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—, Diphenylhydantoin 35

Fluorhydrolasen

—, Bestimmung, kinetische 446

— —, mit der pF-Elektrode 446

«,-Foetoprotein

—, Antiseren 340



oy-Foetoprotein

—, Isolierung 340

—, Serum 339

— —, Methodenvergleich 339

Formoltitration

—, Aminosduren 125

—, Ammoniak 123

Fragmentographie

—, Aldosteron 99

Fructose

—, Meerschweinchenleber 180

Fructose-1,6-diphosphat

—, Meerschweinchenleber 180,
181

Fructose-6-phosphat

—, Meerschweinchenleber 180,
181

Fullererde 411

Fumarsiure

—, Diinnschichtchromatographie
394, 395

Galaktosimie

—, Screening-Test 46

Galle

—, Gallensduren 376

Gallensiduren

—, Darminhalt 376

—, Galle 376

Gaschromatographie

—, Aldosteron 99

—, Testosteron 371

—, Thermogradientrohr 133

GefiBkrankheiten

—, Thrombocytenadhisivitit
215

Gehirn

—, Lipide 159

— —, Zusammensetzung 159

— — —, bei Alkoholabusus 159

Gelchromatographie

—, Y-Glutamyltranspeptidase 538

GEMSAEC-Analyzer 243

Gerinnung

—, Michaelis-Menten-Kinetik
107

Geschlecht

—, und Glucose-Toleranztest
114

Geschlechtsabhingigkeit

—, Aminosiureausscheidung 279

—, Hormonausscheidung 482

Geschlechtsverteilung

—, Paraproteinimie 51

Gleichgewichtskonstante

—, Lactatoxidation 476

Globulin, sexualhormonbinden-
des 358

Gluconeogenese 249

—, Hemmung 179

— —, durch 1-Methyl-4-(methyl-
5-isoxazolyl-)pyridiniumchlorid
179

—, Insulineinflul 259

Glucose

—, Blut 29, 506

— —, Bestimmung 506

— —, Normalwerte 29

—, Extraktion 66

—, Notmalwerte 66

Glucosebestimmung

—, GOD-Perid-Methode 31

— —, mit dem SMA 6/60 31

Glucosebestimmung

—, Hexokinase, fluorometrisch 24

— —, mitdem Auto-Analyzer 24

—, Zwei-Punkt-Methode 243

— —, GEMSAEC-Analyzer 243

— — —, Zuverlassigkeit 243

Glucose-6-phosphat

—, Meerschweinchenleber 180,
181

Glucose-Toleranztest, intraveno-
ser 114

—, und Alter 114

—, und Geschlecht 114

—, und Ubergewicht 114

Glutamatdehydrogenase

—, zur Ammoniakbestimmung
421

—, Km-Wert 424

—, Serum 184

— —, kinetische Bestimmung
184

— — —, Verschleppungseffekte
184

— —, Stabilitit 187

—, Stabilitit 422

y-Glutamyltranspeptidase 167

—, Urin 537

— —, Gelchromatographie 538

— —, bei Nephropathien 537

Glutathion-Reduktase 134

Glycerinaldehyd-3-phosphat

—, Meerschweinchenleber 180,
181

Glycerat-2-phosphat

—, Meerschweinchenleber

Glycerat-3-phosphat

—, Meerschweinchenleber

Glycerin

—, Meerschweinchenleber

Glycerin-3-phosphat

—, Meetschweinchenleber

Glycin

—, Urin 281, 282

Glycogen

—, Meerschweinchenlebet

Glycolysehemmung

—, mit Maleimid 243

Glykochenodesoxycholsiute 377

Glykodesoxycholsiure 377

Glykolithocholsiure 377

Glyozal-bis (2-hydroxyanil) 333

3. 5-GMP 224

—, Bestimmung 224

— —, im Plasma 228

— —, im Urin 228

Graviditit

—, Thyroxinkonzentration 260

Greiner Electronic Selective Ana-
lyzer (GSA) II

—, Atrbeitsablauf 78

—, Beschreibung aus technischer
Sicht 76

—, Harnstoff 553

—, Leistung 77

181
181
180

180

180

Harn s. auch Urin

—, Arylamidase 565

— —, bei Nierentransplantation
565

—, Blei 197

— —, Grenzwerte 200

—, Glucosebestimmung 24

—, Homogentisinsdure 447

—, 17-Oxosteroide 482

—, Pregnane 482

Harn s. auch Urin

—, Sulfatide 471

— —, Schnelltest 472

—, Testosteron 482

Himagglutination

—, passive 339

Himoglobin

—, Eisen 335

—, fetales 501

— —, Antigenpriparation 501

— —, Bestimmung 501

— —, Normalwerte 503

Halbwertszeit

—, Carbamazepin 460

—, Ostradiol-178 263

Harnsdure 403

—, Bestimmung, enzymatische403

—, Bestimmung, reduktometri-
sche 403

—, Normalwerte 348

Harnstoff

—, Bestimmung 553

— —, Storfaktoren 558

—, Extraktion 66

—, Halbwertszeit 150

—, Normalwerte 66

Hautfett

—, Lipidzusammensetzung 298

HbA 501

HbF 501

HCG 371

Hepatargie 159

Hepeatitis, akute

—, Thyroxinkonzentration 260

Hepatitis B 521

—, Antigen 521

Herz

—, 3’: 5-AMP 233, 234

—, Lactatdehydrogenase 155

— —, Isoenzyme 155

—, Magnesium 87

Heterogenitit

—, von Antikorpern 311

—, Desoxyribonuclease 117

Hirnlipide

—, Altersverinderungen 163

