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Zusammenfassung: Die Reaktionsbedingungen der Monojodierung von L-Dijodthyronin und L-Trijodthyronin mit
nichtradioaktivem Jodid wurden durch Auftrennung des Reaktionsgemisches an Sephadex G-25 mit Natronlauge
10 mmol/1 als Eluens und quantitative Jodbestimmung im Eluat näher untersucht. Unter optimalen Bedingungen
durchgeführte Markierungen mit 125J lieferten in guter Ausbeute chromatographisch reines L-Trijodthyronin
bzw. L-Thyroxin mit spezifischen Radioaktivitäten zwischen 2 und 3 Ci/mg. Die hergestellten markierten Hormone
wurden durch radioimmunchemische Bestimmung überprüft. Sie ermöglichen einen Nachweis von weniger als
2 pg T3 und weniger als 5 pg T4.

Investigation on the synthesis of 1257 labelled triiodothyronine and thyroxine of high specific radioactivity

Summary: The reaction conditions of the monoiodination of ,-diiodothyronine and /,-triiodothyronine by nonradio-
active iodide have been investigated by separation of the reaction mixture on sephadex G-25 with sodium hydroxide
10 mmol/1 as eluent and quantitative iodine estimation in the eluate.

When labelling with 125I was performed under.optimal conditions, a good yield of chromatographically pure /,-tri-
iodothyronine or L-thyroxine was obtained with a specific radioactivity between 2 and 3 Ci/mg. The synthesized
labelled hormones were tested by radioimmunoassay. They enable a detection of less than 2 pg T3 and less than 5 pg
T4.

Der quantitative Nachweis von freiem Thyroxin (T4)J)
und freiem Trijodthyronin (T3) im Serum im Rahmen
der Schilddrüsenfunktionsdiagnostik hat in den letzten
Jahren ständig an Bedeutung gewonnen. Bisher konnte
jedoch bei diesen Verbindungen der Anteil des freien
Hormons im Diffusat von Serum nach Gleichgewichts-
dialyse nur prozentual bestimmt werden ((1), weitere
Literatur siehe dort). Auch mit den radioimmunche-
mischen Methoden ist eine direkte Messung der Kon-
zentration von freiem T3 und T4 nicht möglich, da mit
der spezifischen Radioaktivität der zur Zeit im Handel
befindlichen 125J-markierten Hormone (100-500 mCi/
mg) die erforderliche untere Nachweisgrenze nicht
erreicht wird. Die Möglichkeit der direkten Bestim-
mung von freiem T3 und T4 im Diffusat oder Ultra-
filtrat von Serum wäre aber von großem Vorteil. Es
sollte daher versucht werden, durch Einführen von
einem Atom 125 J in ein L-3,5-Dijodthyronin- bzw.
L-S.S.S'-Trijodthyronin.Molekül 125J-T3 bzw. 125J-T4

Abkürzungen: T2 = 1-3,5-Dijodthyronin,
T3 = Z-3,5,3'-Trijodthyronin,
74 = L-Thyroxin.

mit hoher spezifischer Radioaktivität herzustellen.
Eine solche Synthese wurde von Wecke & Örskov (2)
in Anlehnung an die Proteinmarkierung von Greenwood
et al. (3) beschrieben.

Um die optimalen Bedingungen für diese Reaktionen
herauszufinden, schien es uns zweckmäßig, die Jodie-
rung zunächst mit nichtradioaktivem Jodid durchzu-
führen. Wir haben das Reaktionsgemisch an Sephadex
G-25 aufgetrennt und die einzelnen Komponenten
durch chemische Bestimmung des Jodgehaltes im
Eluat erfaßt. Mit dem von uns verwendeten Elutions-
mittel gelang eine vollständige Trennung von Dijod-
thyronin (T2), T3 und T4 im Gegensatz zu anderen
Verfahren (2). Durch Variierung des Mengenverhält-
nisses von Jodthyronin zu Jodid ließ sich die Ausbeute
der herzustellenden Verbindung verändern. Die dabei
gewonnenen Erkenntnisse wurden bei der Jodierung
mit 125J verwendet. Gegenüber der beschriebenen Mar-
kierung (2) haben wir das Verhältnis von bzw. T3
zu Jodid verringert und insgesamt mit einem kleineren
Ansatz gearbeitet. Das isolierte 125J-T3 bzw. -T4
wurde von uns durch radioimmunchemische Bestim-
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mung getestet. Es wurde eine Eichkurve im niederen
Konzentrationsbereich aufgestellt und die untere Nach-
weisgrenze ermittelt.

