Die Technik des Radioimmunoassays

Von Hans Georg Eckert!’

Biologisch aktive Substanzen sind oft bereits in Nanogramm- oder noch kleineren Mengen
wirksam. Kenntnisse iiber ihre Wirkungsweise setzen daher hochempfindliche mikroanalytische
Nachweismethoden voraus. Chemische, chromatographische oder spektrometrische Verfahren
erwiesen sich hiufig als zu unempfindlich; erst durch die Entdeckung des Radioimmunoassays
(RIA) gelang die quantitative Bestimmung kleinster Substanzmengen in Gegenwart eines millio-
nenfachen Uberschusses an Fremdstoffen. Der Radioimmunoassay verbindet die hohe Nachweis-
empfindlichkeit radioaktiv markierter Substanzen mit der groBen Spezifitdt immunologischer
Reaktionen. Wegen ihrer Empfindlichkeit, Spezifitit, einfachen Handhabung und insbesondere
aufgrund der generellen Anwendbarkeit sind radioimmunologische Methoden anderen Analysen-

verfahren iiberlegen.

1. Einleitung und Bedeutung -

Die ersten auf die radioimmunologische Methode hinwei-
senden Befunde ergaben sich aus Untersuchungen, die Yalow
und Berson!!in den fiinfziger Jahren durchfiihrten. Bei in-vivo-
Versuchen zur Aufklirung des Metabolismus von [!*!I]-Insu-
lin machten sie die iiberraschende Entdeckung, daB alle mit
Insulin behandelten Diabetiker Insulin-bindende Antikorper
gebildet hatten. In weiterfilhrenden Arbeiten konnten sie zei-
gen, daB einerseits ein UberschuB von Insulin die Antikdrper-
Bindungsplitze absdttigt und andererseits durch Zugabe von
nicht-markiertem Insulin radioaktiv markiertes [**'1]-Insulin
aus dem Gammaglobulin-Komplex verdringt wird. Damit
waren die grundlegenden Voraussetzungen fiir die Entwick-
lung des Radioimmunoassays gefunden.

Die Weiterentwicklung dieser mikroanalytischen in-vitro-
Technik fiihrte dann zum ersten Radioimmunoassay fiir Insu-
1in'?3), bei welchem ein Insulin-spezifischer AntikSrper das
Schliisselreagens war. Fast gleichzeitig teilte Ekins'*] ein sehr
dhnliches Prinzip zur Bestimmung des Schilddriisenhormons
Thyroxin (T4) mit. Als spezifisches Bindungsreagens diente
jedoch anstelle des Antikorpers ein natiirlich vorkommendes
Transportprotein, das Thyroxin-bindende Globulin (TBG).
Auf der Basis dieser Arbeiten sind bis heute zahlreiche Ra-
dioimmunoassays fiir die verschiedensten Substanzen sowie
durch Variation der Techniken eine Reihe dhnlicher Methodi-
ken entwickelt worden, die in mehreren Biichern und Uber-
sichtsartikeln!® ~ ! !l beschrieben und als Sittigungsanalyse, Ra-
dio-Liganden-Assay oder kompetitive Proteinbindungsanaly-
se bezeichnet werden.

Die weitreichende Bedeutung und das groBe Interesse, das
diesen empfindlichen Bestimmungsmethoden entgegenge-
bracht wird, duBert sich u. a. in bisher mehr als 200 Radioim-
munoassays. Mit diesen Verfahren konnen in biologischen
Fliissigkeiten, z. B. in Plasma, Serum oder Urin, ohne vorherige
Abtrennung oder Anreicherung die verschiedensten Substan-
zen in Nanogramm- bis Picogramm- und zum Teil sogar
in noch kleineren Konzentrationen nachgewiesen werden.
Tabelle 1 enthalt eine Auswahl von wichtigen, biologisch akti-
ven Substanzen mit unterschiedlichen Molekulargewichten,
die sich radioimmunologisch bestimmen lassen. Viele der bis-
her entwickelten Radioimmunoassays sind bereits in Form
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Tabelle 1. Auswahl einiger Radioimmunoassays fiir Substanzen aus verschie-
denen Stoffklassen.

Molekulargewicht
(abgerundete Werte)

Bezeichnung der Substanz

—

. Peptid-Hormone

Vasopressin 1084
Gastrin 2096
Glucagon 3483
Calcitonin (CT) 3700
Adrenocorticotropin (ACTH) 4576
Insulin 5734
Prolactin (PH) 20000
Wachstumshormon (GH) 21500
Placenta-Lactogen (PL) 22000
Thyreotropin (TSH) 25000
Luteinisierungshormon (LH) 26000
Follikel-stimulierendes Hormon (FSH) 30000
2. Nicht-Peptid-Hormone
Serotonin 176
Ostrogene, Androgene, Gestagene 300
Prostaglandine 300
Triiodthyronin (T3) 651
Thyroxin (T4) 776
3. Enzyme
Trypsin 23800
Carboxypeptidase A 34000
Pepsinogen 42000
4. Serumproteine
Thyroxin-bindendes Globulin (TBG) 65000
Albumin 69000
Immunglobuline (Ig) 150000
5. Vitamine
Vitamin D 385
Vitamin B,; 1355
6. Tumor-assoziierte Antigene
Chorion-Gonadotropin (CG) 46000
Alphaletoprotein (AFP) 65000
Carcino-embryonales Antigen (CEA) 200000
7. Arzneimittel
Barbiturate 100-200
Morphin ' 285
Lysergsdurediethylamid (LSD) 323
Penicillin G 334
Digoxin/Digitoxin 780
8. Andere biologisch aktive Substanzen
cyclisches Adenosinmonophosphat (c-AMP) 347
Folsiure 44
Desoxyribonucleinsiure (DNA) 10¢

Hepatitis-assoziiertes Antigen (HBAg) —

vollsténdiger Analysensitze als Radioimmunbestecke (Kurz-
bezeichnung Kit) im Handel erhaltlich.
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2, Prinzip

Radioimmunologische Methoden verbinden die hohe Nach-
weisempfindlichkeit isotopen-markierter Verbindungen (Iso-
topenverdiinnungsanalyse) mit der groBen Spezifitdt immuno-
logischer Reaktionen. So ist bei Verwendung von Radioisoto-
pen die Nachweisgrenze bis zu 107-mal besser als bei anderen
physikalisch-chemischen Analysenverfahren. Die in vivo und
in vitro ablaufende immunologische Reaktion beruht auf der
PaBform von Antigen (Ag) und Antikérper (Ak), die beide
korrespondieren ,wie Schliissel und SchloB* ( Emil Fischer).
Bei hinreichend groBer Bindungsaffinitit des Antikorpers stellt
sich im Laufe der Reaktion zwischen den Reaktionspartnern
und dem gebildeten wasserloslichen Antigen-AntikGrper-
Komplex (Ag-Ak) ein charakteristischer Gleichgewichtszu-
stand ein:

Ag+Ak = Ag-Ak

Wird das unmarkierte Antigen (Ag) durch radioaktiv mar-
kiertes Antigen (Ag*) ersetzt, das sich chemisch nicht oder
nur geringfiigig, immunologisch jedoch keinesfalls von diesem
unterscheidet, so gilt analog

Ag*+Ak = Ag*-Ak

Radioimmunologische MeBsysteme auf der Basis dieser bei-
den Reaktionsgleichungen erlauben die Bestimmung kleinster
Substanzmengen des Antigens (Ag), wenn drei Voraussetzun-
gen erfiillt sind:

1. Der Antikorper (Ak) kann zwischen radioaktiv markierter
Substanz (Ag*) und der zu bestimmenden unmarkierten Ver-
bindung (Ag) nicht unterscheiden, d. h. die Bindungskonstante
K ist fiir die Komplexe Ag-Ak und Ag*-Ak gleich.