—, Fettsduren 159

— —, bei Alkoholabusus 159

Histidin

—, Urin 281, 282

Hoesch-Test 132

Homogentisinsdure

—, im Harn 447

Homovanillinsdure

—, Harn 3

—, Plasma 3

Hormon-Antikotperreaktionen
311

11-f-Hydroxy-dtiocholanolon

—, Urin 483

11-f-Hydroxy-androsteron

—, Urin 483

3-Hydroxy-buttersiure

—, Dunnschichtchromatographie
394, 395

3-Hydroxybutyrat

—, Meerschweinchenleber 181

2-Hydroxy-Fettsiuren

—, in Hirnlipiden 161

4-Hydroxy-3-methoxy-benzalde-
hyd

—, Absorptionsspektrum 368

—, Extinktionskoeffizient 368

4-Hydroxy-3-methoxy-benzyl-
amin 367

—, Absorptionsspektrum 368

Hyperlipidimie

—, Strenungsmessung 139

Hyperlipoproteinimien 291

Hyperthyreose

—, Trijodthyronin 324

Hyperthyreose 259

—, Thyroxinkonzentration 260

Hypothyreose

—, Trijodthyronin 324

Hypertonie

—, Thrombocytenadhisivitit 215

Hyperurikidmie

—, Definition 355

—, Ursachen 348

IgA 53

—, Paraproteine 548

— —, immunologische Dia-
gnostik 548

— — —, Hiufigkeitsverteilung
550

IgD 53

IgG 53

IgG-Paraproteine 388

IgM 53

Ikterus, cholestatischer

—, und Lipoprotein-X 415

Immunelektrophorese

—, ;-Antitrypsin 286

—, IgA-Paraproteine 549

Immunglobuline 51

Immunodiffusion, radiale 339

—, Auswerteverfahren 491

—, Himoglobine 501

Immunoglobulin

—, Polypeptidstruktur 388

—, Rekombination 388

Immuno plates 491

Immunoprizipitation

—, Transferrin 529

Insulin

—, und Gluconeogenese 252

Insulinresistenz 249

—, bei Adipositas 249

—, bei Diabetes mellitus 249

Tonenaustauschchromatographie

—, Aminosduren 279

Iproniazid 367

Isoamylasen

—, Detektion 319

iso-Citronensdure

—, Diinnschichtchromatographie
394, 395

Isoenzyme

—, Lactatdehydrogenase 155

— —, Herz 155

—, Phosphatase, alkalische 167

— —, Serum 167

Isoleucin

—, Urin 281, 282

Jaffé-Reaktion 411

Kalium

—, Extraktion 66

—, Normalwerte 66
Katecholamine

—, Abbau 4

—, Abbauprodukte 3

—, Bedeutung, diagnostische 11
—, Biosynthese 4

—, im Harn 3

— —, Analytik 3



Katecholamine

—, im Plasma 3

— —, Analytik 3

Knochenerkrankungen 167

—, Differenzierung von Leber-

Koérpergewicht

—, und Harnsdure 355

Kontamination 65

—, beim GSA II 82

Kontrazeptiva

—, und Aminosiureausschei-
dung 279

—, Thyroxinkonzentration 260

Kooperativitit

—, bei Hormon-Antikdrpet-
reaktionen 311

Kreatinin

—, Bestimmung 205

— —, lagerungsbedingte Fehler
205

—, Extraktion 66

—, Serum 411

— —, Normalwerte 66, 414

— —, Storsubstanzen 411

Krebszyklus

—, Sduren 393

— —, Diinnschichtchromato-
graphie 393

Kupfer

—,Ausscheidungsbedingungenl5

—, Erythrocyten 193

— —, Normalwerte 195

—, Serum 121, 193

Laboratorien

—, Analysenergebnisse 174

— —, Reihung 174

Lactat

—, Bestimmung 476

— —, Gleichgewichtskonstante
476

—,Meerschweinchenleber180,181

Lactatdehydrogenase

—, Isoenzyme 155

— —, Chromatographie 155

— —, Detektion 155

— —, Herz 155

— —, Methodik 155

— —, Substrataffinitit 155

Lactat/Pyruvat

—, Meerschweinchenleber 180

Lambert-Beet’sches Gesetz 146

LAP-Test 326

Latexagglutination 339

Leber

—, 3":5-AMP 233, 234

—, Magnesium 87

—, Steroidstoffwechsel 479

Leber-Galle-Erkrankungen

—, Differenzierung von
Knochen- 167

Leberperfusion

—, Maus 249

—, Meerschweinchen 179

Leberzellcarzinom

—, &;-Foetoprotein 339

Leucin

—, Urin 281, 282

Leucinaminopeptidase

—, Serum 326

— —, Normalwerte 328

Leucin-p-nitroanilid 326

Leukodystrophie, metachro-
matische 471

—, Diagnose 471

Lipase

—, Bestimmung 189

— —, Substrat 189

—, Normalwerte 192

—, Serum 257

— —, kinetische Methode 257

Lipide

—, in Hautfett 298

—, in Lp(a)-Lipoprotein 291

—, in Psoriasisschuppen 297

—, Verseifung 509

— —, bei Raumtemperatur 509

Lipoproteine 291

Lp(a)-Lipoprotein

—, Serum

— —, Agarosegelektrophorese
291

— —, Lipidzusammensetzung 291

Lipoprotein-X

—, bei cholestatischem Ikterus
415

—, Methoden 415

Liquor cerebrospinalis

—, Desoxyribonuclease 117

—, Eiweil} 432, 435

— —, Storfaktoren 432

—, Glucosebestimmung 24

—, myo-Inosit 432

—, zyklische Nucleotide 224

— —, Bestimmung 224

Lithocholsdure 377, 379

