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Radioimmunologische Bestimmung von TSH im Serum

F. ERHARDT, J. MARSCHNER, P.C. SCRIBA

II. Medizinische Klinik, Laboratorien flir Klinische Chemie
und Endokrinologie, Universitdt Miinchen

Die radioimmunologische TSH-Bestimmung vor allem zusammen mit
dem TRH-Test hat sich in den letzten Jahren einen festen Platz
unter den Laboratoriumsmethoden zur Diagnostik und Therapie-
kontrolle von Schilddriisenerkrankungen erworben.

Seit Odell et al. (1) 1965 als erste die radioimmunologische
TSH-Bestimmung im menschlichen Serum mit Hilfe der Doppelanti-
kérpermethode beschrieben haben, sind eine Vielzahl von Ver-
S6ffentlichungen zu diesem Thema erschienen.

Inzwischen sind mindestens 5 TSH-Kits auf dem Markt, die alle
nach der Doppelantikdrpermethode oder einer Variante der Dop-
pelantikOrpermethode zur Trennung von gebundenem oder freiem
TSH arbeiten. Daneben sind Kits auf dem Markt, die nach der
sog. Solid-Phase-Technik arbeiten. Alle kduflichen TSH-Kits
und alle laboreigenen TSH-RIA's haben folgendes gemeinsam:

1. Verwendung eines 125J-markierten Thyreotropins als Tracer,

2. Verwendung eines gegen humanes Thyreotropin gerichteten
spezifischen Antiserums in geeigneter Verdiinnung (eventuell
an eine feste Matrix gebunden), und

3. TSH-Standards, z.B. den internationalen Standard MCR 68/38
oder daran geeichte Standards.

4. SchlieBlich beinhalten die Doppelantik&rpermethoden natives
oder an eine polymere Matrix gebundenes pré&dzipitierendes
Antiserum.

Man kann sagen, daB die in den Kits verwendeten Reagenzien

durchweg brauchbar sind.

Kits und laboreigene Methoden unterscheiden sich durch folgen-
de Punkte:

1. Durch die Inkubationsvorschriften,

2. durch das Milieu, in dem Standards angesetzt werden, und

3. durch die Art der bound und free Trennung.

Ein im Friihjahr dieses Jahres von der Sektion Schilddriise der

Deutschen Gesellschaft fiir Endokrinologie durchgefiihrter Ring-

versuch zur radioimmunologischen TSH-Bestimmung (2) hatte ex-

perimentellen Charakter und verfolgte zwei Fragestellungen:

1. Sollte der Status quo der TSH-Bestimmung festgestellt wer-
den, und

2. sollten Anhaltspunkte flir methodische Verbesserungen, vor
allem beziiglich Empfindlichkeit und Richtigkeit des TSH-
Radioimmunoassays, gewonnen werden.

Bei diesem TSH-Ringversuch, dessen technische Durchfiihrung in
den Hdnden unserer endokrinologischen Gruppe in Miinchen lag,
wurden nicht nur einzelne Kontrollwerte versandt, sondern zu-
sdtzlich eine komplette Eichkurve in TSH-armem Serum, um Unter-
schiede in der Messung in Serum und in Puffer in verschiedenen
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Abb. 1: a) Histogramm der MeRBergebnisse einer Kontrollprobe
(Poolbereich 15,1 - 20 mE/1 hTSH) anhand der je-
weiligen Standardkurve, x = Mittelwert, VK = Varia-
tionskoeffizient. 5-95 % = Mittelwert und VK nach
Eliminierung der oberen und unteren 5 % Extrem-
werte (+ 1,7 s-Bereich).

b) Histogramm der MeBergebnisse der gleichen Probe
abgelesen auf der jeweiligen Wiederfindekurve.