2. Es miissen mehr radioaktiv markierte Antigenmolekiile
(Ag*) als Bindungsplitze des Antikorpers vorhanden sein,
d.h. die Menge Antikorper (Ak) ist so zu begrenzen, daB
neben den gebildeten Komplexen Ag*-Ak immer (auch bei
Abwesenheit der unmarkierten Substanz) noch freies markier-
tes Antigen (Ag*) vorliegt.

3. Innerhalb eines MeBsystems werden die Konzentration
der radioaktiven Verbindung und die eingesetzte Menge des
Antikorpersin allen Testansidtzen konstant gehalten. Die Kon-
zentration des unmarkierten, zu bestimmenden Antigens ist
demnach die einzige Variable in diesem System.

Unter den genannten Voraussetzungen ldBt sich der Ra-
dioimmunoassay sehr einfach als kompetitive Proteinbin-
dungsanalyse verstehen. Eine variable Menge einer Substanz
(Ag) und eine konstante Menge derselben, radioaktiv markier-
ten Verbindung (Ag*) konkurrieren um eine begrenzte und
ebenfalls konstante Zahl von Bindungsplitzen des Antikorpers
(AK).

Ag-Ak + Ag*
Ag + Ag* + Ak =
Ag¥Ak + Ag

(B) (F)

Entsprechend dieser Beziehung werden vom Antikorper um
so weniger radioaktiv markierte Molekiile (Ag*) komplex ge-
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bunden (B), je mehr unmarkierte (Ag) vorhanden sind. Damit
ist der Anteil der Bindung zwischen radioaktiven Molekiilen
und Antik6rper ein MaB fiir die Konzentration der zu bestim-
menden Verbindung.

Schematisch wird der hier besprochene Sachverhalt sehr
vereinfacht in Abbildung 1 wiedergegeben. In allen drei Bei-
spielen sind die genannten Forderungen erfiillt. Durch steigen-
de Substanz-Konzentration in der ersten senkrechten Reihe
(0,2 und 6 Molekiile) wird bei konstanten Mengen an radioak-
tiver Substanz und Antikorper die Zahl der radioaktiven
Ag*-Ak-Komplexe kleiner (Bilanz). Wegen der fehlenden Spe-
zifitdt konnen Fremdstoff-Molekiile und Antikorper nicht mit-
einander reagieren. Um quantitativ festzustellen, welcher An-
teil der markierten Verbindung nach Einstellung des Gleichge-
wichtes komplex gebunden ist (B), sind aus dem Inkubationsge-
misch alle Antigen-Antikorper-Komplexe (Ag*-Ak, Ag-Ak)
vom freien, nicht gebundenen Antigen (Ag*, Ag) abzutrennen.
Die wichtigsten Trennverfahren werden hinsichtlich ihrer Vor-
und Nachteile in Abschnitt S diskutiert. Nach der Trennung
und der Messung der Radioaktivitiit der gebundenen (B) oder
freien Phase (F) kann aus einer Eichkurve, die mit der standar-
disierten Substanz erstellt wird, der Gehalt einer Probe direkt
abgelesen werden.

Nach dem Vermischen des Reaktionsansatzes und einer
entsprechend langen Inkubation der Reaktionspartner stellt
sich im einfachsten Fall ein reversibler Gleichgewichtszustand
ein, der sich durch das Massenwirkungsgesetz beschreiben
1aBt. Die graphische Darstellung der daraus abgeleiteten Bezie-
hung

[Ag-Ak] _ Ao
W = K([Ak]o—-[Ag-Ak])

[Ak]o=Anfangskonzentration des Antikérpers

oder ausgedriickt durch die gebundene Phase (B) und die freie
Phase (F)

[B] -
{F] = K([AK]o—[B)

liefert eine Gerade mit der Steilheit K. Das Verfahren ist
als, Scatchard-Plot“!!2) bekannt und erméoglicht eine Abschit-
zung der Bindungskonstanten.

Diese Betrachtungsweise ist jedoch sehr vereinfacht und
nur dann einigermaBen zuverlidssig, wenn Antigen und Anti-
korper chemisch einheitlich und univalent sind und bis zur
Gleichgewichtseinstellung reagieren!'*!. Ferner darf dieses
Gleichgewicht nicht bei der Abtrennung der Antikorper-ge-
bundenen von der freien Substanz gestort werden. AuBerdem
muB eine Reaktion 1. Ordnung vorliegen. Tatsdchlich sind
diese Bedingungen jedoch nicht erfiillt. Fast immer enthalten
Antiseren mehrere Populationen mit verschieden stark binden-
den Antikorpern, so daB sich schon wegen dieser Heterogenitiit
keine linearen Scatchard-Kurven!'4! ergeben und sich daher
nur ,mittlere* Bindungskonstanten bestimmen lassen. Die
wirklichen Verhaltnisse werden noch komplizierter, wenn man
beriicksichtigt, daB Kreuzreaktionen mit chemisch dhnlichen
oder strukturell verwandten Molekiilen ablaufen kénnen. Zur
genaueren Beschreibung der realen Verhiltnisse und zur Ab-
schitzung ihrer Einfliisse auf Standardkurven sind mehrere
Modelle entwickelt worden, so u. a. auch fiir das unterschied-
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Abb. 1. Funktionsprinzip des Radioimmunoassays. Eine variable Menge des
Antigens (Ag) und eine konstante Menge des markierien Antigens (Ag*) kon-
kurrieren um eine begrenzte Zahl von Bindungspldtzen des Antikorpers (AK).

liche Bindungsverhalten von markierter Substanz, Standard-
substanz und zu bestimmender Substanz in einer biologischen
Fliissigkeit(! 31,

Zur Entwicklung eines Radioimmunoassays und zum Auf-
bau eines MeBsystems muB zunidchst die zu bestimmende
Substanz, z. B. ein Hormon, in ausreichender Menge aus biolo-
gischem Material isoliert und gereinigt oder durch chemische
Synthese gewonnen werden. Ein Teil des in moglichst groBer
Reinheit vorliegenden Hormons wird dann radioaktiv mar-
kiert, ein anderer Teil fir die Immunisierung zur Gewinnung
von Antiseren verwendet, wihrend das unverinderte Hormon
als Bezugsstandard zur Erstellung der Eichkurve dient. AuBer-
dem wird ein geeignetes Reagens zur Abtrennung des Antikor-
per-gebundenen Hormons vom freien Hormon benétigt.

3. Isotope und Verfahren zur radioaktiven Markierung

Die Auswahl des Radioisotops und damit meistens auch
das chemische Verfahren, mit dem sich eine Substanz markie-
ren ldBt, hingt von verschiedenen Faktoren ab. So spielen
neben MolekiilgréBe, Struktur, Stabilitdt und Zuginglichkeit
der Verbindung ihre Reinheit, die Erhaltung der Immunreakti-
vitiit, die in manchen Fillen, z. B. bei Hormonen, nur begrenzt
verfiigbare Menge, und vor allem die erreichbare spezifische
Radioaktivitit eine wesentliche Rolle. Da die zu bestimmende
Substanz in den MeBproben im allgemeinen in Nano- bis
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Picogramm-Mengen vorkommt, ist radioimmunologisch nur
dann eine genaue Gehaltsbestimmung méglich, wenn die Men-
ge an markierter Substanz (Tracer) selbst sehr klein gehalten
wird. Um bei vertretbarer MeBzeit eine befriedigende Nach-
weisempfindlichkeit zu erreichen, ist deshalb ein Tracer mit
ausreichend hoher spezifischer Radioaktivitit erforderlich. Fiir
die meisten Radioimmunoassays geniigt ein Tracer mit einer
Aktivitdt zwischen 100 und 200 mCi/mg. Hiervon werden
jedem Reaktionsansatz etwa 10nCi (ca. 22000 radioaktive
Zerfille pro Minute) entsprechend rd. 60 pg markierter Sub-
stanz und gelegentlich auch noch weniger zugesetzt.