Luftanalyse 133

Lysin

—, Urin 281, 282

Magensaft

—, Chymosinaktivitit 398

Magnesium

—, Bindung an Zellmembran 237

—, Herz 87

—, -Tonenaktivitat, intrazellulire
237

—, Konzentration 237

— —, und Energiestoffwechsel
240

—, Leber 87

—, -Mangel 87

— —, embryotoxische Effekte 87

—, Muskel 87

—, Serum 87

—, Stoffwechsel 237

— —, von E. coli 237

—, Transportsysteme 241

Magnesiummangel 233

Malat

—, Meetschweinchenleber 181

Maleimid 243

Mangan

—, Erythrocyten 193

— —, Normalwerte 195

—, Serum 193

Massenspektrometrie 133

MeBbeteich, brauchbarer 65

Metabolitkonzentrationen

—, Meerschweinchenleber 180,
181

Metachromasie

—, Pseudoisocyanin 471

— —, durch Sulfatide 471

Metanephrin

—, Harn 3

—, Plasma 3

Methionin

—, Urin 281, 282

3-Methoxy-4-hydroxymandel-
sdure

—, Harn 3

—, Plasma 3

3-Methoxy-4-hydroxyphenyl-
essigsidure

—, Hatn 3

—, Plasma 3

1-Methyl-4-(3-methyl-5-iso-
azolyl-)pyridiniumchlorid 179

Michaeliskonstante

—, Carboanhydrase 331

—, Glutamatdehydrogenase 424

Michaelis-Menten-Kinetik

—, Gerinnung 107

Milchsdure

—, Diinnschichtchromatographie
394, 395

MiBbildungen

—, bei Magnesiummangel 89

Modulatotprotein 226

Monoaminoxidase 367

—, Hemmstoffe 367

—, Substrate 367

Morbus Bechterew

—, Thyroxinkonzentration 260

Muskel

—, 3":5-AMP 234

—, Magnesium 87

Myelomptroteine 388

myo-Inosit

—, Isolierung aus Liquor 433

—, als StSrsubstanz 432

Myokardinfarkt

—, Thrombocytenadhisivitit 215

Natrium

—, Extraktion 66

—, Normalwerte 66

Neocuproin 466

Nephelomettrie 146, 209

Nephropathien

—, y-Glutamyltranspeptidase im
Hatn 537

Nephrose

—, Thyroxinkonzentration 260

Neuroblastom

—, sekretorische Aktivitit 12

Neutronenaktivierungsanalyse
193

New Zealand obese mouse 249

—, Setumlipide 251

Nierentransplantation

—, Rejektionskrise 565

— —, Arylamidase im Harn 565

4-Nitrophenylphosphat 461

NNR-Tumotr

—, Thyroxinkonzentration 260

Nomenklatur 94

Noradtenalin

—, braunes Fettgewebe 233

Noradrenalin

—, Harn 3

—, Plasma 3

Normalwerte

—, Alanintransaminase 66

—, Ammoniak 426

—, Aspartattransaminase 66

—, Bilirubin 66

—, Calcium 66

—, Chlorid 66

—, Cholesterin 66, 414

—, Creatinin 66

—, Eisen 66

Normalwerte

—, Glucose 29, 66

—, Harnsdure 348

—, Harnstoff 66

—, Kalium 66

—, Kupfer 195

—, Leucinaminopeptidase 328
—, Lipase 192

—, Mangan 193

—, Natrium 66

—, Phosphatase, alkalische 66
—, Phosphor, anorg. 66

—, Protein 66

—, Renin 105

—, Thrombocytenadhisivitit 216
—, Zink 193
Normetanephrin

—, Harn 3

—, Plasma 3

5’-Nucleotidase 167
Nucleotide, zyklische

—, extrazellulire 224

— —, Analytik 224

— — —, Testsysteme 224

— —, Konzentration 228

Ostradiol 479

Ostradiol-178

—, Halbwertszeit 263

—, Stoffwechsel 263

— —, bei Lebercirrhose 263

Ostriol

—, Stoffwechsel 263

— —, bei Lebetcirrhose 263

Ostron

—, Stoffwechsel 263, 479

— —, bei Lebercirrhose 263

Otrnithin

—, Urin 281, 282

Ovulationshemmer

—, und Harnsiure 348

Oxalessigsdure

—, Duinnschichtchromatographie
394, 395

Oxalsduredihydrazid 466

11-Oxo-itiocholanolon

—, Urin 483

11-Oxo-androsteron

—, Urin 483

2-Oxoglutarat

—, Meerschweinchenleber 181

Oxoglutarsiure

—, Diinnschichtchromatographie
394, 395

17-Oxosteroide

—, Urin 482

Oxytocinase 326

Paraproteinimie

—, Kappa:Lambda-Verhiltnis 61

—, -Klassen 51

—, Verteilung 51

Paraproteine

—, IgA 548

— —, Hiufigkeitsverteilung 550

Pargylin 367

Phiochromocytom

—, sekretorische Aktivitit 12

Phenhydan s. Diphenylhydantoin
35

Phenylithylbiguanid 179

Phenylalanin

—, Urin 281, 282

Phosphatase, alkalische

—, Extraktion 66



Phosphatase, alkalische

—, Normalwerte 66, 169

—, Phosphorylierung 461

— —, von Diidthanolamin 461

—, im Serum 167

— —, Disc-Electrophorese 167

— —, Isoenzyme 167

— — —, Detektion 168

— — —, Hitze-Inaktivierungs-
methode 167

—, Transferaseaktivitit 463

Phosphatidylithanolamine 159

Phosphatidylcholine 159

o-Phosphoithanolamin

—, Urin 281, 282

Phosphodiesterase 224

Phosphoenolpyruvat

—, Meerschweinchenleber 181

Phosphor, anorg.

