschiitteln)
Trichloressigsdure [mi] 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
(20proz.)
: Abzentrifugieren bei 900 g fiir 20 Min. Abdekantieren des Uberstandes und Messung des Riickstandes
Engymlsung N = Impulsrate (Imp./Min.) des Riickstandes der Analysen-

35 mg lyophilisierte Pronase wird in 100 m/ Phosphatpuffer IIT
unter Riihren geldst bzw. suspendiert. Die Enzymlésung wird
jeweils frisch bereitet.

Trichloressigsaurelosung

20proz. wiBr. Lésung, die vor Gebrauch auf Eisschranktempe-
ratur gekiihlt wird.

Serumverdiinning

Das Serum wird mit Puffer III 1:5 verdiinnt.

(Die Verdiinnung soll mindestens 1:5 betragen. Bei Kontroll-
werten, die mehr als 109}, der Gesamtradioaktivitit zeigen, mufl
das Serum evtl. hdher verdiinnt werden. Die Héhe der Ver-
diinnung ist durch die Nachweisgrenze der Methode beschrinkt.)

Arbeitsgang

In Tabelle 1 ist der Arbeitsgang mit den einzelnen Pipettiervor-
gingen dargestellt.

Auswertungsverfahren

Man erhilt die Standardkurve dadurch, daB8 das Verhiltais von

an Antikérper gebundenem Insulin (B) zu freiem Insulin (F), als

B/F bezeichnet, in Abhingigkeit von den zugesetzten Konzen-

trationen an freiem Hormon aufgetragen wird. Dic unbekannten

Insulinkonzentrationen der Analysenproben wetden ermittelt, in-

dem man das bei ihnen ermittelte B/F Verhiltnis mit der Stan-

dardkurve vergleicht.

Das Verhiltnis B/F fiir die einzelnen Werte der Standardkurve

wird wie folgt ermittelt:

Es bedeuten,

TA = Totalaktivitit (Probe 1—3) Impulsrate der nicht der en-
zymatischen Hydrolyse unterzogenen Proben 1-—3.

N = Zihlrate (Imp./Min.) des nach dem Abdekantieren ver-
bleibenden Riickstandes der Proben 4—6 (nichtspezif.
Bindung des Hormons in Abwesenheit des Antikorpers
und sonstiges nicht hydrolysiertes radioaktiv markiertes
Hormon). N soll nicht iiber 109%, der TA ansteigen.

X; = Impulsrate Imp./Min.) des Riickstandes nach enzymatischer
Hydrolyse und dem Dekantieren der Standardproben
7—29.

B = X;—-N (an Antikérper gebundenes Hormon)

F = TA —X; (freies nicht an Antikérper gebundenes Hormon)
B X;—N

F . TA—X;°

Bei der Ermittlung der unbekannten Analysenproben wird
prinzipiell in der gleichen Weise vorgegangen. Es bedeutet hier
im Unterschied zu oben X; = Impulsrate (Imp./Min.) des Riick-
standes der Analysenproben nach enzymatischer Hydrolyse und
Abdekantieren.

Z. klin. Chem. u. klin. Biochem. [ 9. Jahrg. 1971 / Heft 2

kontrolle nach enzymatischer Hydrolyse und Abdekan-
tieren.
Die zu den jeweils gefundenen B/F Werten gehdrigen Abszissen-
werte liefern die gesuchte Insulinkonzentration.
Die Ermittlung des Quotienten B/F geht auf BErsoN und YaLow
(10) zuriick.

Prinzip der Trennung

Nach beendigter Gleichgewichtseinstellung der Antigen-Anti-
kdrper-Reaktion erfolgt die Trennung von freiem und an Anti-
korper gebundenem Hormon durch enzymatische Hydrolyse.
Das freie Hormon witd rasch hydrolysiert, wihrend das an den
Antikérper gebundene Hormon gegen die enzymatische Hydrolyse
geschiitzt ist. Im Prinzip 4Bt sich das folgendermaflen darstellen:

Pronase
AKHr 4+ AKH 4 Hr+4 K""AKH’—[—AKH—{-—P
H
AKHr = Antikérper-Hormon-Komplex (Hormon radioaktiv mar-
kiert)
AKH = Antikdrper-Hormon-Komplex
Hr = radioaktiv markiertes Hormon
H = Hormon
P = Hydrolyseprodukte
Kg = Gleichgewichtskonstante der Hydrolysereaktion.