Methodik

Reagenzien
L-3,5-Dijodthyronin (T2), /,-3,5,3'-Trijodthyronin (T3),
£-Thyroxin (T4) (alle Henning Berlin GmbH).
Sephadex G-25 fine (Deutsche Pharmacia GmbH, Frankfurt/M).
Na125J, spezif. Radioaktivität: 8-15 Ci/mg J (Farbwerke
Hoechst AG, Frankfurt/M).
Chloramin T (Trihydrat), Natriumdisulfit (Na2S2O5), Natrium-
jodid (alle z. A., Merck, Darmstadt).
Alle übrigen Reagenzien: Reinheitsgrad z. A., Merck, Darmstadt.

Herstellung der Lösungen
1. /,-3,5-Dijodthyronin (T2) und £-3,5,3'-Trijodthyronin (T3)
wurden in NaOH 10 mmol/1 gelöst.
T2-Lösung A: 200 mg/1.
T2-LösungB: 80 mg/1.
T3-Lösung A: 200 mg/1.
T3-LösungB: 60 mg/1.
Die Lösungen wurden in kleinen Portionen bei - 20 °C einge-
froren.
2. Natriumjodid wurde in dest. Wasser gelöst. Jodkonzentration:
50 mg/1.
3. Zu der radioaktiven Natriumjodidlösung (5 mCi in 12 M!)
wurden nach Zentrifugation (400 g, 3 min) des Original-
fläschchens 20 M! Phosphatpuffer 500 mmol/1, pH 7,5, zugege-
ben. Die Vermischung erfolgte durch nochmalige Zentrifuga-
tion. Konzentration etwa 0,16 Mg Jodid bzw. etwa 1,6 mCi
pro 10 (genaue Angaben können angesichts der vom Her-
steller angegebenen Toleranzen für die gelieferte Radioaktivi-
tätsmenge und die spezifische Radioaktivität nicht gemacht
werden).
4. Chloramin T wurde in Phosphatpuffer 50 mmol/1, pH 7,5,
jeweils frisch gelöst.
Lösung A:-4,5 g/l. Lösung B: 1,5 g/l.
5. Natriumdisulfit wurde in Phosphatpuffer 50 mmol/1, pH 7,5,
gelöst.
Lösung A: 2,4 g/l. Lösung B: 0,8 g/l.

Jodierung
mit inaktivem NaJ
In einem kleinen Reagenzglas (60 X 10 mm) oder Mikroliter-
gefäß wurden 10 \ der NaJ-Lösung (= 0,5 Mg = 3,94 nmol Jod)
mit 20 M! Phosphatpuffer 50 mmol/1 oder 500 mmol/1 durch
Andrückendes Gefäßes an die Gummischeibe eines Rotamixers
gemischt. Nach Zugabe von 10 M! der T2- bzw. T3-Lösung A
(= 2,0 Mg = 3,81 nmol T2 bzw. 2,0 Mg = 3,07 nmol T3) wurde
gründlich rotiert. Das Molverhältnis von T2 bzw. T3 zu Jodid be-
trug dabei 0,96:1 bzw. 0,78:1. Danach wurde die Oxydation des
Jpdids durch Zugabe von 20 M! der Chloramin-T-Lösung A
(= 90 Mg = 0,32 Mmol Chloramin T) eingeleitet und nach
15-20 s kräftigen Mischens (Rotamixer) durch Zugabe von
100 M! der Natriumdisulfit-Lösung A (= 240 Mg = 1,26 Mmol
Na2S2Os) abgestoppt (etwa 15 s Rotamixer).
Beim Einsatz der dreifachen Menge T2 (6,0 Mg = 30 M!) wurde
nur der Phosphatpuffer 500 mmol/1 verwendet, um die Kon-
stanthaltung des pH-Wertes im Ansatz zu gewährleisten. Bei
Verwendung des Puffers 50 mmol/1 stieg der pH-Wert im An-
satz durch 30 M! der stark alkalischen T2-Lösung auf etwa 11 an.