—, Extraktion 66

—, Normalwerte 66

Phosphorwolframsiure 403

Phosphorylierung

—, Diidthanolamin 461

— —, dutch alkalische Phospha-
tase 461

Photometet

—, Charakteristik 65

pH-Stat-Technik 329

pH-Wert

—, Ammoniakbestimmung 421

Plasma s. auch Serum, Blut

—, Adrenalin 3

—, Aldosteron 99

—, Dopamin 3

—, Glucosebestimmung 24

—, Homovanillinsiure 5

—, Metanephrin 3

—, 3-Methoxy-4-hydroxy-
mandelsiure 3

— 3-Methoxy-4-hydr6xy-
phenylessigsiure 3

—, Noradrenalin 3

—, Normetanephrin 3

—, Nucleotide, zyklische 20, 224

— —, Bestimmung 224

— —, Werte 228

—, Renin 99

—, Tribung

— —, bei Hypetlipiddmie 139

—, Vanillinmandelsiure 5

Plasmocytom

—, Thyroxinkonzentration 260

Porphobilinogen 128, 130

Potphyrie 128, 130, 273

Porphyrine 130

Prizision 174

—, von Analysenergebnissen 174

— —, Korrelation mit Richtig-
keit 175

— —, Reihung 174

—, Definition 70

—, Messung 70

Pregnandiol

—, Utin 483

Pregnane

—, Utin 482

Pregnantriol

—, Utrin 483

Probenbecher-Technik 197

Probenfolge 303

Probennahme

—, Glaskapillare 243

Progesteron

—, Proteinbindungsmethode 357

Proteasen

—, Duodenalsaft 398

—, Magensaft 398

—, Serum 286

— —, Komplexe mit «,-Anti-
trypsin 286

Protein

—, Extraktion 66

—, Normalwerte 66

Proteinbindungsmethoden

—, Cortisol 357

—, 11-Desoxycortisol 357

—, Progesteron 357

—, Reagenzplasmen 357, 358

—, Steroidhotmone 357

—, Testosteron 358, 371

Proteinbindungstest

—, Auswertevetfahren 442

—, Ergebniswertberechnung 438

— —, Computerprogramm 438

Proteine

—, Konzenttierung 173

—, Serum 491

— —, Bestimmung 491

— — —, Auswerteverfahren 491

— — —, Rechenprogramm 493

Proteinkinase 224

Protein-Mapping

—, Serum 456

Proteinsynthese

—, Hemmung 20

— —, durch Barbital 20

ProzeBrechner IBM 1800 513

—, on-line Anschluf3 513

— —, Fehlermoglichkeit 513

Pseudoisocyanin 471

—, Metachromasie 471

— —, durch Sulfatide 471

Psoriasis vulgaris

—, Schuppen 297

— —, Lipidzusammensetzung
297

—, Wachsalkohole 299

Purkinje-Zellen

—, Stoffwechselaktivitit 155

—, Stoffwechseltyp 155

Pyruvat

—, Meerschweinchenleber 180,
181

Qualititskontrolle

—, bei Analysatoren 71
Quickwerte

—, Vergleichbarkeit 107
—, Standardisierung 107

Radioimmunoassay 311

—, Aldosteron 99

—, 3: 5-AMP 226

—, Auswertevetfahren 442

—, Ergebniswertberechnung 438
— —, Computetprogramm 438
—, 3":5-GMP 226

—, HB Australia-Antigen 521
—, 3": 5-IMP 226

—, Renin 99

—, Steroidbestimmung 360

— —, Antigene 360

— —, Antiseren 360

—, Thyreotropin 381

Radioimmunoassay

—, Trijodthyronin 323

— —, Serum 323

Rayleigh-Streuung 145

Reagenzienverbrauch

—, Auto Analyzer 308

Rechenprogramm

—, Proteinbestimmung 493

Reizleitungssystem

—, Stoffwechselaktivitit 158

—, Stoffwechseltyp 158

Rh-D

—, Antigen 543

— —, Antikérperbindung 543

— — —, Lipidbedarf 543

RIA-Faktor 521

Renin

—, Bestimmung 99

—, Bestimmungsmethoden 104

—, Inhibitoren 99

—, Normalwerte 105

—, Rhythmus, citcadianer 99

Repetierbarkeit

—, Definition 70

Reproduzierbarkeit

—, Definition 70

Rhythmus, circadianer

—, Renin 99

Richtigkeit

—, von Analysenergebnissen 174

— —, Korrelation mit Prizision
175

— —, Reihung 174

—, Definition 69

RNA-Synthese

—, Hemmung 20

— —, durch Barbital 20

Salzman-Test 215

Sandwich-Verfahren 398

Sauerstoff bestimmung

—, Gaschromatographie 180

Sauerstoffverbrauch

—, Meerschweinchenleber 181

Scatchard-plot 311

Schilddriisenfunktion 259

Schweil3

—, Chlorid 451

Screening-Test

—, Galaktosimie 46

Serin

—, Urin 281, 282

Serum s. auch Blut, Plasma

—, Bilirubin 435

—, o-Antitrypsin 286

— —, Komplexe m. Proteasen 286

—, Calcium 333

—, Chlorid 451

—, Cholinesterase 152

— —, Bestimmung, automat. 152

— —, Normalwerte 154

—, Creatininkinase 134

—, Eisen 301, 465

—, Eisenbindungskapazitit 301,
529

—, Eiwei3 435

—, oy-Foetoprotein 339

—, Glucosebestimmung 243

—, Glutamatdehydrogenase 184