Von den in Frage kommenden Radioisotopen wire zur
Markierung organischer Substanzen das Kohlenstoff-Isotop
'4C allen anderen vorzuzichen, weil die ' *C-markierte Verbin-
dung vollstiandig mit der Ausgangsverbindung iibereinstimmt.
Wie Tabelle 2 zeigt, ist jedoch die mit !“C erreichbare spezifi-

Tabelle 2. Theoretisch erreichbare maximale spezifische Radioaktivitit einer
Verbindung, wenn 1 Atom des Isotops in das Molekiil eingebaut wird.

Isotop Radioaktivitit Halbwertszeit Strahlung
{Ci/mmol]
14C 0.062 5568 a B~
*H 29 123a p
5Se 1080 1204 d Y
35 1488 87d B~
1235 2200 59.74d y
131 16100 8.1d By
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sche Radioaktivitit so gering, daB sich damit allenfalls noch
0.1 pg einer Substanz bestimmen lassen. Ein weiterer Nachteil
besteht darin, daB die '*C-Markierung einer Verbindung mei-
stens mehrere Synthesestufen erfordert und hiufig nur mit
kleinen Ausbeuten gelingt. Hinzu kommt, daB bei vielen kom-
plizierter aufgebauten oder hochmolekularen Naturstoffen,
z.B. Polypeptiden, Proteinen und Glykoproteinen, die bisher
chemisch noch nicht synthetisiert werden kénnen und von
denen oft nur kleinste Substanzmengen zur Verfiigung stehen,
eine '*C-Markierung iiberhaupt nicht méglich ist.

Wegen der Nachteile von !*C markiert man relativ ,kleine*
Molekiile wie Steroide, Prostaglandine oder Arzneimittel mit
Tritium. Die Radioaktivitdt wird entweder durch katalytische
Tritiierung von Doppelbindungen, durch Wilzbach-Tritiie-
rung oder iiber eine Austauschreaktion eingefiihrt, z. B. Halo-
gen gegen Tritium. Aber auch tritiierte Verbindungen weisen
eine Reihe von Nachteilen auf, die einer breiteren Anwendung
entgegenstehen. So ist vielfach die spezifische Radioaktivitit
zu niedrig, wihrend Tritiumverbindungen mit héherer Aktivi-
tat relativ unbestdndig sind. AuBerdem erfordert die Messung
der B-Strahlung im Fliissigkeits-Szintillationszihler eine auf-
wendige und kostspielige Probenvorbereitung (Szintillations-
Cocktail).

Am hiufigsten wird zur radioaktiven Kennzeichnung einer
Substanz die Fremdmarkierung oder bei Verbindungen, die
wie die Schilddriisenhormone Iod enthalten, eine Austausch-
markierung mit dem Radioisotop '?°1 durchgefiihrt. Dieser
y-Strahler erméglicht die nachtrigliche Markierung des intak-
ten Molekiils in einem Syntheseschritt und liefert ein Produkt
mit hoher spezifischer Radioaktivitét (Tabelle 2). Wegen seiner
lingeren Halbwertszeit von 60 Tagen hat !?°I bei Radioimmu-
noassays das Isotop '*'I, welches heute iiberwiegend nur noch
bei in-vivo-Untersuchungen eingesetzt wird, fast vollstindig
verdringt.

Die lodierung ist zunichst auf solche Verbindungen be-
schrinkt, die — wie fast alle Peptide und Proteine - die Amino-
sduren Tyrosin oder Histidin enthalten. Es muB auBerdem
beriicksichtigt werden, daB der Einbau von Iod das Molekiil
je nach seiner GroBe mehr oder weniger stark u.a. auch
konformativ verindert, so daB es infolge Anderung seiner
immunologischen Eigenschaften vom Antikorper nicht oder
nur weniger fest gebunden werden kann. Das unterschiedliche
Bindungsverhalten 148t sich direkt aus dem Vergleich der
Immunreaktivitidt von Tracer und unmarkierter Verbindung
erkennen.

Die Iodmarkierung beruht auf der elektrophilen Substitu-
tion im aktivierten aromatischen Ring, z. B. im Tyrosin o-stin-
dig zur Hydroxylgruppe. Fast alle hierzu entwickelten Verfah-
ren unterscheiden sich wesentlich nur im Oxidationsmittel,
mit welchem aus dem '2*I-Anion radioaktives lod gebildet
wird. Bei dieser Reaktion ist bereits die zu markierende Sub-
stanz zugegen, so daB auch sie dem Oxidationsmittel ausgesetzt
ist. Dies macht sich besonders bei oxidationsempfindlichen
SH-Gruppen und Aminosiuren storend bemerkbar und fiihrt
zu unerwiinschten Veranderungen des Molskiils. Durch auBler-
ordentlich milde Oxidationsmittel und sehr kurze Reaktions-
zeiten zwischen 5 und 60 Sekunden 14Bt sich jedoch der Anteil
an Zersetzungsprodukten meist sehr klein halten oder bei
der Reinigung des Reaktionsgemisches abtrennen. Die Reak-
tion wird im allgemeinen durch ein Reduktionsmittel wie
Natriumdisulfit (Na,S;0s) oder durch Verdiinnen mit
Pufferlosung gestoppt.

568

Von allen Verfahren hat die Chloramin-T-Methode!'5-17!
zur lodierung von wenigen Mikrogramm Substanz die groBte
Verbreitung gefunden. Demgegeniiber ist die Zahl der Beispie-
le, bei denen bei der Markierung mit Iodmonochlorid!!8-19),
mit gasformigem Chlor!?%), mit Natriumhypochlorit!?'! oder
elektrolytisch!?2liodiert wird, von untergeordneter Bedeutung,
Dagegen werden in stindig wachsendem MaBe enzymatische
Iodierungen mit Lacto-12*! oder Meerrettich-(Horse-Radish-)
Peroxidase!?* 2°} durchgefiihrt. Sehr mild und schonend sind
Verfahren mit chemisch aktivierten Estern!?®-271, In einer der
Acylierung vorgeschalteten Reaktion wird hierbei zunichst
z.B. 4-[2«Succinimidooxycarbonyljethyl]phenol [,,3-(4-Hy-
droxylphenyl)propionsdure-(N-hydroxysuccinimidester)] mit
der Chloramin-T-Methode radioaktiv iodiert, die iodierte Ver-
bindung gereinigt und anschlieBend mit freien Aminogruppen-
des Peptids oder Proteins umgesetzt. Das Verfahren hat den
Vorteil, daB empfindliche Substanzen weder mit !2°I noch
mit den zur lodierung benétigten Reagentien in Beriihrung
kommen. AuBerdem lassen sich hiermit auch solche Verbin-
dungen radioaktiv markieren, die kein Tyrosin oder Histidin
enthalten.

Um die Vorteile - hohe spezifische Radioaktivitit und einfa-
che Messung — iodmarkierter Verbindungen auch bei nieder-
molekularen Stoffen ausnutzen zu konnen, koppelt man an
diese Haptene (siche Abschnitt 4) iiber ein Briickenglied iodier-
bare Hilfsverbindungen wie Tyrosinester, Tyramin oder Hist-
amin!?®- 2%] Dabei ist jedoch zu beachten, daB sich die neuen
Verbindungen immunologisch oft ganz anders verhalten als
die Ausgangsverbindung, was im Extremfall zu einem vollstidn-
digen Verlust an Bindungsfahigkeit mit dem Antikorper fiihrt.
Besondere Beachtung verdient deshalb die Verkniipfungsstelle
zwischen Substanz und Hilfsverbindung.