Bei der Jodierung ist die Konzentration des verwendeten
Phosphatpuffers zwischen 50 und 500 mmol/1 nicht kri-
tisch, wenn nur 10 M! der alkalischen T2- oder T3-Lösung
eingesetzt werden. Bei Verwendung von Phosphatpuffer
50 mmol/1 steigt durch die Horrrionzugabe der pH-Wert
im Ansatz zwar auf 8,1 an, sinkt jedoch durch die gepuf-
ferte Chloramin-T-Lösung wieder auf 7,7 ab, während bei
Verwendung von Phosphatpuffer 500 mmol/1 der pH-Wert

während der einzelnen Pipettierschritte nur zwischen 7,5
und 7,6 schwankt, so daß in beiden Fällen während der
Reaktion in etwa der gleiche pH-Wert vorliegt. Zweck-
mäßig wäre die Verwendung einer Konzentration von etwa
200 mmol/1, da diejenige von 500 mmol/1 während der
Aufbewahrung bei 4 °C Kristalle bildet, die sich in der
Wärme nur sehr langsam wieder in Lösung bringen lassen.

mit Na12*J
In einem Reagenzglas (60 X 10 mm) wurden 10 M! der mit
Phosphatpuffer 500 mmol/1 verdünnten Näl25J-Lösung
(= etwa 1,6 mCi bzw. etwa 0,16 Mg Jodid) mit weiteren
20 M! dieses Puffers vermischt (Rotamixer). Das weitere Vor-
gehen erfolgte wie bei der Jodierung mit inaktivem Jodid. Es
wurden eingesetzt: 10 M! der T2-Lösung B (= 0,80 Mg T2) oder
10 M! der T3-Lösung B (= 0,60 Mg T3), sowie 20 M! der Chlor-
amin-T-Lösung B (= 30 Mg Chloramin T) und 100 M! der Na-
triumdisulfit-Lösung B (= 80 Mg Na2S2O5). Das Molverhältnis
von T2 zu Jodid betrug dabei 1,19:1, von T3 zu Jodid
0,72:1.

Säulenchromatographische Trennung
Trennmaterial: Sephadex G^25 fine. Gelbett: ·27 1,0 crn.
Eluens: NaOH 10 mmol/1. Fraktionsvolumen: 1,2-1,7 ml.
Elutionsgeschwindigkeit: 25-30 ml/h= 33-40 ml/cm? · h.
Unmittelbar nach Beendigung der Jodierung wurde das Re-
aktionsgemisch auf die Säule aufgetragen. Nach Einsickern
ins Gel trugen wir zunächst etwa das gleiche Volumen Na^
tronlauge 10 mmol/1 auf. Nachdem diese Flüssigkeit von Sepha-
dex aufgenommen war, wurde mit der kontinuierlichen Elution
begonnen. Es wurden insgesamt etwa 70 ml in Fraktionen ge-
sammelt. Bei Separationen von nichtradioaktivem Material
wurde das Eluat in Probenbechern (2 ml) für den AutoAna-
lyzer, sonst in Reagenzgläsern (95 X 16 mm) aufgefangen.
Nach Trennung von Markierungsprodukten mußte die Säule
etwa 10-15 h mit Natronlauge 10 mmol/1 gespült werden
(etwa 30 ml/h), damit die Radioaktivität des Eluats soweit
absank, daß die Säule für eine neue Trennung verwendet werden
konnte.

Jodbestimmung
Die Messung der Jodkonzentration wurde mit einem Auto-
Analyzer (Technicon GmbH, Bad Vübel) durchgeführt (4, 5).
Der Nachweis beruht auf der katalytischen Wirkung des Jods
bei der Reduktion von Cer4* durch Arsenit. Die Meßgeschwin-
digkeit betrug 20 Proben/h, das Verhältnis von Probe zu Spül-
flüssigkeit 1:2. Die alkalischen Fraktionen der chromatographi-
schen Trennung wurden direkt zur Messung eingesetzt.