Die Enzymreaktion witd dann mit Trichloressigsiure (20proz.)
abgestoppt. Dabei bleiben die durch die Proteolyse des Enzyms
Pronase entstandenen nicdermolekularen Hydrolyseprodukte in
Losung, wihrend alle hbermolekularen EiweiBle, darunter auch
der Antikorper-Hormonkomplex, ausfallen. Diese kénnen dann
durch Zentrifugation abgetrennt werden.

Ergebnisse

Die Trennung von freiem und gebundenem Hormon
durch Hydrolyse mit dem Enzym Pronase fithrt zu
dem in der folgenden Standardkurve dargestellten
Ergebnis (Abb. 1).

Die Prizision mit der das Verhiltnis B/F gefunden
witd, kann durch die Standardabweichung beschrieben
wetden. Nach einer von KaisEr und Specker (11)
angegebenen Formel 1dBt sich die Standardabweichung
folgendermaBen berechnen:
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WA Abb. 1
In der Standardkurve ist das Verhiltnis B/F (Verhiltnis des an Anti-
korper gebundenen Hormons zu freiem Hormon) als Funktion der
Konzentration des nicht markierten Hormons aufgetragen

Die Formel gilt fiir den Fall, daB n Messungen in g
MeBgruppen vorliegen. Innerhalb jeder Gruppe wird
der Mittelwert gebildet und die zu dem jeweiligen
Mittelwert gehorigen Abweichungsquadrate der ein-
zelnen MeBwerte. Die o%-Werte werden dann ohne
Riicksicht auf die Tatsache, daB sie aus verschiedenen
MeBgruppen stammen, addiert. Die so gefundene
Standardabweichung stellt einen Niherungswert dar.
Um iber den wahren Fehler eine statistisch gesicherte
Aussage machen zu kénnen, wird nach der t-Verteilung
s modifiziert. Fiir eine Sicherheit von 999, und bei 54
Messungen ergibt sich fiir den Faktor t der Wert 2,67
mit dem die Standardabweichung zu multiplizieren ist.

Auf diese Weise ergibt sich eine Standardabweichung
von 0,0059.

Sicherstellung von Unterschieden
(nach KArser und Specker (11))

Wie man anhand der Standardabweichung sieht, kann
der Unterschied der MeBwerte der zur Aufstellung der
Standardkurve eingesetzten Konzentrationen in sehr
hohem MaBe als gesichert gelten. Denn in jedem Fall
ist die Differenz der MeBwerte zweier verschiedener

Konzentrationen groBer als die Standardabweichung
fir p < 0,001.

B/F, — B/F,> s -t (N)(S) = 0,00769 (t = 3,48)

Bestimmung der Nachweisgrenze

Fir die Nullwerte wurde die Standardabweichung aus
10 Messungen mit 0,0278 separat bestimmt, weil die
Nullwerte groBeren Schwankungen unterworfen sind
als die tibrigen Werte. Fiir den B/F Wert, der fiir die
niedrige Konzentration 2 uE/m/ Insulin gemessen wird,
zeigt sich ein signifikanter Unterschied zu dem Nullwert.
Diese signifikante Differenz ergibt sich aus der folgenden
Gleichung, durch welche die Nachweisgrenze de-
finiert ist (KArser und Specker (11)).

B/Fx—B/F,>s:t

0.0278 - 3.17 t=3,17
0.0911 p < 0,01
N=10
B/Fx <B/F°—-(S't)
1,1837 — 0,0911
B/E,. 1,026

B/Fx = sicher von Null verschiedener Wert

B/F, = Mittelwerte der Nullwerte

t = von der angelegten Sicherheit (p < 0,01) und
det Anzahl der Messungen abhingiger Faktor
mit dem die Standardabweichung nach der
Student-Verteilung korrigiert werden muB,
um Aufschlu tber den wahren Fehler zu
erhalten.