— —, Bestimmung, kinetische
184

—, Harnsdure 348, 403

—, Harnstoff 553

—, Hepatitis-B-Antigen 521

—, Isoamylasen 319

Serum

—, Kreatinin 411

— —, Normalwerte 195

— —, Storsubstanzen 411

—, Kupfer 193, 465

— —, Normalwerte 195

—, Kupferbestimmung 121
—, Leucinaminopeptidase 326
—, Lipase 257

— —, Methode, kinetische 257
—, Lipasebestimmung 189

— —, Normalwerte 192

—, Lp(a)-Lipoprotein 291

—, Magnesium 87

—, Mangan 193

— —, Normalwetrte 195

—, Proteine 491, 456

— —, Bestimmung 491

— — —, Auswerteverfahren 491
— —, Elektrophorese 270

— — —, IR-Detektion 270
—, Thyreotropin 381

—, Transferrin 301

—, Trijodthyronin 323

—, Xylitbestimmung 535

—, Zink 193

— —, Normalwerte 195

SI-Units 93

SMA 6/60

—, Glucosebestimmung 31

— —, FlieBschema 32

SMA 12—30 513

—, Analysenfrequenz 514

—, Beschickungsschema 514

—, Prizision 515

SMA 12—60 513

—, Analysenfrequenz 514

—, Beschickungsschema 514

—, Prizision 515

Sorbitdehydrogenase

—, Xylitbestimmung 535

Spezifitit

—, Definition 69

Sphingomyeline 159

Spurenelemente

—, Stoffwechsel 193

Stabilitdt

—, Glutamatdehydrogenase 187

Standardisierung

—, Enzymaktivititsbestim-
mungen 39

—, Quickwerte 107

Steroidhotmone

—, Proteinbindungsmethoden
357

—, Radioimmunassays 360

Steroidstoffwechsel

—, Leber 479

— —, und Anisthesie 479

Storfaktoren”

—, Kreatininbestimmung 411

Streuung

—, von Licht 145

Sulfatide

—, Harn 471

— —, Schnelltest 472

Sulfatid-Lipidose 471

Syndrom, fettsiichtig-hypergly-
kdmisches 249

Talg 297
Tautochenodesoxycholsiure 377
Taurodesoxycholsiure 377
Tautrolithocholsdure 377
Terositsulfonat 335



Testosteron

—, Proteinbindungsmethode
358, 371

— —, Urin 371

—, Urin 371, 482, 483

Threonin

—, Urin 281, 282

Thrombocyten

—, -Adhisivitit 215

— —, bei verschiedenen Krank-
heiten 215

— —, Normalwerte 216

Thromboplastinzeit 107

Thyteotropin

—, Serum 381

Thyroxin

—, bei verschiedenen Erkran-
kungen 260

Transcortin 357

Transferrin

—, Detektion 456

—, Serum 301

Transferrinbindungskapazitit
529

Tranylcypromin 367

Trijodthyronin

—, Serum 323

— —, bei Erkrankungen 324

— —, Radioimmunassay 323

Tripartigenplatten 491

Tritbung

—, Plasma 139

— —, bei Hyperlipidimic 139

Triibungsmessung 146

Trypsincellulose 286

—, Bindung von «;-Antitrypsin
286

Turbidimetric 146

Tyndallometrie 146

Tyndall-Streuung 145
Tyrosin
—, Urin 281, 282

Ubergewicht

—, und Glucose-Toleranztest
114

Uberwanderungselektrophoresc
339

Uricase 403

—, UV-Test 403

—, -Katalase-Methode 403

Urin s. auch Harn

—, Adrenalin 3

—, Athanolamin 281, 282

—, Atiocholanolon 483

—, Alanin 281, 282

—, Aldosteron 99

—, f-Aminoisobuttersiure 281,
282

—, Aminosduren 279

—, Ammoniakbestimmung 123

—, Androsteron 483

—, Arginin 281, 282

—, Carnosin 281, 282

—, Chlorid 451

—, Citrullin 281, 282

—, Cystin 281, 282

—, Dehydroepiandrosteron 483

—, Dopamin 3

—, Glucosebestimmung 248

—, Y-Glutamyltranspeptidase 537

—, Glycin 281, 282

—, Histidin 281, 282

—, Homovanillinsdure 5

—, 11-f-Hydroxy-itiocholano-
lon 483

Urin

—, Isoleucin 281, 282

—, Leucin 281, 282

—, Lysin 281, 282

—, Metanephrin 3

—, Methionin 281, 282

—, 3-Methoxy-4-hydroxy-
mandelsiure 3

—, 3-Methoxy-4-hydroxy-
phenylessigsdure 3

—, bei Nephropathien 537

—, Noradrenalin 3

—, Normetanephrin 3

—, Nucleotide, zykl. 224

— —, Bestimmung 224

— —, Werte 228

—, Otnithin 282, 282

—, 11-Oxo-itiocholanolon 483

—, 11-Oxo-androsteron 483

—, Phenylalanin 281, 282

—, 0-Phosphoidthanolamin 281,
282

—, Pregnandiol 483

—, Pregnantriol 483

—, Serin 281, 282

—, Testosterin 371, 374, 483

—, Threonin 281, 282

—, Tyrosin 281, 282

—, Valin 281, 282

—, Vanillinmandelsiaure 5

Urease

—, Harnstoffbestimmung 558

— —, Inhibitoren 558

Valin
—, Urin 281, 282
Vanillin 368

—, 11-f-Hydroxy-androsteron Vanillinmandelsiure
483 —, Hatn 3
—, Isoamylasen 319 —, Plasma 3
Berichtigung