Radio aktivitätsm essung
Fraktionierte Markierungsprodukte
Die Messung der Fraktionen erfolgte unter gleichbleibender
Geometrie über einem.Bohrlpchdetektor.
Nach der Messung haben wir die wichtigsten Fraktionen zur
Verzögerung der Autoradiolyse mit dest. Wasser auf 10 ml
verdünnt. Als Verdünnungsmittel wurde Wasser gewählt, um das
alkalische Milieu und damit die Löslichkeit Von T3 und T4 auf-
recht zu erhalten (pH: etwa 9,0).

Proben der radio immunchemischen Bestimmungen
Diese wurden mit einem automatischen Zweikanal-Gamma-
spektrometer (2"-NaJ-Kristall) mit einer Zählausbeute von
78% gemessen.

Bestimmung von Trijodthyronin und Thyroxin
T3 und T4 wurden mit der radio immunchemischen Methode
nach Mitsuma et al. (6), modifiziert nach Hehrmann & Schneider
(7) unter Verwendung von dextranbeschichteter Aktivkohle als
Trennmittel von freiem und gebundenem Hormon -bestimmt. Die
Antiseren wurden für T3 in einer Verdünnung von 1:2 · 105 bis
1:4 · 105, für T4 von etwa 1:105 im Ansatz verwendet. Die Lö-
sungen von 12SJ-markiertem T3 und T4 (Fraktionen der chro-
matographischen Trennungen) wurden mit Barbital-Puffer (6)
soweit verdünnt, daß 100 M! etwa 104 Imp./min enthielten.
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Es wurde die Radioaktivität des gebundenen (B) und des freien
(F) Hormons gemessen und für die Auswertung die Radioaktivi-
tät des gebundenen Hormons entweder direkt (Imp./min) oder
als prozentualer Anteil der insgesamt eingesetzten Radioaktivität
T (= - · 100) zugrundegelegt.

Ergebnisse

Säule n chromatographische T rennung
Bei der Trennung der Jodthyronine an Sephadex G-25
wurde Natronlauge 10 mmol/1 als Eluens benutzt, wie sie
erstmals von Mougey & Mason (8) und später von ande-
ren Autoren (9-14) zur Trennung von Jodid, T3 und T4
verwendet worden ist. Dieses Eluens liefert in Abwesen-
heit von Protein gute Trennungen der genannten Ver-
bindungen bei geringen Elutionsvolumina. Aufgrund
theoretischer Überlegungen war zu erwarten, daß T2
nach Jodid und vor T3 eluiert werden würde. Unsere
Frage war, ob T2 einwandfrei von T3 abzutrennen ist,
um sicherzustellen, daß das aus T2 hergestellte markierte
T3 nicht durch unverbrauchtes Ausgangsprodukt verun-
reinigt ist. Wir haben daher zunächst authentische Prä-
parate von Jodid, T2, T3 und T4 einzeln, in verschiede-
nen Gruppen und als gesamte Mischung chromatogra-
phiert, wobei jeweils eine Jodmenge von etwa 0,7 bis
1,0 Mg pro Verbindung eingesetzt wurde. Die quanti-
tative Jodbestimmung im Eluat zeigte, daß alle genann-
ten Verbindungen voneinander getrennt werden können
(vgl. Abb. 2a und b) und daß bei wiederholter Chroma-
tographie das Elutionsvolumen jeder Verbindung exakt
reproduzierbar ist. Die einzelnen Substanzen konnten so-
mit bei Auftrennung eines Reaktionsgemisches nach
Jodierung sowohl mit inaktivem als auch mit radioakti-
vem Jod anhand ihrer Elutionsvolumina identifiziert
werden.

Jodierung von T3

Bei der Jodierung von T3 mit inaktivem Jodid haben
wir ein Molverhältnis T3 ; J - 0,78 : l gewählt, also
einen leichten Jodidüberschuß verwendet. Wie die
Jodbestimmung nach chromatographischer Auftren-
nung des Reaktionsgemisches zeigte, verläuft unter
diesen Bedingungen die Umwandlung von T3 in T4
fast quantitativ. Spuren von restlichem T3 (2,5% vom
Hormonjod) sowie das überschüssige Jodid wurden an
der Säule abgetrennt.