Anstelle dieser Konjugate, welche Grofe und Struktur des
Molekiils doch erheblich verdndern, ist es neuerdings auch
méglich, Steroide direkt mit "3Se (Tabelle 2) radioaktiv zu
markieren(®?),

Nach der Markierung mit '?°] muB méglichst sofort die
radioaktive Verbindung aus dem Reaktionsgemisch von nicht
umgesetztem '2°I, von radioaktiven Zersetzungsprodukten

a)

['511-GH
b)
¢

['51]-GH

Abb. 2. Reinigung und Qualititspriifung von !2*I-markiertem Wachstumshor-
mon ['?*I]-GH. a) Elektrophorese des Reaktionsgemisches, b) Reinigung
durch Gelfiltration, c) Elektrophorese der Fraktion 5.
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(,,damage*) sowie von inaktiven Reaktionskomponenten abge-
trennt werden. Da es sich meistens um sehr kleine Substanz-
mengen zwischen 10 bis 50 pg handelt, 4Bt sich die Reinigung
nur mit leistungsfdhigen Trennsystemen, z. B. durch Gelfiltra-
tion, Gelelektrophorese, Chromatographie oder iiber selektive
Adsorption durchfiihren. Nach der Reinigung wird dann chro-
matographisch oder durch Elektrophorese gepriift, ob die Sub-
stanz radiochemisch einheitlich ist (Abb. 2).

Die radiochemische Reinheit der markierten Verbindung
nimmt durch Autoradiolyse, d.h. Verénderung durch Strah-
lung und Abspaltung von Iodatomen, bei langerer Lagerung
stindig ab. Insbesondere durch Herabsetzung der Aktivitits-
konzentration, aber auch durch Zusdtze von Albumin und
Puffer kann der Zersetzung entgegengewirkt und die Haltbar-
keit verbessert werden. Eine weitere Verbesserung der Stabili-
tdt wird durch Lagerung bei niedriger Temperatur (—20°C)
und durch Gefriertrocknung des Produktes erzielt.

4. Bildung und Eigenschaften von Antikorpern

Antikorper sind korpereigene Glykoproteine und gelten als
Triger des Infektionsschutzes. Sie werden beim Eindringen
eines korperfremden Stoffes, des Antigens, in den immunkom-
petenten lymphoiden Zellen (Plasmazellen) des Organismus
gebildet und in den Blutkreislauf sezerniert. Durch Komplex-
bildung mit dem Antikorper wird das Antigen unschédlich
gemacht.

Antikorper wandern bei der Elektrophorese des Serums in
der y-Globulinfraktion. Sie werden wegen ihrer weitgehenden
funktionellen und strukturellen Ubereinstimmung mit y-Glo-
bulinen als Immunglobuline (Ig) bezeichnet. Diese haben Mo-
lekulargewichte zwischen 150000 (IgG) und 900000 (IgM)
und bestehen in der Regel aus zwei langen und zwei kurzen
Ketten, die durch Disulfidbriicken zusammengehalten wer-
den[Sl - 33].

Ein wesentliches Kennzeichen der Antikorper ist ihre spezifi-
sche Bindung mit dem Antigen, das ihre Entstehung bewirkt
hat. Die Ursache dieser Spezifitit besteht darin, daB deter-
minante Gruppen des Antigen-Molekiils und Bindungsgrup-
pen auf dem Immunglobulin-Molekiil rdumlich ineinander
passende, komplementire Konfigurationen besitzen. Wird nun
das Serum, welches die Antikorper enthilt und daher als
Antiserum bezeichnet wird, isoliert, so 18t sich die in vivo
ablaufende Antigen-Antikdrper-Reaktion auch in vitro fiir Ge-
haltsbestimmungen nutzen.

Die Antikorperbildung hdngt von mehreren Faktoren ab,
von denen die Natur und die angebotene Form des Antigens
sowie die zur Immunisierung ausgewihlte Tierspezies die groB-
te Bedeutung haben. Artfremde Proteine mit einem Molekular-
gewicht iiber 5000 wirken im allgemeinen als Antigene. So
geniigt bereits ein kleiner Unterschied in der Aminosdurese-
quenz oder eine ausgewechselte Aminosiure, z. B. im Insulin,
um antigene Eigenschaften zu erzeugen. Kleinere Molekiile,
wie die Polypeptide Gastrin oder Vasopressin, Steroide, Schild-
driisenhormone sowie Arzneimittel haben dagegen nur geringe
oder iiberhaupt keine antigene Wirkung, Gegen diese Haptene
lassen sich jedoch ebenfalls Antikorper erzeugen, wenn man
sie kovalent an hochmolekulare Tréger bindet. Hierzu werden
diese Verbindungen iiber kurze Briickenglieder (vier bis sechs
CH,-Gruppen) an natiirliche oder synthetische Proteine oder
Polymere wie Albumine!34], Polylysin!**! oder Polyethylengly-
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kol angekoppelt. Die determinante Gruppe bestimmt dabei
die Spezifitat des Antikdrpers, d.h. dieser reagiert nicht mit
dem vollstindigen Antigen-Molekiil, sondern nur mit einem
kleinen Teil davon, dem Hapten. Von erheblicher Bedeutung
fiir die Spezifitit eines Antiserums ist jedoch die Position,
an der das Hapten-Molekiil mit dem Trigerprotein verkniipft
ist!38], Positionen mit funktionellen Gruppen sowie deren un-
mittelbare Umgebung, z. B. bei Steroiden die Ringe A und
D, sollten bei der Konjugatbildung nicht veridndert werden.

Zur Immunisierung eignen sich gut Kaninch’én, aber auch
Meerschweinchen, Schafe und Ziegen. Im allgemeinen werden
mehrere Tiere gleichzeitig immunisiert, wobei die eingesetzte
Menge Immunogen (Antigen) oder Haptenkonjugat von der
Substanz und vom Tier abhiingt. Substanz und Tier bestimmen
auch die Art der Injektion (z. B. intravends, subcutan, intra-
muskulir), die Zusitze (komplettes oder inkomplettes Freud-
sches Adjuvans) sowie die Zeitintervalle zwischen mehreren
Injektionen (,,boostern*)37-381,

Zwischen den Injektionen muB den Tieren immer wieder
Serum abgenommen und gepriift werden, ob sich bereits Anti-
korper gebildet haben und welche Qualitdt diese besitzen.
Da Antikorper schon wihrend der Immunisierung unter-
schiedlich schnell abgebaut werden, 148t sich nur durch standi-
ge Austestung der geeignete Zeitpunkt fiir eine groBere Blutent-
nahme feststellen. Die den Tieren entnommenen Seren kdnnen
nach entsprechender Verdiinnung direkt ohne besondere Vor-
behandlung eingesetzt werden.
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Abb. 3. Antiserum-Verdiinnungskurve zur Festlegung der Arbeitskonzentra-
tion (Titer) bei z. B. 50 % Anfangsbindung.

Die wichtigsten Kriterien fiir die Beurteilung und die Aus-
wahl eines Antiserums fiir den Radioimmunoassay sind der
Titer sowie die Spezifitdt. Als Titer wird vereinbarungsgemiB
diejenige Antiserumverdiinnung bezeichnet, bei der 50 % des
angebotenen Tracers unter standardisierten Bedingungen ge-
bunden werden. Abbildung 3 zeigt eine Verdiinnungskurve
fiir ein Anti-T3-Serum, das durch Immunisierung eines Kanin-
chens mit T3-BSA-Konjugat (3,3',5-Triiodthyronin-Rinderse-
rum-Albumin) erhalten wurde.