Das FlieBschema (Abb. 1) auf S. 210 der Arbeit von H. EBeLING,

diese Z. 71, 209 (1973) muB3 wie folgt lauten:

~_ 005mi/min 1
| Hs o 06 2
[ 7 005 3
[« ] L=t A
S=e o200 5
8=2 060 6
- = ~
Nephelo-

meter

Schreiber

Vanillinsdure 368

Verschleppung

—, Albuminbestimmung 65,
202, 305, 568

Verschleppungseffekte

—, Glucosebestimmung 243

— —, GEMSAEC-Analyzer 243

—, Glutamatdehydrogenase 184

Verschleppungsfehler 73

Verseifung

—, von Lipiden 509

— —, bei Raumtemperatur 509

Watson-Schwartz-Test 128, 130

Xylit

—, Bestimmung 535

— —, mit Sotbitdehydrogenase
535

Xylose

—, Blut 506

— —, Bestimmung 506

Xylulosehydrazon 535

Xylose-Lactose

—, Belastungstest 506

Zellmembran

—, Lipidanteile 297

Zink

—, Erythrocyten 193

— —, Normalwerte 195

—, Serum 193
Zuverlissigkeit

—, Definition 71

—, Ermittlung 69

—, Glucosebestimmung 243
— —, GEMSAEC-Analyzer 243
—, von Laboratorien 174
— —, Reihung 174
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Verbesserung und Qualititskontrolle
der radioimmunologischen Thyreotropin-Bestimmung?)

Von F. ERHARDT, I. MARSCHNER, RENATE C. PickArRDT und P. C. Scrisa

Aus der Il. Medizinischen Universititsklinik ( Direktor: Prof. Dr. E. Buchborn) Miinchen
(Eingegangen am 15. Mirz/7. Juni 1973)

Durch Messung det Reaktionskinetiken von !23]J-TSH mit Anti-H-TSH bei verschiedenen Temperaturen wurde die Inkubation bei
Raumtemperatut als optimal erkannt. Die Prizipitationsteaktion mit Anti-y-Globulin erfolgt bei den meisten der gepriiften Chargen bei
Raumtemperatutr komplett innerhalb weniger Stunden. Die Anwendung von niedrig markiertem 123 J-TSH (20—70 mCi/mg) fithrt wegen
der gut erhaltenen Immunoreaktivitit des Tracers zu empfindlichen Eichkurven, und im Vergleich zu Wiederfindekurven in Human-
serum richtigen TSH-Werten. Dutch Wiederfindekurven in Serum erteichen wir einen Interassay-Variationskoeffizienten von etwa
10 Prozent und verbessern dadurch die relative Richtigkeit der gefundenen TSH-Werte.

Improvement and quality control of the radioimmunological TS H determination

The reaction kinetics of 25I-TSH with Anti-H-TSH were studied at different temperatures, and the incubation was found to be optimal
at room temperature. The precipitation reaction with anti-y-globulin is complete in most of the cases investigated within a few houts. The
use of low labelled 123I-TSH (20—70 mCi/mg) leads to higher sensitivity, because of the scarcely altered immunoreactivity of the tracer,
and, with comparison of recovery curves in human serum, to more accurate TSH values. Recovery curves in serum reduce the interassay

variation coefficient to about 109, and improve the relative accuracy of the TSH values found.

Seit Uticer, OpeLL und CoNDLIFFE 1963 zum ersten
Mal die radioimmunologische Bestimmung von H-
TSH?2) beschrieben (1), sind eine Reihe methodischer
Arbeiten erschienen, in denen durch Tracer-Nach-
reinigung (2), Verwendung von H-TSH-armen Human-
seren fir die Standardkurven (3, 4) und Einsatz sehr
niedriger Mengen von hoch markiertem H-TSH (3, 5)
Empfindlichkeit und Richtigkeit der TSH-Bestimmung
gesteigert werden. Die Vorinkubation wird nicht von
allen Autoren als wirksames Mittel zur Steigerung detr
Empfindlichkeit anerkannt (5). Eine Inkubationszeit
von 5 bis 7 Tagen bei 4°C zur Erreichung des Reaktions-
gleichgewichtes ist die Regel. Wir haben einige Para-
meter der radioimmunologischen H-TSH-Bestimmung
systematisch untersucht, um optimale Reaktionsbe-
dingungen zu erhalten und zugleich einen Vorschlag
zur relativen Richtigkeitskontrolle erarbeitet.

Material und Methoden
Puffer (alle pH 7.4)

Puffer A-Stamml6sung: 10-fache Konzentration: 0,15 mol/l
Phosphat, 1,5 mol/l NaCl, 2 g Metrthyolat/l, 20 g Rinderalbumin/1
(Pentex, Fluka, Buchs, Schweiz), 0,1 mol/l EDTA.

Puffer A-Gebrauchslosung: Stammldsung mit dest. Wasser 1:10
verdiinnen.

1) Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(SFB 51).