Die Jodierung mit Na*?5J erfolgte unter etwa den glei-
chen Bedingungen, nur wurden die gesandten Mengen
im Ansatz auf etwa ein Drittel reduziert, um angesichts
der zeitlich begrenzten Haltbarkeit von 125J-T3 und
125J-T4 die hergestellte Menge etwas mehr dem Bedarf
anzupassen. Es wurde mit einem leichten Jodidüberschuß
gearbeitet, um eine Einschleppung von inaktivem Jodid
als mögliche Verunreinigung des T3 niedrig zu halten
und somit eine eventuelle Herabsetzung der spezifischen
Aktivität des Na125J und damit des herzustellenden T4
zu vermeiden. Die Messung der Radioaktivität im frak-

tionierten Säuleneluat zeigte, daß T4 mit großer Ausbeute
erhalten wurde (Abb. l a).

Ein geringer Anteil der Radioaktivität wurde an der
Stelle von T3 eluiert. Wahrscheinlich handelt es sich hier-
bei entweder um T3, bei dem ein Jodatom durch ein
radioaktives Jodatom ausgetauscht wurde, oder das
durch Abspaltung eines nichtaktiven Jodatoms am
äußeren Phenolring von gebildetem T4 durch Strahlen-
einwirkung entstanden ist. Die letzte Möglichkeit ist
wahrscheinlicher, denn bei der Jodierung mit inaktivem
NaJ ist die T3-Konzentration nach der Reaktion, ge-
messen am Jod, wesentlich niedriger. Auch bei Weeke
(2) erscheint vor dem T4-Gipfel Radioaktivität im
Eluat.
Ungünstig auf die Jodierung wirkt sich eine Erhöhung
der Chloramin-T-Konzentration aus. Bei Einsatz der
dreifachen Menge an Chloramin T (90 Mg bei 0,16 Mg J
und 0,60 Mg T3) und Natriumdisulfit entsteht in erheb-
lichem Umfang ein unbekanntes Produkt, das zwischen
T3 und T4 eluiert wird und von diesen nicht einwand-
frei abgetrennt werden kann. Außerdem steigt die Bil-
dung von radioaktivem T3 erheblich an (Abb. l b).

Jodierung von T2

Die Jodierung von T2 zu T3 ist etwas problematischer,
da ein Teil des entstandenen T3 unter Aufnahme eines
zweiten radioaktiven Jodatoms zu T4 weiter reagiert.
Wir haben die Reaktion mit etwa äquimolaren Mengen
(T2 : J = 0,96 : 1) durchgeführt (nichtradioaktives NaJ).
Die Jodbestimmung zeigte, daß etwa je ein Drittel T3

und T4 gebildet werden, während ein Drittel des T2
nicht reagiert. Das eingesetzte Jodid war dabei prak-
tisch verbraucht (Abb. 2a).

Man kann das Gleichgewicht dieser Reaktionen zu
Gunsten der T3-Bildung verschieben, indem man T2 im
Überschuß einsetzt. Läßt man die dreifache Menge T2
mit J reagieren (T2 : J = 2,86 : 1), so ist die Bildung
von T4 nur noch gering, während erwartungsgemäß
der größte Anteil des T2 nicht umgesetzt wird
(Abb. 2b). Da der T2-Überschuß von T3 chromato-
graphisch abgetrennt werden kann und außerdem die
Kreuzreaktion des T3-Antikörpers gegenüber T2 nur
1,4% beträgt (7), wäre die Herstellung des markierten
T3 unter diesen Bedingungen durchaus zweckmäßig,
wenn nicht durch den T3-Überschuß die Gefahr des
Einbringens von „kaltem" NaJ aus nicht hochreinen
T3-Präparaten in die Reaktion bestünde, die zu den
obengenannten Folgen führten.