Die Wiederauffindung von eingesetztem Hormon ist
in Abbildung 2 dargestellt. Fiir dieses Experiment
wurde als insulinfreies Serum der Puffer I verwendet,
der mit verschiedenen Insulinkonzentrationen ver-
setzt wurde und dann entsprechend dem Vorgehen beim
Serum bzw. Plasma verdiinnt wurde.
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Abb. 2

In dieser Darstellung sind die gefundenen Werte in Abhédngigkeit von

der zugesetzten Menge Insulin aufgetragen. Idealerweise soliten alle

Werte auf der fiir 100% Wiederauffindung eingezeichneten Geraden

liegen. Die eingezeichneten Werte sind Mittelwerte aus 10 Bestim-

mungen mit der zugehorigen Standardabweichung (korr. nach der
t-Verteilung fiir eine Sicherheit von 999%)

Insulinniichternwerte von Normalpatienten

Der bei 8 Normalpersonen gefundene Durchschnitts-
wert der Insulinkonzentration im Plasma im Niichtern-
zustand betrigt 16 uE/m/. Der Bereich der gefunderien
Werte erstreckt sich von 0—33 uE/m/. Dabei ist zu
beriicksichtigen, daB das Serum eine Verdiinnung von
1:5 erfihrt und deshalb infolge der Empfindlichkeits-
grenze der Methode Werte unter 10 uE/m/ nicht sicher
von Null zu unterscheiden sind.

Diskussion v

Idealerweise sollte die Trennung von freiem und an
Antikérper gebundenem Hormon vollstindig und
augenblicklich erfolgen. Es gibt keine Methode, die

Z. klin. Chem. u. klin. Biochem. / 9. Jahtg. 1971 / Heft 2
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diese theoretische Forderung vollstindig erfiillt. Die
vorliegende Methode, die auf einer beschleunigten
Hydrolyse des freien, nicht gebundenen Hormons durch
das EnzymPronase beruht, erfiillt dieoben gestellte Forde-
rung in dem MafBe, daB in geeigneten Konzentrationsver-
hiltnissen und in einer geeigneten Zeit der grofite Teil
des nicht an AntikSrper gebundenen Hormons hydro-
lysiert ist; das an AntikSrper gebundene Hormon aber
so gut wie nicht angegriffen ist.

Es steht auBer Frage, daB3 nicht beliebige, proteolytisch

. wirksame Enzyme verwendet werden kénnen. Es ist

T e L

sogar so, dal die meisten proteolytisch wirtksamen
Enzyme z.B. Papain, Trypsin, Chymotrypsin oder
Pepsin, sich nicht als geeignet erwiesen haben. Auch das
von MrrcHELL und Mitarbeitern (12, 13) vorgeschlagene
Ficin hilt keinen Vergleich mit Pronase aus.

Es ist zweifelsohne eine wichtige und aufschluBreiche
Untersuchung von BeErsoN und Yarow (14) gewesen,
in der sie feststellten, daB Insulin einen Schutz gegen
den proteolytischen Einflu der Insulinase durch die
Bindung an einen spezifischen Antikdrper erhilt. Es
wire interessant zu erfahren, ob die Antikdrper fiir die
Proteohormone generell solche Schutzfunktion be-
sitzen. Arbeiten in dieser Richtung fehlen. Andere,
Insulin in geringerem MaBe bindende Eiweile, wie
z.B. Albumin besitzen eine nur sehr schwach aus-
geprigte Schutzfunktion (vgl. Wirriams (15)).