Konzentrationsbereichen zu erfassen. Abb. 1 zeigt, was 24 La-
boratorien fiir ein Kontrollserum, das 18 uE TSH/ml enthielt,
im einzelnen gemessen haben. Bei Ablesung von der laboreigenen,
meistens in einem Puffermedium angesetzten Standardkurve streu-
en die Werte von 7 bis 211 uE TSH/ml, das entspricht einem
Variationskoeffizienten von Labor zu Labor von 127 %. Wurde
der Kontrollwert von der an jeden Teilnehmer versandten Wieder-
findekurve in TSH~-armem Serum abgelesen, so streuten die Werte
nur noch zwischen 7 und 32 pyE TSH/ml, was einem Variations-
koeffizienten von Labor zu Labor von 31 % entspricht. Dieses
Ergebnis zeigt deutlich, daB die Vergleichbarkeit von radio-
immunologisch gemessenen TSH-Werten enorm viel besser wird,
~hier um einen Faktor 4- wenn TSH-Standardkurven prinzipiell

in einem TSH-armen Serum angesetzt werden. Die ndchsten drei
Dias sollen IThnen noch einmal die Diskrepanzen von TSH-Eich-
kurven aufzeigen, die vergleichsweise in Puffer und in TSH-
armem Serum angelegt wurden. Die Bilder stammen ebenfalls aus
dem Ringversuch. Das erste der drei Dias zeigt den Idealfall:
Die in einem albuminhaltigen Puffer angelegte Standardkurve

ist nahezu identisch mit einer Standardkurve, die in TSH-armem
Serum angelegt ist. Wdre das immer so, bestiinde kein Grund,

das Anlegen von TSH-Standardkurven in Serum zu empfehlen.

Das zweite Dia zeigt eine Rechtsverschiebung der Standard-



05

o]

I N N SO W SN S

039 076156 313 625 125 25 SO 100

Abbildung 2

10

05

Ny T T T T
- ?14\1
L \L |
! \R}l\]
‘\
i T\
] AN
5 \1\

I T N N N S N N

097 195 33 78 156 312 625 125 250 500

Abbildung b

Ordinate:

B-N
B,-N

Abszisse: Thyrotropin (mE/1)

17

05—

[

N N S I SRS O B
039 078 156 313 625 125 25 50
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Abb. 2 - b

Standardkurven = SK (——)
und Wiederfindekurven = WK
(--=-). Die Abszisse ist lo-
garithmisch geteilt und gibt
jeweils die Konzentrationen
der laboreigenen Standard-
kurve wieder (s. Text).

Abb. 2: Methode: eigene Modi-
fikation ("kalte" Vorinkuba-
tion, Doppelantikdrper), re-
ziproker Wert der Regression
zwischen SK und WK (b_) =
0,93 im Bereich zwischen 80
und 15 %.

Abb. 3: Methode: eigene Modi-
fikation ("kalte" Vorinkuba-
tion, Doppelantikdrper) b_ =
2,44 zwischen 80 und 20 %%

Abb. 4: Methode: Byk-Mallinck-
rodt RIA-mat-TSH ("heiBe" Vor-
inkubation, Doppelantikdrper)
b, = 0,39 zwischen 80 und

28 %.
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kurve in Serum im Vergleich zur Standardkurve in Puffer (Abb.
3) . Das bedeutet, daB in diesem Radioimmunoassay von der Puf-
ferstandardkurve zu niedrige Werte abgelesen werden.

Das dritte Bild (Abb. 4) dieser Serie demonstriert den umge-
kehrten Fall; die Standardkurve im Serum ist gegeniiber der
Puffer-Kurve nach links verschoben: In diesem Radioimmunoassay
werden von der Pufferkurve zu hohe Serumwerte abgelesen.