Für die radioaktiven Jodierungen haben wir daher als
Kompromiß mit einem nur geringen Überschuß von T2<
gearbeitet. Bei einem Molverhältnis T2 : J = 1,19 : l
bildete sich etwa doppelt so viel T3 wie T4 (Abb. 2c),
so daß bei Einsatz von 1,6 mCi Jodid radioaktives Hor-
mon für mehr als 30000 T3-Bestimmungen zur Verfü-
gung steht, bei Verwendung nur der Fraktionen inner-
halb der Halbwertsbreite des Radioaktivitätsgipfels.
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Abb. l a und b:
Säulenchromatographische Auftrennung eines Reaktionsgemisches nach der Codierung von T3 an Sephadex G-25 fine (27 X
1,0 cm). Eluens: Natronlauge 10 mmol/1; Elutionsgeschwindigkeit: 33-40 ml/cm2 · h;Fraktionsvolumen: 1,2-1,7 ml.
Jodierung mit 125Jodid. T3:J = 0,72:1. b) Jodierung bei dreifach erhöhter Chloramin-T-Menge.

Auch bei der Markierung von T2 führte die Steigerung
der Chloramin T- und Natriumdisulfit-Konzentration
auf das Dreifache zu einem unbekannten Produkt, das
zwischen T3 und T4 eluiert, aber nicht quantitativ von
diesen abgetrennt wurde.

Radioimmunchemische Bestimmung
von T3 und T4

Das hergestellte 125 J-T3 und 12S J-T4 wurde in den
radioimmunchemischen Tests für T3 und T4 zur Er-
stellung von Eichkurven eingesetzt, wobei in erster
Linie der untere Konzentrationsbereich der Eichkurve
näher untersucht wurde, um eine Steigerung der Emp-
findlichkeit der beiden Methoden gegenüber der Ver-
wendung der im Handel befindlichen markierten Hor-
mone niedriger spezifischer Radioaktivität (T3 :
500 mCi/mg; T4 : 100 mCi/mg) festzustellen. Die
Eichkurven wurden bei T3 im Bereich von 2-20 pg,
bei T4 von 5-50 pg zugesetztes „kaltes" Hormon
pro Ansatz aufgestellt. Bei der graphischen Darstellung

der Radioaktivität des gebundenen Hormons B als
Funktion der zugesetzten Hormonmenge zeigten die
nur schwach gekrümmten Kurven (Abb. 3) in beiden -
Fällen von B0 zum ersten Meßpunkt (2 pg T3 bzw.
5 pg T4) eine Abnahme von etwa 5% der Radioaktivität.
Zur Ermittlung der unteren Nachweisgrenze wurde der
Variationskoeffizient der B0-Messung bestimmt. Er be-
trug 1,4% (n = 8). Die untere Nachweisgrenze liegt am
Rande des 3 s-Bereiches von B0, also bei einem B^Wert
(Imp./min) der 4,2% niedriger als B0 liegt. Der Mittel-
wert (n = 5) der B-Werte (Imp./min) von 2 pg T3 bzw.
5 pg T4 lag mit 4,8 bzw. 4,9% unterhalb von B0 deut-
lich außerhalb dieses Bereiches, so daß die Grenzwerte
der Nachweisbarkeit etwas unterhalb dieser Hormon-
mengen liegen. Die Radioaktivität wurde bei diesen
Untersuchungen mit einer Standardabweichung von
0,32% (= IQ5 Imp.) gemessen.

Durch weitere Modifikationen des radioimmunche-
mischen Tests, z. B. Erhöhung der Konzentration der
Reaktionsteilnehmer durch Verkleinerung der Volu-
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Abb. 2 a-c:
Säulenchrornatographische Auftrennung eines Reaktionsgemisches nach der Jodierung von T2 an Sephadex G-25 fine. Tech-
nische Daten wie bei Abb. 1.
a) und b): Jodierune mit inaktivem Jodid, Molverhältnis a) T2:J = 0,96:1, b) T2:J = 2,86:1
c): Jodierung mit 175jodid, f 2:J - 1,19:1