2) Abkiirzungen: H-TSH = humanes Thyreotropin; HCG =
humanes Choriongonadotropin; T = Gesamtradioaktivitit per
Probe; B = gebundene Radioaktivitit; By = Standard-Leerwert;
N = unspezifische Bindung (4 Nullrate des Gammazihlers);
Khniearig = TSH-Werte des Kontrollserums mit niedrigem TSH-
Gehalt; Kpoen = TSH-Werte des Kontrollserums mit hohem
TSH-Gehalt; AK = Antikérper; TRH = Thyreotropin Releasing
Hormone.

Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. / 11. Jahrg. 1973 / Heft 9

Puffer B: Puffer A ohne EDTA, dazu 40 g Rinderalbumin (Pentex)
auf 11 Gebrauchslésung.

Puffer C: 0,15 mol/l NaCl, 0,015 mol/l Natriumphosphatpuffer.
Puffer D: 0,4 mol/l Natriumphosphatpuffer.

AKi1-Léosung = Anti-H-TSH (fir 100 Proben)

50 4l Anti-H-TSH 1:100 (in dieser Konzentration eingefroren
gelagert (NIAMD, Bethesda)), 1000 E HCG (Primogonyl, Schering
AG, Berlin), 40 ul Kaninchen-Normalsetum, ad 60 ml mit Puffer A
auffiillen.

Fiir die Messung der unspezifischen Bindung (N) benétigt man die
Losung ohne Anti-TSH (Tab. 1).

AK2-Lisung = Zweiter Antikorper (prizipitierender Antikorper)

Anti-Rabbit-Precipitating-Serum, Donkey, Fa. Wellcome, Lot.
K 3437 1:50 oder Lot. K 6042 1:25 mit Puffer A verdiinat. Bei
allen neuen Chargen muB} das Optimum der Verdiinnung und der
Inkubationszeit neu festgestellt werden.

TSH-Standard

Von einer H-TSH-Stammldsung (Human Pituitary TSH 68/38,
NIMR, Mill Hill, London) mit 10 mE/m]l werden 0,2 ml mit
Puffer B auf 20 m] aufgefiillt (Standardlésung 100 xE/ml) und eine
Verdiinnungsteihe erstellt (Abb. 3), die in Portionen zu 0,8 ml
eingefroren wird.

Dutch Zufiigen von H-TSH-Standatd zu Serum eines Patienten,
dessen eigener TSH-Spiegel durch T,-Behandlung (100 ug/Tag)
supprimiert ist, stellt man sich eine Wiedetfindekurve (Abb. 6)
her.

TS H-Markierung mit 125Jod nach GREENwOOD et al (6)

mit Na'?%] zur Proteinmarkierung (Farbwerke Hoechst AG,
Frankfurt/Main oder The Radiochemical Centre Amersham,
England).

2,5 ug TSH (NIAMD, Bethesda) werden mit 0,5 mCi 123, 30 ug
Chloramin T und 20 ul Puffer D in einem Gesamtvolumen von
40 1 5 bis 15 s geschiittelt. Die Reaktion wird mit 60 ug Natrium-
metabisulfit in 20 ul Puffer C gestoppt, das Gemisch auf die Siule
gebracht und das Reaktionsgefi mit 500 ug KJ in 50 ul dest.
Wasser nachgespiilt.

o
©
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Tab. 1
Pipettier- und Inkubationsschema

Probe N Leerwert
1. Tag
Serum bzw. Standard 200 ul — —_—
Puffer B — 200 ul 200 pul
AK 1-Losung mit Anti-TSH 600 ul — 600 !
AK 1-L6sung ohne Anti-TSH 600 wl

mit Dilutor* zusammen pipettieren (gute Durchmischung) und etwa
44 h bei 18—25°C (Raumtemperatur) inkubieren. VerschiuB8 der
deckellosen Eppendorfgefie wiahrend der Inkubationszeiten mit
Selbstklebefolie.

3. Tag

125 J.-TSH (Tracer) tiberall 100 gl

mit Hamilton-Spritze zufligen (gute Durchmischung), anschlieBend
etwa 60 h bei Raumtemperatur inkubieren.

6. Tag

AK 2-Losung iiberall 200 xl

mit Hamilton-Spritze zufiigen, anschlieBend 3 h bei Raumtemperatur
inkubieren. Von etwa zehn Proben wird die Gesamtaktivitat ge-
messen, Dann werden samtliche Proben 5 min lang bei 6000 g zentri-
fugiert, die Uberstinde (automatisch**) abgesaugt und die Riick-
stande 1 min im Gamma-Zahlgerat*** gezahlt.

* Fisons-Diluter, Fa. Ima, Miinchen.
** Apparatur unter Verwendung einer 25 Kanal-Mikropumpe
(Ismatec, Zirich), die dankenswerterweise von Herrn Dr. Ing.
H. Scuwas, SFB 51, Miinchen, gebaut wurde.
*** Gamma-Zihlgerat: Gammaguard, Tracerlab.

Die Isolierung des Tracers erfolgt durch Sdulenchromatographie
an albumindesaktiviertem Sephadex G 75 (8 x 150 bis 200 mm).
Die TSH-Fraktion mit der hochsten Aktivitit und die beiden
folgenden werden sogleich auf etwa 250000 Imp./min pro ml mit
Puffer A verdinnt und bei —30°C eingefroren. Die Losung kann
bis zu drei Wochen lang verwendet werden, wenn die spezi-
fische Aktivitit 70 mCi/mg TSH nicht ubersteigt.