Die geeigneten Bedingungen fiir die enzymatische
Hydrolyse werden entsprechend den Angaben von
Nomoro und Mitarbeitern (16) so gewihlt, daB der pH-
Wert, die Ionenstirke und die Temperatur im Optimum
der Enzymhydrolyse liegen. Eine weitere Erthohung der
Temperatur, die die enzymatische Hydrolyse ohne
Nachteil fiir die Funktion des Enzyms Pronase steigern
wiirde, wird mit Riicksicht auf die dann auch ge-
steigerte Dissoziation des Antikdrper-Insulin-Kom-
plexes und einer méglichen Denaturierung vermieden.
So ist die beobachtete, im Vergleich etwa zur Ionen-
austausch-Methode (8), scheinbar niedrigere prozentuale
Bindung von markiertem Hormon an einen identischen
Antikérper, damit erklirbar, daBl die Inkubation bei
37° zur enzymatischen Hydrolyse die Dissoziations-
konstante des Antikdrper-Hormon-Komplexes anstei-
gen liBt, bzw. die Assoziationskonstante heruntersetzt.
Aus der gesteigerten Dissoziationsreaktion des Anti-
kdtper-Hormon-Komplexes wihrend der Inkubations-
zeit bei 37° ergibt sich die Forderung, die Zeit fiir die
enzymatische Hydrolyse so kurz wie moglich zu halten.
Mit der eingesetzten Pronase findet ein Enzym Ver-
wendung, das iiber die hochste proteolytische Aktivitit
aller bisher bekannten Enzyme verfiigt. Die Pronase ist
insofern hervorragend geeignet, die Inkubationszeit
fiir die enzymatische Hydrolyse des freien Hormons auf
ein MindestmaB zu beschrinken. :

Die Frage allerdings, warum das freie Hormon nahezu
selektiv hydrolysiert witd und der Antikdrper-Hormon-
Komplex dagegen nur ciner geringen, unter geeigneten
Bedingungen tiberhaupt nicht ins Gewicht fallenden
Hydrolyse unterliegt, diese Frage kann zunichst nicht

Z. klin, Chem. u. klin. Biochem. /9. Jahrg. 1971 / Heft 2

beantwortet werden. Die fiir die Pronase festgestellte
geringe Substratspezifitit (Nomoro und Mitatbeiter (16))
macht dieBeantwortung dieser Frage noch schwieriger.

Die Pronase, dic eine Peptidase neueren Typs darstellt,
besitzt sowohl die Eigenschaften vieler Endo- wie
Exopeptidasen. Sie liBt sich nach den klassischen Ein-
teilungsprinzipien weder als Endo- noch als Exo-
peptidase charakterisieren. Das viclleicht hervorste-
hendste Merkmal ist ihre Fihigkeit, auch sehr nieder-
molekulare EiweiBe zu hydrolysieren. So werden
Oligopeptide, ja sogar Tri- und Dipeptide zu den
einzelnen Aminosiuren hydrolysiert (Noamoro und
Mitarbeiter (16)). Trotz der Kenntnisse iiber die
kinetischen Eigenschaften der Pronase, die Nomoro
und Mitarbeiter (16) und HasHimMoro und Mitarbeiter
(17) geliefert haben, bleibt es unklar, warum sich freies
und an AntikSrper gebundenes Hormon auf die beschric-
bene Weise so guttrennen lassen, beziehungsweise wieso
der Antikorper, der selber zu den Eiweilen zu rechnen
ist, eine solche Schutzfunktion fiir das Hormon aus-
zuiiben vermag. Weitere kinetische Untersuchungen,
die diesen Sachverhalt erhellen sollen, werden zur Zeit
von uns vorgenommen, denn wir sind der Ansicht,
daB dieser Frage allgemeine Bedeutung zukommt. .