mina, ließe sich die Nachweisempfindlichkeit sicher-
lich weiter herabsetzen. Die unspezifische Bindung
lag zwei Wochen nach der Markierung bei T3 unterhalb
von 6%, bei T4 unterhalb von 8%.
Die spezifische Radioaktivität der beiden hergestellten
markierten Hormone wurde ermittelt, indem jeweils
zwei Eichkurven mit unterschiedlichen Mengen zuge-

setztem markiertem Hormon bei gleicher Antikörper-
konzentration angefertigt wurden (2). Aus dem hori-
zontalen Abstand der beiden Kurven, ausgedrückt als
Gewichtsmenge inaktiven Hormons, und der Differenz
der zugesetzten Radioaktivität ließ sich die spezifische
Aktivität berechnen. Sie lag bei mehreren durchgeführ-
ten Markierungen zwischen 2 und 3 Ci/mg.

Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. / 13. Jahrg. 1975 / Heft 12 39*



568 fCödding, v. z. Mühlen: 125J-markiertes Trijodthyronin und Thyroxin hoher spezifischer Radioaktivität

10 -

0
0

4
10

8
20

12
30

16
40

20 T3[pg/Ansotz]
50 \ Ipg/Ansatz]

Abb. 3. Standardkurven für 13 (x x) und T4 (o o) (Mittel-
werte von Doppelbestimmungen). B: Gebundenes Hor-
mon (nach Abzug der unspezif. Bindung).
Die Verdünnung der Antiseren im Ansatz betrug l :4
• 105 beiT3 und 1:1,5 - 105 beiT4.

Bei Einführung von einem Atom 125 J und einer maxi-
malen spezifischen Radioaktivität für1 2 S J von
2,18 · l O6 Ci/Atom errechnet sich für T3 eine theore-
tisch maximal erreichbare spezifische Radioaktivität
von 3,36 Ci/mg und für T4 von 2,81 Ci/mg.

Diskussion

Säulen chromatographische T r e n n u n g

Bei der Chromatographie von T3 und T4 an Sephadex
G-25 unter Verwendung von Natronlauge 10 mmol/1
als Eluens erhält man sehr gute Trennungen dieser Ver-
bindungen mit mehreren hormonfreien Zwischenfrak-
tionen, wobei T4 bereits nach 60 ml vollständig eluiert
ist. Hingegen führt die Elution mit neutralem Phosphat-
puffer, wie sie von Weeke & Örskov (2) durchgeführt
worden ist, nicht zu einer vollständigen Trennung die-
ser beiden Komponenten. Außerdem ist zur Elution
von T4 trotz geringerer Säulenlänge bei gleichem Säu-
lenquerschnitt .die vierfache Menge an Elutionsmittel
erforderlich.

Bei der Auftrennung von Markierungsgemischen scheint
uns eine möglichst weite Spreizung von T3 und T4 bei
der Elution wichtig zu sein, da, wie wir zeigen konnten,
unter bestimmten Reaktionsbedingungen Nebenpro-
dukte entstehen, die zwischen T3 und T4 eluiert wer-
den und von diesen nicht einwandfrei abgetrennt werden
können. Nur bei genügend großem Unterschied der
Elutionsvolumina von T3 und T4 läßt sich der einwand-
freie Verlauf einer Markierung kontrollieren.

Auch die Abtrennung von T2 gegenüber Jodid, T3 und
T4, die bisher an Sephadex noch nicht beschrieben wor-
den ist, gelingt unter den oben genannten Bedingungen
vollständig, wie die Jodmessungen nach Jodierung mit

inaktivem Jodid gezeigt haben. Das synthetisierte
radioaktive T3 kann somit nicht durch T2 verunreinigt
sein. Bei dieser Überprüfung zeigt sich deutlich der Vor-
teil der Verwendung von inaktivem Jodid zur Unter-
suchung der Jodierungsreaktion. Im Gegensatz zu den
Markierungen mit Na125J, bei denen die Menge des nicht
umgesetzten, inaktiven Ausgangsproduktes nicht meß-
bar ist, kann bei Jodierung mit inaktivem Jodid der
Umsatz bei der Reaktion qualitativ und quantitativ
genau ermittelt werden.