Obwohl die Antigen-Antikorper-Reaktion auBerordentlich
spezifisch ist, muB stets mit Stérungen durch Fremdmolekiile
gerechnet werden. Diese Kreuzreaktionen werden von dhnlich
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strukturierten und verwandten Molekiilen verursacht. So rea-
giert z. B. ein Antikorper, der gegen das Wachstumshormon
(GH, Peptidkette mit 190 Aminosiuren) gebildet wurde, auch
mit dem Placenta-Lactogen (PL, Peptidkette mit 191 Amino-
sduren) oder ein Anti-T3-Serum auch mit dem Schilddriisen-
hormon Thyroxin (T4) (Abb. 4).
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Abb. 4. Bestimmung der Spezifitit eines Antikorpers. Kreuzreaktion eines
Anti-T3-Serums gegen das strukturell verwandte T4.

Inwieweit die Kreuzreaktion vernachlissigt werden kann,
muB von Fall zu Fall entschieden werden und hingt nicht
zuletzt von der physiologischen Konzentration ab. Im gesun-
den Organismus liegen die Schilddriisenhormone T3 und T4
im Verhiltnis 1:50 bis 1:100 vor, d.h. eine Kreuzreaktion
des Anti-T3-Serums mit T4 von nur 1 % wiirde die T 3-Bestim-
mung bereits erheblich verfilschen. Nur ein AntikSrper mit
extrem kleiner Kreuzreaktion gegen T4 (<0.1 %), wie aus
Abbildung 4 hervorgeht, liefert hier genaue T3-Werte.

Antiseren werden entweder unverdiinnt oder mit Puffer vor-
verdiinnt bei —20°C eingefroren aufbewahrt. Um ein wieder-
holtes Auftauen und Einfrieren zu vermeiden, sollte das wert-
volle Antiserum in so kleinen Portionen vereinzelt werden,
daB die Menge fiir eine Probenserie gerade ausreicht. Beson-
ders haltbar sind Antiseren, wenn sie in einer fiir die Durchfiih-
rung des Assays geeigneten Vorverdiinnung lyophilisiert vor-
liegen. Sie konnen dann bei 2 bis 8°C gelagert werden und
sind lange Zeit verwendungsfahig.

5. Methoden zur Trennung von Antikorper-gebundenem
und freiem Antigen

Nachdem sich im Inkubationsgemisch zwischen den Reakti-
onspartnern Ag, Ag* und Ak ein Gleichgewichtszustand einge-
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stellt hat, d. h. nachdem der AntikSrper groBtenteils abgeséttigt
ist, muB festgestellt werden, wieviel Prozent der eingesetzten
radioaktiven Verbindung komplex gebunden sind. Hierzu wird
der Antikorper-gebundene Anteil (B) vom freien, nichtgebun-
denen Antigen (F) abgetrennt (siche Abschnitt 2). In der Metho-
de und der Durchfiihrung dieses Trennschrittes bestehen zwi-
schen den bisher bekannten Radioimmunoassays die stirksten
Unterschiede. Dies duBert sich nicht zuletzt in einer Vielzahl
von Trennmethoden, von denen die wichtigsten nach ihrer
Trennwirkung geordnet in Tabelle 3 zusammengefaBt sind.

Tabelle 3. Methoden und Materialien zur Trennung von Antikorper-gebunde-
nem und freiem Antigen.

Trennwirkung

Methode/Material

Verteilung der Kompc
aufgrund unterschiedlicher
Beweglichkeit und Molekiil-
groBe

Chromatographie
Elektrophorese
Gelfiltration
Ultrazentrifugation

Fillung des Ag-Ak-Komplexes

Ammoniumsulfat
Natriumhydrogensulfit
Zirconylphosphat
Ethanol

2-Propanol

Dioxan
Polyethylenglykol (PEG)

Adsorption des Antigens

Aktivkohle (auch an Dextran oder Albumin
gebunden)

Cellulose

Silicate

Ionenaustauscher-Harze

Bindung des Antikérpers
an eine feste Phase

Antikorper chemisch an polymeren Triger
gebunden (ASP)

Mit Antikorper adsorptiv  beschichtete
Testrohrchen (,,coated tubes*) oder Kiigel-
chen

Immunologische Komplex-
bildung mit einem zweiten
Antikorper

Doppelantikdrper-Methode (DA)
Zweiter Antikorper chemisch gebunden,
z.B. an aktivierte Cellulose (Immunosor-

bens, DASP)

Zur Trennung werden hauptsichlich die Eigenschaften des
Komplexes herangezogen, die jedoch weitgehend mit denen
des Antikorpers iibereinstimmen. So lassen sich die Antigen-
Antikorper-Komplexe aufgrund der MolekiilgroBe oder der
begrenzten Loslichkeit bei bestimmten pH-Werten, iiber die
verschiedene Wanderungsgeschwindigkeit, durch Denaturie-
rung und Ausfdllung mit Salzlosungen oder mit organischen
Fliissigkeiten vom nichtgebundenen Antigen sehr einfach ab-
trennen. Eine Trennung ist jedoch auch iiber eine nachgeschal-
tete weitere immunologische Reaktion moglich. Hierbei rea-
giert ein zweiter Antikorper, der seinerseits gegen den ersten
Antikorper und damit auch gegen den Antigen-Antikorper-
Komplex gerichtet ist, unter Bildung eines sehr viel gréBeren,
hochmolekularen Komplexes. Immer mehr an Bedeutung ge-
winnen schlieBlich auch Trennmethoden, bei denen der zweite
Antikorper und zum Teil sogar bereits der erste Antikorper
physikalisch oder chemisch an eine feste Phase gebunden ist.

Eine vergleichende Beurteilung der Trennverfahren ist
schwierig. Im allgemeinen liegt es im Ermessen des Anwenders,
welcher von nahezu gleichen Methoden er den Vorzug gibt.

Grundsitzlich miissen bei der Auswahl eines Verfahrens
oder bei Austestung eines neuen Trennmittels unbedingt zwei
Voraussetzungen erfiillt sein:
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1. Das Trennmitte] darf den Gleichgewichtszustand der ab-
gelaufenen Reaktion nicht verindern, d. h, wihrend der Tren-
nung miissen die gebildeten Antigen-AntikSrper-Komplexe
erhalten bleiben.

2. Die Antikorper-gebundenen Molekiile und die freien,
nichtgebundenen Molekiile miissen quantitativ voneinander
abgetrennt werden.

Um beide Forderungen zu erfiillen, miissen das Trennre-
agens und die Trennreaktion sehr spezifisch sein. Auch bei
lingerer Einwirkungs- oder Reaktionszeit und ebenso bei un-
terschiedlichen Temperaturen sollte die zum Stillstand gekom-
mene immunologische Gleichgewichts- oder Sittigungsreak-
tion nicht beeinfluBt werden. Am besten fiir die Trennung
sind daher solche Reagentien geeignet, die mit der radioaktiv
markierten Verbindung keine unspezifische Bindung eingehen
und durch ein Fallungsmittel nicht mitgerissen werden. AuBer-
dem sollten die beiden Phasen zuverldssig, moglichst schnell,
einfach und ohne groBen Arbeitsaufwand voneinander abzu-
trennen sein. Neben den genannten Effekten spielen auch
andere Faktoren, z. B. die Zusammensetzung und Konzentra-
tion des Puffers, der pH-Wert, Zusitze an Albumin sowie
die Beschaffenheit des Serums eine wesentliche Rolle. Alle
diese Einfliisse sind insbesondere im Hinblick auf die Menge
des Trennreagens und auf die Reaktionszeit sorgfaltig auszute-
sten.