Es kommt der enzymatischen Trennung von freiem
und an Antikérper gebundenem Hormon sehr zu-
statten, daB die fiir die Inkubation des AntikSrpers mit
markiertem und unmarkiertem Hormon gewihlten
Bedingungen (pH und Jonenstirke) auch fiir die an-
schlieBende enzymatische Hydrolyse mit Pronase im
Optimum liegen. Falls einmal die enzymatische Tren-
nung durch einen im Serum befindlichen Hemmstoff
des Enzyms (evtl. Medikamente) gestrt sein sollte,
dann ist dies an dem Kontrollwert des Serums zu er-
kennen. Der beispielsweise bei der Trennung mit
Ionenaustauschern (z. B. Amberlite CG 400) zu be-
obachtende Effekt einer unter Umstinden unvoll-
stindigen Trennung infolge der Anwesenheit zu grofler
Heparinmengen (Blutabnahme) ist bei der Trennung
durch das Enzym Pronase nicht vorhanden. Auch
storen die evtl. bei einer Schilddriisentherapie ver-
abreichten Thyroxingaben im Gegensatz zur Ionen-
austausch-Methode (8) die Trennung von freiem und
gebundenem Hormon nicht. Grundsitzlich konnen
bei der Ionenaustausch-Methode (8) alle Stoffe mit
polarem bzw. anionischem Charakter als Storfaktor in
Frage kommen. Dagegen konnten wir bei der Tren-
nung mit Pronase bisher keinen Hemmstoff finden.
Gegeniiber der Trennung mit einem zweiten Anti-
korper hat die Trennung mit Pronase den Vorteil, dal
fiir den zweiten Antikdrper die zusitzliche Inkubations-
zeit entfillt, die die Untersuchung in der Regel um zwei
Tage vetlingert; nimlich um die Inkubationszeit, die
der zweite Antikdrper zur Einstellung des Gleichge-
wichtes benédtigt. Die Trennung mittels Papierchro-
matogramm-Elektrophorese licfert zwar nach Mitteilung
von Yarow und Berson (18) recht gute Ergebnisse,
verlangt aber einen fiir klinische Verhiltnisse hohen
Aufwand und sctzt eine radioaktive Insulin-Pripa-
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ration von hoher spezifischer Aktivitit voraus. Die
sogenannte ,,solid phase“ Methode (9, 19), die in
letzter Zeit starke Beachtung findet, erfihrt ihre ein-
geschrinkte Anwendbarkeit durch die mit recht hohen
experimentellen Schwierigkeiten behaftete Kupplung
von Antikdrper an Isothiocyanatophenoxyhydroxy-
propyl-Sephadex (9) oder an Polytetrafluorithylen-y-
aminostyren (19) und durch die Standardisierung der
gewonnenen Produkte. Auch die von Carr und
TREGEAR (20) entwickelte Technik mit den ,,coated
test tubes ist weit aufwendiger als die beschriebene
Trennung mit Pronase. Die jiingste Arbeit mit dieser
Technik (Ceska und Mitarbeiter (21)) zeigt, daB die
Reproduzierbarkeit dieser Methode geringer ist als bei
der obengenannten ,,solid phase® Methode und daf
sie in ihrer allgemeinen Anwendbarkeit doch recht
groBen Einschrinkungen unterliegt. Vergleichbar in
Schnelligkeit und Einfachheit der Durchfithrung mit
der Pronase-Trennmethode sind die Methoden, die mit
Ionenaustauscher (8) oder mit ,,coated chatcoal® (7)
atbeiten. Nachteilig wirken sich jedoch bei diesen
Methoden unspezifische Adsorptionseffekte aus.
Die zur statistischen Beurteilung der Pronase-Trenn-
methode verwendeten Begriffe wie ,,Genauigkeit®,
» VerliBllichkeit und ,,Empfindlichkeit® sind von ver-
schiedenen Autoren verschieden definiert. Es herrscht,
auch bedingt durch die Problematik, die in den Be-
griffen steckt, kein einheitlicher Sprachgebrauch. Bei-
spielsweise sollte der Empfindlichkeitsbegtiff gerade im
Fall der Radioimmunoassays meht als nur die Nachweis-
grenze beinhalten, oder aber beide Begriffe sollten
getrennt von einander definiert werden (vgl. BERsON
und Yavow (22), Ekins (23)). Die im vorliegenden
Fall verwendeten Kriterien, die nach einem Vorschlag
von KArsEr und SrEcker (11) benutzt werden, sollen
mehr dazu dienen, die Mdglichkeit einer sicheren und
effektiven Trennung von freiem und an Antikdrper
gebundenem Hormon durch das Enzym Pronase zu
beschreiben, als eine vollstindige Charakterisierung des
vorliegenden Radioimmunoassays zu liefern. Dieses
einfachere Verfahren erscheint vor allem deswegen
gerechtfertigt, weil Spezifitit, VerliBlichkeit, Genauig-
keit und Empfindlichkeit in erster Linie von den ein-
gesetzten Substanzen abhingen und erst in zweiter
Linie von der Giite der Trennung. So ist z. B. die Giite
des Antikorpers, d. h. seine Spezifitit und seine Avidi-
tit (die oft angegebene Verdiinnung des eingesetzten
Antiserums ist keine sichere Information), ganz ent-
~ scheidend fiir die Empfindlichkeit und Genauigkeit der
Methode. Ebenso spielt die Hohe der spezifischen
Aktivitit des markierten Hormons, seine Konzen-
tration im Verhiltnis zur Konzentration des Anti-
korpers im Ansatz, seine Reinheit und auch seine
Identitit mit dem nachzuweisenden Hormon eine
wesentliche Rolle.
Die letztgenannten Gesichtspunkte sind auch fiir das
zur Aufstellung der Standardkurve verwendete, nicht-
markierte Hormon von Bedeutung (vgl. (1), (22)).
Insofern sind die erwihnten VerliBlichkeitskriterien