Aus unserer fast vierjdhrigen Erfahrung mit eigenem TSH-Radio-
immunoassay nach der klassischen Doppelantikdrpermethode, bei
der wir konsequent in jedem Ansatz zwei Standardkurven mitge-
fiihrt haben, ndmlich eine in 4,2 %igem Rinderalbuminpuffer und
eine zweite in TSH-armem Serum, wissen wir, daB zwar hdufig
Identitdt von Puffer und Standardkurve besteht, allzu oft je-
doch Abweichungen in der eben von mir demonstrierten Weise auf-
treten. Diese Erfahrung und die daraus zu ziehende Konsequenz,
die Standardkurven in TSH-armem Serum anzulegen, wurde durch
den TSH-Ringversuch voll bestdtigt.

Die radioimmunologische TSH-Bestimmung ist zwar nicht unemp-
findlicher als andere Radioimmunoassays, doch liegen die basa-
len TSH-Spiegel mit einem Normalbereich von 0,5 - 3,8 uE/ml
(3, 4) so niedrig, daB alle vernilinftigen Moglichkeiten zur
Empfindlichkeitssteigerung eines Radioimmunoassays ausgeniitzt
werden miissen, um im Basalbereich noch empfindlich TSH messen
zu kdnnen. Die Empfindlichkeit eines Radioimmunoassays reichte
in keinem Fall bisher aus, um hyperthyreote TSH-Werte signifi-
kant von niedrig-normalen basalen TSH-Werten zu unterscheiden.
Neben dem Einsatz von Tracer in geringer Konzentration und
TSH-Antiserum in einer Konzentration, die zwischen 20 und 40 %
bindet, flihrt die kalte Vorinkubation an TSH zu einer Empfind-
lichkeitssteigerung der Messung um einen Faktor 2 - 5 gegen-
iber der gleichzeitigen Inkubation. Auf Abb. 5 sind Standard-
kurven dargestellt, die sich nur durch die Inkubationsbedin-
gungen unterscheiden. Kurve A zeigt eine Standardkurve mit
heiBer Vorinkubation, bei Kurve B wurden Tracer, Standard und
Antiserum gleichzeitig zusammengemischt, Kurve C und D sind
Standardkurven mit kalter Vorinkubation, wobei bei C zwei Tage
kalt vorinkubiert und dann mit Tracer drei Tage weiter inku-
biert wurde, bei Kurve D wurde fiinf Tage kalt vorinkubiert und
dann drei Tage mit Tracer weiter inkubiert. Die Empfindlich-
keit, gemessen an der unteren Nachweisgrenze, steigt von Kurve
A zu Kurve D von 10 iiber 2 auf 0,8 und 0,4 uE TSH/ml. Auch
diese Ergebnisse konnten durch den TSH-Ringversuch bestdtigt
werden: Methoden, die eine heiBe Vorinkubation einschlossen,
zeigten im niederen MeRbereich flachere Eichkurven als Metho-
den, die gleichzeitige Inkubation oder sogar kalte Vorinkuba-
tion einschlossen. So stieg der mittlere Variationskoeffizient
beim Ubergang von kalter iliber gleichzeitige bis zur heiBen
Vorinkubation entsprechend dem flacheren Kurvenverlauf und der
damit verbundenen schlechteren Prdzision von 24 iiber 36 auf

48 % an.

Abb. 6 zeigt Ihnen das an unserer Klinik angewandte Pipettier-
und Inkubationsschema fiir den Routine-TSH-RIA, wie er seit
etwa einem Jahr automatisiert durchgefiihrt wird. Die Inkuba-
tionszeiten sind dabei wesentlich l&nger als in den meisten
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1. Diluter System:
sample  lstanti- buffer  number of
body7) replicates

zero-standard (Bg) - 200l 100ul 9
standards®) (0.39- 100l 200 - 3

100 mU/l)

nonspecific binding - - 300ul 6
unknowns 100ul  200ul - 2

Incubation for 60 hours at room temperature.

2. Pipetting Unit:

Addition of 100 ul 25I-labelled thyrotropin®) (20000 cpm,

specific activity 50 Ci/g) to each vial.