Abbildung 5 zeigt schematisch die Trennwirkung einiger
héufig angewendeter Trennmethoden (siehe hierzu auch Tabel-
le 3). Neben bekannten EiweiBfillungsmitteln wie Ethanol,
2-Propanol, Ammoniumsulfatlosung und neuerdings Poly-
ethylenglykol sind ebenfalls Adsorptionsmittel von Bedeutung,
bei denen die Trennwirkung auf der Adsorption des freien
Antigens beruht. Insbesondere sind aus dieser Gruppe Aktiv-
kohle und an Tréger gebundene Aktivkohle hervorzuheben,
die wegen ihrer groBen Adsorptionswirkung weite Verbreitung
gefunden haben; aber oft auch den unerwiinschten Effekt zei-
gen, das Antigen aus dem Komplex zu 16sen und zu adsorbie-
ren. Bei Verwendung von Aktivkohle-Suspensionen miissen
daher meistens niedrige Temperaturen (4°C) und kurze,
gleichlange Reaktionszeiten eingehalten werden, um diesen
Effekt kleinzuhalten.

Bei der Doppelantikorper-Technik wird der Antigen-Anti-
korper-Komplex durch Zugabe eines zweiten Antikorpers voll-
stindig ausgefillt, der gegen den ersten Antikorper gerichtet
ist. Dieses Verfahren ist jedoch hiufig kritisch, setzt Zentrifu-
gen mit hoher g-Zahl und auBerdem einige Ubung voraus.
Sicherer und einfacher in der Handhabung ist dagegen eine
Trennmethode, bei welcher der zweite Antikorper kovalent
an eine feste Phase, z. B. an Cellulose, gebunden ist!*%). Diese
Immunosorbentien sind sehr stabil und lassen sich gegen alle
Antikorper einer Tierspezies einsetzen. Sie werden dem Reak-
tionsansatz als Suspension zugefiigt, liefern gut sichtbare Nie-
derschlige und zeichnen sich durch extrem niedrige unspezifi-
sche Bindungen aus.

Einfach in der Durchfithrung ist auch die Trennmethode,
bei welcher die Innenwand eines Polystyrol-Testrohrchens,
kleine Kunststoff-Kugeln oder -Scheibchen mit dem Antikor-
per adsorptiv beschichtet sind. Hierbei gelingt die Abtrennung
durch einfaches AusgieBen des Reaktionsgemisches. Zur Be-
schichtung werden jedoch, abgesehen von einigen Schwierig-
keiten bei der gleichmiBigen Herstellung, groBere Mengen
und héhere Konzentrationen des hiufig sehr wertvollen Anti-
serums benétigt. SchlieBlich sind auch einige Radioimmunoas-

Angew. Chem. [ 88. Jahrg. 1976 / Nr. 17

says bekannt, bei denen bereits der erste Antikorper chemisch
an aktivierte Polymere gebunden ist. Damit ist es nach Ablauf
der Reaktion moglich, die freie von der gebundenen Substanz
ohne jedes weitere Reagens direkt abzutrennen.

Inkubat

a Substanz Ag
a radioaktiv markierte Substanz Ag*

M spezifischer Antikorper Ak
Fremdstotfe
Cf Ag - Adsorption

o]

M Ag- Ak -Komplex
Ag- Ak - Polymer - Komplex
Ag- AK1- Ak2 - Komplex
Ag- Ak1- Ak2 - Polymer - Komplex

Abb. 5. Schematische Darstellung der Trennwirkung bei Radioimmunoassays
zur Bestimmung von Antikorper-gebundener und freier Substanz. a) EiweiBfil-
lung, b) Adsorptionsmittel, c) Doppelantikérper (DA), d) Immunosorbens
(DASP), ) Antikorper adsorptiv an die Oberfliche gebunden, f) Antikrper
chemisch an Polymer gebunden.

Bei allen Trennoperationen wird nach inniger Durchmi-
schung des Trennreagens mit dem Inkubat und Beendigung
der Reaktion, die Minuten bis Stunden dauern kann, zentrifu-
giert und die iiberstehende Losung vom Riickstand abgetrennt.
Im letzten Arbeitsschritt wird dann die Radioaktivitit von
einer der beiden Phasen - Sediment oder Uberstand — gemes-
sen.

51



6. Durchfiihrung von Bestimmungen und Bewertung der
Ergebnisse

Bisher ist es bei jeder radioimmunologischen Bestimmung
erforderlich, mit den zu untersuchenden Proben auch eine
Eichkurve aufzunehmen. Fiir die Richtigkeitskontrolle, z. B.
bei einer Hormonbestimmung im Serum, ist es ferner notwen-
dig, eine Probe mit bekanntem Gehalt mitzufiihren.

Zur Durchfiihrung eines Radioimmunoassays sind genau
gleiche Volumina - im allgemeinen 100 pl — der Standardlsun-
gen mit verschiedener Konzentration und der Proben in ca.
2 bis 4ml fassende ReaktionsgefidBe zu pipettieren. Die Reak-
tionsgefile bestehen meistens aus Polystyrol oder Polypropy-
len und werden nur einmal verwendet. In jeden Reaktionsan-
satz werden dann exakt gleiche Mengen, z. B. 100 oder 200 pl,
einer Losung mit radioaktiv markierter Substanz sowie die
verdiinnte Antikorper-Losung gegeben. Um eine Adsorption
der Reaktionskomponenten auf der Innenfliche der Testrohr-
chen und damit fehlerhafte Bestimmungen zu vermeiden, sind
alle Losungen gepuffert und enthalten als Trigerprotein haufig
Albuminzusitze.

Im allgemeinen werden alle Testansitze doppelt, in einigen
Fillen, insbesondere zur Aufnahme der Eichkurve, sogar drei-
fach angesetzt. Durch Einsatz von Dosierpumpen, Verdiin-
nungsgeriten und automatisch arbeitenden Pipettierstationen
lassen sich die meisten Arbeitsschritte rationalisieren. Fiir die
routinemiBige Bestimmung groBerer Probenserien sind in den
letzten Jahren teil- und vollautomatisierte Analysensysteme
entwickelt worden, die sich insbesondere fiir Radioimmunoas-
says mit gleicher Trenntechnik, z. B. der Doppelantikorper-
Methode oder Gelfiltration, eignen(#®-4!),

Unter den giinstigsten Reaktionsbedingungen, die bei der
Ausarbeitung eines Assays ermittelt werden miissen, sind die
Testansitze einige Stunden bis einige Tage zu inkubieren.
AnschlieBend muB nach den beschriebenen Methoden die
freie von der Antikrper-gebundenen Substanz abgetrennt und
die Radioaktivitit einer Phase im ,,y-Bohrloch“ oder bei mit
3H-markierten Verbindungen im Fliissigkeitsszintillationszih-
ler gemessen werden. Mit den MeBwerten l4Bt sich die Eichkur-
ve konstruieren und aus dieser der Gehalt der Probe ablesen.

Je nach Art der Auftragung nehmen Eichkurven verschiede-
ne Gestalt an (Gerade, Hyperbel, sigmoide Form). So kénnen
zur Auswertung u. a. die Anzahl der beim radioaktiven Zerfall
gemessenen Impulse, Prozent absolute oder Prozent relative
Bindung gegen die Konzentration oder den Logarithmus der
Konzentration aufgetragen werden. AuBer den manuellen Me-
thoden sind auch mechanische Verfahren zur Auswertung
geeignet, von denen sich die logit-log-Transformation, bei der
die Kurve mehr oder weniger linearisiert wird, und insbesonde-
re die Gliattung durch Spline-Funktion gut bewihrt ha-
ben!*2- 431 Welche der vielen Methoden zur Auswertung heran-
gezogen wird, hidngt vom einzelnen Radioimmunoassay und
nicht zuletzt von der Zahl der auszuwertenden Proben ab.
Es ist jedoch notwendig, daB auch bei mechanisierter Auswer-
tung stets die Eichkurve gezeichnet und ihr Verlauf kritisch
beurteilt wird.