schon durch die verwendeten Substanzen, wie sie unter
Material und Methoden angegeben sind, festgelegt.

Die von uns als Genauigkei'tskriterium ermittelte
Standardabweichung etfolgte rein numerisch aus den
Werten, die zur Aufstellung der Standardkurve fiihrten.
Bei der Darstellung der Wiederauffindung sollte man
bedenken, daBl bei det Auswertung von Proben un-
bekannten Gehalts eine mit weiteren - Fehlern be-
haftete Ablesung von der Standardkurve notwendig
ist, was eine VergréBerung der Standardabweichung
bei der Bestimmung von Proben unbekannten Ge-
halts zur Folge hat. Wie man weiB, liefert ein Radioim-
munoassay eine nicht lineare Dosis-Wirkungskurve,
wenn das Verhiltnis B/F gegen bekannte Mengen von
nichtmarkiertem Hormon aufgetragen wird. Infolge
der Nichtlinearitit der Funktion (Porrs und Mit-
arbeiter (24), BErsoN und Yarvow (10), Exins und
Mitarbeiter (25)) ist eine routinemiBige Interpolation
iiber den ganzen Bereich der Standardkurve schwierig
und nicht exakt moglich. Eine Beschrinkung der
Interpolation auf einen schmalen linearen Bereich der
Kurve wiirde den auswertbaren Bereich des Assays
merklich einschrinken. Von verschiedenen Autoren
wurden deshalb Votschlige zur Linearisierung dieser
gewohnlich bei den Radioimmunoassays auftretenden
Funktion gemacht, um eine schnellere und exaktere
Kalkulation der Ergebnisse zu erméglichen.

Oft ist eine Linearisierung durch semi-logarithmische
Auftragung moglich. HunteErR (26, 27) beispielsweise
verwendet sie zur Darstellung der MeBergebnisse der
Standardkurve und zur Auswertung der Analysen-
ergebnisse. Halb- und doppelt-logarithmische Auf-
tragungen werden auch von Hargs und Ranore (5),
Quasse (28) und MerLaNI und Mitarbeitern (2) ver-
wendet. Nach einem Vorschlag von Gappum (29, 30)
konnen solche Auftragungen zur Bestimmung eines
Genauigkeitskriteriums bei Bioassays dienen. Darauf
zuriickgehend werden bei den letztgenannten Autoren
solche Auftragungen auch in entsprechender Weise
zur Bestimmung eines Genauigkeitskriteriums bei den
Radioimmunoassays herangezogen. Dieses Vorgehen
muB aber mit einiger Skepsis betrachtet werden, denn
je nmach Assay gelingen die Linearisierungen gut oder
weniger gut, ohne daf3 dadurch unmittelbar etwas tiber .
die verschiedene Genauigkeit der einzelnen Assays
sich aussagen lieBe. So findet beispielsweise QuABBE
(28) bei ein und demselben Radioimmunoassay ver-
schiedene Werte fiir 4, d. h. fiir die Genauigkeit, ab-
bingig davon, ob aus einer halb- oder doppeltloga-
rithmischen Auftragung bestimmt wird. Unserer Mei-
nung nach ist die Bestimmung von 4, die bei den
Bioassays ihre Berechtigung haben mag, als entschei-
dendes Genauigkeitskriterinm zum Vergleich der ein-
zelnen Radioimmunoassays untereinander nur mit
groBen Einschrinkungen méglich. Im vorliegenden
Fall liefert die halblogarithmische Auftragung (Abb. 3),
wie man sieht, keine gute Linearitit.