Jodierung

Den Einfluß der Chloramiri-T-Menge bei der Jodierung
haben Greenwood et al (3) mit131 J am Wachstumshor-
mon untersucht. Sie fanden keine Abhängigkeit im Be-
reich von 35-450 .% Chloramin T bei Verwendung von
5 % Hormon und etwa der gleichen Gewichtsmenge
radioaktivem Jodid wie bei unseren Untersuchungen.
Bei der Jodierung von Jodthyroninen jedoch scheint
eine stärkere Chloramin-T-Konzentration Veränderun-
gen am Thyronin-Molekül zu bewirken, so daß unbe-
kannte jodhaltige Verbindungen in erheblichem Aus-
maß entstehen (s. Abb. Ib).

Eine ähnliche Wirkung des Chloramin T ist bei der Jo-
dierung von Prolactinen beobachtet worden (15). Es
wurden dabei markierte Proteine nachgewiesen, die
sich an Sephadex G-100 vom Prolactin trennen ließen.
Die Artefakte traten bei Verwendung von Lacto-
peroxidase an Stelle von Chloramin T nicht auf.

Um die Herabsetzung der spezifischen Radioaktivität
des markierten Jodids durch inaktives Jodid, als
mögliche Verunreinigung des eingesetzten Hormons,
zu reduzieren, ist es ratsam, grundsätzlich mit einem
Überschuß des Markierungsmittels zu arbeiten. Ledig-
lich bei der Jodierung von T2 sollte ein geringer Hor-
monüberschuß gewählt werden, um die Bildung von T4

mit zwei radioaktiven Jodatomen, das aus Gründen
mangelnder Stabilität (verstärkte Autoradiolyse) für
die radioimmunchemische Bestimmung wenig geeignet
ist (2), in Grenzen zu halten. Bei sehr reinen T2-Präpa-
raten oder, wenn keine besonders hohe spezifische
Radioaktivität des markierten Hormons erforderlich ist,
kann man den Hormonüberschuß vergrößern und damit
die T3-Ausbeute erheblich erhöhen^ was aus Gründen
der Wirtschaftlichkeit von großem Vorteil wäre. An-
gesichts der hohen Anzahl von radioimmunchemischen
Bestimmungen (T3: etwa 35.000, T4: etwa 25.000),
die sich-mit einem nach der hier beschriebenen Vor-
schrift markierten Hormon durchführen lassen, wird
es in den meisten Fällen zweckmäßig sein, den Ansatz
der Markierung mengenmäßig weiter zu reduzieren
und nur etwa 0,5 mCi Na125J einzusetzen.

Haltbarkeit der markierten Hormone

Angesichts der hohen spezifischen Radioaktivität ist die
Gefahr der Autoradiolyse besonders gegeben. In wäß-
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riger, schwach alkalischer Lösung, stark verdünnt (s.
Methodik) sind jedoch ^ und besonders T3 relativ gut
haltbar (4 °C, Dunkelheit). Das Ausmaß der 125Jodid-
Bildung unter Zersetzung der markierten Hormone kann
durch regelmäßige Bestimmung der unspezifischen Bin-
dung (ÜB) kontrolliert werden, da unter den genannten
Versuchsbedingungen (7) Jodid zu 36% nicht an dextran-
beschichtete Aktivkohle gebunden, sondern mit der
ÜB erfaßt wird. Nach starkem Anstieg der ÜB können
die Hormone durch Rechromatographie an Sephadex
G-25 gereinigt werden. Wir haben bei einer unspezifi-
schen Bindung unterhalb von 10% keinen störenden
Einfluß auf die radioimmunchemische Bestimmung
von T3 oder T4 feststellen können.

Die untere Nachweisgrenze der radioimmun chemischen
Bestimmung mit dem hergestellten markierten T3 und
T4 zeigt, daß die direkte Bestimmung des freien An-
teils dieser Hormone im Diffusat oder Ultrafiltrat von
Serum von der Empfindlichkeit her gesehen ohne wei-
teres möglich ist, wenn man die bisher in der Literatur
mitgeteilten Serum-Konzentrationen von 3-7 ng/1 für
freies T3 und 13—35 ng/1 für freies T4 zugrunde legt.
Über ein derartiges Nachweissystem ist kürzlich be-
richtet worden (16, 17).
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