Um die Zuverldssigkeit der erhaltenen Ergebnisse und damit
letztlich die Qualitit eines Radioimmunoassays sicherzustel-
len, miissen einige charakteristische ‘GroBen bekannt sein.
Hierzu gehoren neben Spezifitat und Empfindlichkeit vor al-
lem die Genauigkeit, Reproduzierbarkeit und Richtigkeit eines
Assays.
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Wie bereits vorher erwidhnt, wird die Spezifitit eines Ra-
dioimmunoassays im wesentlichen durch den Antikorper be-
stimmt. Sie kann durch Kreuzreaktionen mit dhnlich aufge-
bauten Substanzen sowie mit Bruchstiicken davon, aber auch
durch den Trennschritt beeintridchtigt werden. Auch Serumfak-
toren, pH-Wert, Zusitze wie Albumin, Puffer, Heparin oder
Konservierungsmittel konnen die Spezifitit verringern.

Ein weiteres Merkmal zur Beurteilung eines Radioimmu-
noassays ist seine Empfindlichkeit. Darunter versteht man
die kleinste, noch signifikant nachweisbare Konzentration ei-
ner Substanz. Die Empfindlichkeit ist abhédngig von der Spezifi-
tat des Antikorpers und wird um so hoher, je starker der
Tracer radioaktiv markiert ist oder je weniger hiervon dem
Testansatz zugesetzt wird. Die Empfindlichkeit kann als Spe-
zialfall der Genauigkeit bei der Konzentration Null angesehen
werden. Praktisch 148t sich die untere Nachweisgrenze z.B.
dadurch ermitteln, daB vom Anfangsbindungswert die 3s-Ab-
weichung seiner Streuung abgezogen und die zugehdrige Kon-
zentration aus der Eichkurve abgelesen wird. Gelegentlich
kann die Empfindlichkeit von Assays, bei denen die immunolo-
gische Reaktion irreversibel ist oder im Nichtgleichgewicht
gemessen wird, durch verzogerte Zugabe der radioaktiv mar-
kierten Substanz (,kalte“ Vorinkubation) gesteigert wer-
den!*%),

Die Genauigkeit, mit der eine Bestimmung durchgefiihrt
werden kann, hingt von drei verschieden groBen Fehlern
ab. Neben den experimentellen Fehlern, die durch mehrere
Pipettierschritte sowie Storungen der Reaktion (z.B. unter-
schiedlich groBe Wandadsorption) hervorgerufen werden, tre-
ten auch Fehler beim Messen der Radioaktivitit (u. a. statisti-
scher Fehler des radioaktiven Zerfalls) und bei der Auswertung
der einzelnen Proben auf. Aufgrund dieser verschiedenartigen
Fehler ist es verstindlich, daB die Genauigkeit nicht in jedem
Kurvenabschnitt gleich gut sein kann, Durch Mehrfachbestim-
mungen und lange Zahlzeit ist es jedoch méglich, die zufilli-
gen Fehler zu verringern und damit ein genaueres Ergebnis
Zu erzielen.

Ein weiteres Qualitdtsmerkmal ist die Reproduzierbarkeit.
Aus Doppel- oder Mehrfachbestimmungen von Proben eines
Assays und der dabei gefundenen Abweichung vom jeweiligen
Mittelwert wird die Intra-Assay-Reproduzierbarkeit berech-
net. Sie liegt normalerweise unter S Prozent. Unter Inter-Assay-
Reproduzierbarkeit wird der Variationskoeffizient verstanden,
der sich aus der Bestimmung derselben Probe in mehreren
verschiedenen Assayansitzen unter Verwendung verschiede-
ner Reagentien ergibt. Bei genauen und gut reproduzierbaren
Radioimmunoassays liegt dieser Wert unter 10 Prozent!sl,

Besonders schwierig ist die Beurteilung, ob der radioimmu-
nologisch gefundene Wert richtig ist, d. h. moglichst identisch
ist mit dem unbekannten wahren Wert. In diesem Zusammen-
hang muB darauf hingewiesen werden, daB sich mit Radioim-
munoassays nur die Menge der immunologisch wirksamen
Substanz bestimmen ldBt. Diese ist nicht zwangslaufig mit
der Menge der biologisch aktiven Substanz identisch. Zum
Vergleich von normalen und abnormalen Werten aus verschie-
denen Laboratorien ist es unerlaBlich, den eigenen Standard
mit einem internationalen Referenzstandard einzustellen!*6).

Fiir die Richtigkeitskontrolle eignen sich auerdem Testse-
ren, die in mehreren Verdiinnungen bestimmt werden, sowie
Wiederfindungsmessungen (,,recoveries*), bei denen einer Pro-
be bekannte Mengen der Substanz zugesetzt werden. Die Be-
stimmung der Probe mit und ohne zugesetzte Substanz gibt
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AufschluB dariiber, ob Probeneinfliisse das Ergebnis verfdl-
schen.

7. Radioassay und Immunoradiometrischer Assay

Eng verwandt mit dem Radioimmunoassay sind die Ra-
dioassays sowie Varianten des Immunoradiometrischen As-
says (IRMA)“"1, Bei Radioassays wird anstelle eines Antikor-
pers ein im Organismus bereits vorhandenes Triger- oder
Transportprotein als Bindungspartner benutzt. Von groBer
praktischer Bedeutung sind zwei Radioassays fir die Schild-
driisendiagnostik, bei denen das Thyroxin-bindende Globulin
(TBG) das Bindungsreagens ist.

Nach der Sekretion aus der Schilddriise werden die beiden
Hormone Thyroxin (T4) und Triiodthyronin (T3) (siche Ab-
schnitt 4) nahezu vollstindig von Serumproteinen, insbesonde-
re von TBG gebunden. Ein indirektes MaB fiir die Schilddrii-
senaktivitiit ist daher die TBG-Bindungskapazitit, die sich mit
dem radioaktiven Indikator [***I]-T3 ermitteln liBt. Hierzu
muB nach Absittigung der freien Bindungsstellen ebenso wie
beim Radioimmunoassay das gebundene [*#°1]-T3 vom freien
abgetrennt und gemessen werden. Die Bestimmung von T4
basiert auf der Tatsache, daB dieses entsprechend seiner aktuel-
len Konzentration radioaktives ['**I]-T4 aus einem markier-
ten [ 2°I]-T4-TBG-K omplex verdringen kann. Nach Einstel-
lung des Gleichgewichts wird auch hier das freigesetzte ['2°]-
T4 vom Komplex z. B. mit einem Ionenaustauscher abgetrennt
und die Radioaktivitit gemessen.

Ag+AK* - Ak*-Ag
Ak*+ Ag-Polymer =~ Ak*- Ag-Polymer

Im Gegensatz zum Radioimmunoassay wird beim immuno-
radiometrischen Assay anstelle des Antigens der Antikorper
radioaktiv markiert und im UberschuB dem Testansatz zuge-
setzt. Bedingt durch diesen UberschuB sind am Ende der
Reaktion alle Antigen-Molekiile vom Antikdrper gebunden,
so daB eine Trennung zwischen Antigen-Antikorper-Komplex
und iiberschiissigem Antikorper notwendig ist. Neben einer
Reihe von Vorteilen, z. B. der groBeren Stabilitédt des iodierten
Antikrpers im Vergleich zum markierten Antigen, der erreich-
baren hohen spezifischen Radioaktivitit (ohne Verlust an Im-
munreaktivitit) und der hohen Empfindlichkeit bei Assays
fir hochmolekulare Verbindungen hat diese Methode auch
einige Nachteile. So ist wegen der geringen GroBenunterschie-
de zwischen Antik6rper und Antigen-Antikorper-Komplex die
Trennung oft schwierig. Sie wird deshalb mit einem Immuno-
sorbens durchgefiihrt, bei dem das Antigen an einen polymeren
Trager gebunden ist. Auch zur lodierung miissen die Antikor-
per zundchst an dieses Immunosorbens gebunden und an-
schlieBend davon wieder abgelost werden. Meist treten hierbei
Verluste auf, so daB man relativ groBe Mengen des wertvollen
Antiserums benotigt.