Es zeigt sich vielmehr in dieser Transformation ein
s-formiger Verlauf der Kurve. Dies weist darauf hin,
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Abb. 3

Die Standardkurve halblogarithmisch aufgetragen
Ordinate: B/F linear, Abszisse: Insulinkonzentration (logarithmisch)

0 2 L

daB es sich bei der vorliegenden Standardkurve um eine
hyperbole Funktion handelt. Von der Theorie her ist
mit einem solchen Verlauf dann zu rechnen, wenn der
Assay sich im Zustand der Sittigung oder in Nihe der
Sittigung befindet. In einem solchen Fall béte sich
eine ,,Logit-Transformation® an, wie sie RODBARD
und Mitarbeiter (31) vorgeschlagen, und wie Abbildung
4 zeigt, kann dadurch auch eine gute Linearisierung
erreicht werden.

Diese Methode zur Linearisierung liefert auch eine
giinstige Moglichkeit zur graphischen Interpolation.
Eine andere einfache Methode, die auf Briss (32)
zuriickgeht, kommt zur linearen Transformation durch
Modifikation der X-Variablen. Die Gré8e, mit der die
Variable X modifiziert wird, 148t sich in erster Ndherung
aus der Abbildung 4 gewinnen. Durch graphische
Interpolation bei dem Y-Wert fiir 509, bzw. Logit

- Y =0, wird der zugehdrige X-Wert aufgesucht, der

dann approximativ die GroBe c liefert. Die GroBe c
betrigt in unserem Fall ¢ = 21.

Abbildung 5 zeigt die erhaltene lineare Transformation,
die zur Auswertung der MeBergebnisse herangezogen
werden kann.

Eine ausfiihrliche Wiirdigung und nihere Beschreibung
dieser Auftragstechniken nach algebraischen wie sta-
tistischen Gesichtspunkten findet sich in der schon
erwihnten Arbeit von RopBARD und Mitarbeitern (31).
Wie man sieht, eignen sich die vorgeschlagenen Ver-
fahren gut dazu, den vorliegenden Radioimmunoassay
zu linearisieren und gestatten damit die angestrebte
schnelle und exakte Auswertung. Allerdings sollte
dazu ein elektronischer ‘Tischrechner vorhanden sein.
Von Hand ist die Kalkulation miihselig.

Piir die technische Assistenz sei an dieser Stelle Frau H, KoNTER
gedankt.
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Die Standardkurve in einer Logit-Transformation. Die abhingige
Variable wird folgendermaBen umgeformt:

logit (Y) = loge [‘foo_y—‘v_]' wobei Y = BB, ist.

Der erhaltene Wert wird auf der Logit-Skala (rechts) aufgetragen.

Dazu korrespondierend findet sich links die Prozent-Skala. Abszisse:

Insulinkonzentration in wE/ml auf einer logarithmischen Skala. Diese

Logit-log-Auftragung vermag den s-férmigen Kurvenverlauf in
Abbildung 3 zu linearisieren
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Abb. 5

Die Standardkurve linearisiert nach einem Vorschlag von Bliss (32)
Ordinate: Y = (100) B/B,.

Abszisse: Umgeformtie X-Varlable, X' = ———c—c—,wobeicapproxima-

tiv aus dem1 50% (bzw. Logit Y = 0)-Wert in Ai)bildung 4 bestimmt
werden kann. Die zwelte Abszissenskala zeigt die korrespondierenden
X-Werte (Insulinkonzentration uE/ml)
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