Incubation for 40 hours at room temperature.

3. Pipetting Unit:

Addition of 100 ul 2nd antibody!©) to each vial.

Incubation for 14 hours at room temperature.
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Abb. 5:

EinfluB der Vorinkubation
auf Standardkurven in Puf-
fer B. Sgezifische Aktivi-
tat des '25J-TSH = 36 mCi/
mg; 22600 Imp./min per Pro-
be = 1250 pg

A: L4 h Vorinkubation mit
Tracer und Antikdrper 1,
anschlieBend 63 h Inku-
bation mit Standard
(A—A)

B: 63 h gleichzeitige Inku-
bation in Tracer, Stan-
dard und Antik&rper I
(o—0)

C: LY h Vorinkubation von
Standard und AntikOdrper
I; anschlieBend 63 h mit
Tracer (O —O0O)

D: 140 h Vorinkubation mit
Standard und Antikdrper
I, anschlieBend 63 h mit
Tracer (@ — @)

Die gestrichelte Linie

zeigt die untere Nachweis-

grenze fiir alle L4 Kurven.

Abb. 6:

Arbeitsschema fiir den TSH-
Doppelantikdrper-Radio-
immunoassay.
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Kit-Vorschriften. Das hdngt vor allem damit zusammen, daB wir
riesige Serien mit bis zu tausend Proben in einem Ansatz haben
und wir durch lange Vorinkubation nicht nur die Empfindlich-
keit steigern, sondern durch die langen Pipettierzeiten be-
dingte Unterschiede in den Inkubationszeiten damit ausgleichen
In jedem Assay werden 9 Nullwerte fir die Berechnung der unte-
ren Nachweisgrenze mitgefiihrt, sowie 6 unspezifische Bindungen
also Proben ohne Antiserum. Die iibrigen Punkte der Standard-
kurve werden in Dreifachwerten angelegt. AuBerdem lassen wir
zwei Kontrollen, eine im niedrigen Bereich bei etwa 1 pE und
eine zweite bei etwa 20 uE TSH/ml am Anfang und am Ende eines
jeden Ansatzes mitlaufen. Wir setzen am Freitag an, wobei 0,1
ml Serum mit 0,2 ml Antiserum in einer Verdiinnung, die etwa

40 % des Tracers zu binden vermag, zusammenpipettiert werden.
Am Montag friih werden mit einer Hamilton-Spritze 0,1 ml J-
TSH hinzugeschossen, dann 30 - 40 Stunden weiter inkubiert

und schlieflich am Dienstag abend 0,1 ml prédzipitierendes
Antiserum ebenfalls mit einer Hamilton-Spritze hinzupipettiert.
Am ndchsten Morgen erfolgt die Bound/Free-Trennung durch Fil-
tration (5). Bis vor einem Jahr wurde bei uns durch Zentri-
fugation und Absaugen des Uberstandes die Bound/Free-Trennung
durchgefiihrt. Dieses von uns seit Jahren durchgefihrte "klas-
sische" Doppelantikérperverfahren bietet den groBen Vorteil,
daB in keinem Schritt des Radioimmunoassays geschiittelt werden
muB, da beim Pipettieren mit der Hamilton-Spritze ausreichend
durchmischt wird und das Reaktionsgemisch homogen bleibt, so
daB die Durchfiihrung bequem ist, sich leicht mechanisieren
1438t und daher auch fiir groBe Probenserien geeignet ist (6).

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB es sich nach den Er-
fahrungen der letzten Jahre und aufgrund der Ergebnisse eines
TSH-Ringversuchs empfiehlt, zur Steigerung der Richtigkeit
TSH-Standardkurven fiir die TSH-Messung im Serum stets in TSH-
armem Serum (7) anzulegen und durch Anwendung kalter Vorinku-
bation Empfindlichkeit und Pré&dzision der radioimmunologischen
TSH-Bestimmung zu verbessern.
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