Kann das Antigen zwei Antikorper-Molekiile binden, so
1aBt sich auch die Sandwich-Technik (Zwei-Seiten-Assay)
durchfiihren. Das zu bestimmende Antigen wird hierbei zuerst
mit einem trigerfixierten AntikGrper umgesetzt, der gebildete
Komplex gewaschen und dann in einer zweiten Reaktion mit
dem radioaktiv markierten Antikorper inkubiert. Dabei bildet
sich ein markierter Antikorper*-Antigen-Antikrper-Polymer-
Komplex.
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Auf dieser Sandwich-Technik basiert die Austestung von
Humanseren auf Hepatitis-B-Virus-Antigen (HB- Ag), eine der
am hiufigsten durchgefiilhrten immunoradiometrischen Be-
stimmungen.

8. Zusammenfassung

Radioimmunologische Bestimmungsmethoden haben in den
letzten Jahren zu einem wesentlich besseren Verstindnis der
endokrinologischen Physiologie beigetragen. Sowohl in der
Diagnostik als auch bei der Uberwachung der Therapie sind
diese Verfahren hinsichtlich der Empfindlichkeit, Spezifitit,
generellen Anwendbarkeit und einfachen Handhabung den
meisten anderen Analysenverfahren tiberlegen. AuBer in der
Biochemie und klinischen Chemie wird der Radioimmunoas-
say in der Mikrobiologie, Toxikologie und Virologie sowie
zur Unterstiitzung des Metabolismus von Arzneimitteln routi-
nemaBig eingesetzt. Es ist ebenfalls abzusehen, daB diese Me-
thoden auch in der Krebsvorsorge sowie fiir die Verlaufskon-
trolle bei Tumorerkrankungen nach therapeutischen MaBnah-
men Bedeutung erlangen werden.
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Zuschriften sind kurze vorldufige Berichte iiber
Forschungsergebnisse aus allen Gebieten der Che-
mie. Vom Inhalt der Arbeiten mul3 zu erwarten
sein, daf} er aufgrund seiner Bedeutung, Neuartig-
keit oder weiten Anwendbarkeit bei sehr vielen
Chemikern allgemeine Beachtung finden wird.
Autoren von Zuschriften werden gebeten. bei Ein-
sendung threr Manuskripte der Redaktion mitzu-
teilen, welche Griinde in diesem Sinne fiir eine vor-
dringliche Veroffentlichung sprechen. Die gleichen
Griinde sollen im Manuskript deutlich zum Aus-
druck kommen. Manuskripte. von denen sich bei
eingehender Beratung in der Redaktion und mit
auswirtigen Gutachtern herausstellt. daB sie diesen
Voraussetzungen nicht entsprechen, werden den
Autoren mit der Bitte zuriickgesandt, sie in einer
Spezialzeitschrift erscheinen zu lassen, die sich
direkt an den Fachmann des behandelten Gebietes
wendet.

Konformationen und N-Inversionsbarrieren in Tropan-

weniger gehindert geltende dquatoriale Position einnimmt!2),
Wir haben versucht, die ' 3C-NMR-Tieftemperaturspektrosko-
pie auch auf die Inversion am Stickstoff anzuwenden; der
Austausch zwischen dquatorialen und axialen N-——H-Bindun-
gen erwies sich jedoch bei Piperidin als zu schnell. Dagegen
gelingt es, durch Einfiihrung der C6—C7-Briicke die Inversion
so zu verlangsamen, daB in den '3C-NMR-Spektren der resul-
tierenden Tropanverbindungen (1) bei tiefen Temperaturen
zwei Konformere mit getrennten Signalpaaren fiir alle C-Ato-
me auler C3 sichtbar werden. e-(1) ist das Konformer mit
dquatorialem, a-(1) dasjenige mit axialem N-Substituenten
(bezogen auf das Piperidinsystem).

Die aus den Intensititsverhiltnissen berechnete Grund-
zustandsenergiedifferenz (Tabelle 1) fiir (1 a) stimmt mit dem
Wert aus einer 'H-NMR-spektroskopischen Bestimmung
(0.90 kcal/mol) iiberein, welche hier durch Aufspaltung des
CH -Signals bei ~100°C moglich ist. Wahrend demnach die
Methylgruppe eine starke konformative Priferenz aufweist,
finden wir durch die ' 3C-NMR-Messung des Nortropans (1 ¢)
unter den gleichen Bedingungen eine nahezu gleiche Popula-
tion von e-(le) und a-(1e). Damit ist fiir eine bestimmte
Molekiilgeometrie die fast gleiche WirkungsgroBe von einsa-

X X
verbindungen!"! Sy b3
Von Hans-Jorg Schneider und Lothar Sturm(’] ;&\Y
Im Mittelpunkt der Kontroverse um die Konformation
des Piperidins steht die Frage, ob das freie Elektronenpaar a-11) (2)
oder ein Substituent wie Wasserstoff am Stickstoff die als Y

Tabelle 1. '*C-NMR-Verschiebungen, Grundzustandsenergiedifferenzen (AG®) und Inversionsbarrieren (AG*, AH*, AS*) bei Tropankonformeren (). Die Ver-
schiebungen [ppm] sind aufl TMS bezogen. Ein Sternchen bedeutet vertauschbare Zuordnungen ; die Energieparameter (in kcal/mol bzw. cal K - mol ') sind Best-
werte aus Messungen von jeweils vier Signalpaaren [drei bei (1¢)], die Fehler sind dic aus der Regressionsanalyse erhaltenen mittleren Abweichungen (ohne syste-
matische Fehler). AG* wurde durch vollstindige Linienformanalysen iiber einen Bereich von etwa 50° ermittelt.

X Y Ct1,5 C24 c6,7 N-CH, Cc3 AG°= AH® AGH;, AH* AS*
e-(1) a-(1) e(1) a(l) e(1) a(l) e-(1) a-(1) (1) [e]

a CH; H[a] 6185 5704 3235 2215 2553 28.77 4210 3271 16.37 091 9.17+0.03 132411 +18+5
b CHy endo-OH[b] 6074 5636 39.50 29.87* 2534 2854* 4113 3264 63.41 1.20 11054009 143406 +1443
¢ CH, exo-OH[b] 6185 58.16 4158 3261 2625 2917 4080 32.82 63.08 0.71 113 +03

d CH, endo-CH;[a] 6126 5665 3827 28.07* 2560 2885* 41.64 33.00 2248 [c] 062 9.26+002 123405 +14+3
d CH,; endo-CH,[b] 6159 5718 3787 2841* 2553 2868 4099 3270 2241 [d] 099 10.73+004 147404 +1742
e H HI[a) 5525 5343  31.59 3393 3029 2795 — — 17.55 —0.08 7.79 [1£002 63403 - 9+2

[a] 6% in CFCl,; —100°C [ —133°C bei (/e)]. [b] 6% in CFCl,/CH,OH (2:1), —70°C. [c] (C3}-CH,: 25.40. [d] (C3)}-CH,: 25.53. [¢] AG®=AG, ,,—AG,_ .
AS®=022 [f] Bei —100°C gemessen.

[*] Prof. Dr. H.-J. Schneider und Dipl.-Chem. L. Sturm
Fachbereich 14 der Universitit, Fachrichtung Organische Chemie
6600 Saarbriicken 11

mem Elektronenpaar und Wasserstofl experimentell nachweis-
bar geworden.
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