Die Berechnung der spezifischen Aktivitit erfolgt aus eingesetzter
TSH- und 2%]J-Menge (unter Zugrundelegung der Aktivitits-
angaben des Isotopen-Herstellers) und aus dem Aktivitatsver-
hiltnis von TSH- und Jodid-Fraktion nach der Sdulenchromato-
graphie.

Methode (Tab. 1)
In jeder Serie laufen folgende Proben neben den Serumwerten
mit:

1. Sechs Proben ohne Antikdrper zur Messung der unspezi-
fischen Bindung N.

2. Je drei Proben von zwei Kontrollseren mit einem niedrigen
TSH-Gehalt (2—5 uE/ml) und einem héheren Wert (etwa 25 uE/
ml) am Anfang und am Ende eines Durchgangs.

3. Zehn Punkte der Standardkurve in Dreifachwerten.

4. Neun Punkte einer Wiederfindekurve von TSH-Standard in
Ty-supprimiertem Patienten-Serum in Dreifachwerten.

5. Neun Einzelwerte des Standard-Leerwertes zur Berechnung
der unteren Nachweisgrenze.

Auswertung

Nach Abzug der unspezifischen Bindung (N) wird die Impulszahl
des Standard-Leerwerts gleich 1009, gesetzt (B,). Man erhilt
eine Eichkurve mit der Abszisse yE/ml und mit der Ordinate

7 o
BN x 100 [%].

Ergebnisse

Temperaturabhingigkeit und Inkubations-
zeiten

Kinetik der Bindung von 23]-TSH an Anti-TSH-Serum
bei verschiedenen Temperaturen

Die Kinetiken (Abb. 1a) zeigen, daBl das Gleichgewicht
auch nach 140 h bei keiner Temperatur ganz erreicht
wird, daB die Reaktion bei 20°C doppelt so schnell
verliuft wie bei 4°C und daBl die hochste Bindung bei
20°C erreicht wird. Die unspezifische Bindung bleibt
bei allen Temperaturen bei 2,59, der Gesamtaktivitit
konstant. '

Abbildung 1b zeigt, daB die niedrige Lage des 37°C-
Plateaus bei 22°C in Richtung geringerer Dissoziation
verschoben wird, doch wird das 22°C-Plateau nicht ganz

0 N W A N NN N I B [ I I |
0 20 40 60 80 100 120 140
Inkubationszeit [h]

Abb. 1a
Kinetik der Bindung von 128]J-TSH an Anti-TSH-Serum bei verschie-
denen Temperaturen
Im Kiihlraum bei 4- 4°C wurden 120 identische Proben mit je 0,2 ml
Puffer B, 0,1 ml 128]J-TSH (spezifische Aktivitdt 112 mCi/mg, 25000
Imp./min, 450 pg) und 0,6 ml Anti- TSH pipettiert.
Je 20 Proben wurden dann bei 4, 20, 28, 32 und 37°C gleichzeitig in-
kubiert. In den angegebenen Zeitintervallen, zuletzt nach 140 h,
wurden je 2 Proben entnommen und bei —30°C eingefroren. Sdmtliche
Proben wurden gleichzeitig 3 Minuten lang bei 28°C aufgetaut und
mit je 0,2 ml AK 2-Ldsung versetzt

22°C
22°C
37°C

0 | | | | | | ] |
-0 20 40 60 80 100 120 140
Inkubationszeit [h]

Abb. 1b
EinfluB der Dissoziation auf die Bindung von 25J-TSH bei 37°C

Ansatz wie Abb. la. Nach 65 h wurden 4 Doppelproben von 37°C
nach 22°C uberfiihrt

Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. / 11. Jahrg. 1973 / Heft 9
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Abb. 2

Kinetiken der Féllungsreaktion mit Anti-y-Globulinen verschiedener
Chargen bei Raumtemperatur und bei 4°C

20 Proben mit 0,2 ml! Puffer B wurden 48 h lang mit 0,1 ml
Tracer und 0,6 ml AK 1-Loésung inkubiert. Dann wurden je 0,2 ml
AK 2-Losung optimaler Konzentration zugesetzt. In bestimmten Zeit-
abstanden wurden je 2 Proben entnommen und sofort zentrifugiert
o —o (Wellcome Lot K 3437, Verdiinnung 1:50)

0O — 03 (Wellcome Lot K 6042, Verdiinnung 1:25)

O — O (Antibody Incorp. Lot 11.16.72, Verdiinnung 1:64)

erreicht. Das bedeutet, dafB3 125]-TSH bei 37°C in 65 h
auch immunologische Aktivitit verliert. Die niedrigere
Lage des 37°C-Plateaus (Abb. 1a und 1b) setzt sich also
aus Dissoziationsgleichgewicht und ,,Damage® zu-
sammen.

Kinetiken der Fillungsreaktion mit Anti-y-Globulinen
verschiedener Chargen

Die Prizipitation mit 2. Antikdrper bei Raumtemperatur
dauert je nach Charge zwischen 5 min und einigen
Stunden. Bei 4°C erfolgt die Prizipitation im allge-
meinen wesentlich langsamer (Abb. 2).

Nicht zuletzt aus Griinden der Wirtschaftlichkeit lohnt
es sich, das glinstigste Verhiltnis zwischen Kaninchen-
Normalserum und AK 2-Verdiinnung auszutesten.
Abbildung 3 zeigt, daB man durch Verwendung von
nur 0,2 ul Kaninchen-Serum per Probe mit der Hilfte
des teuren 2. Antikorpers auskommt, ohne dadurch die
Menge an gefillter Aktivitit merklich zu verringern.

Einfluf§ der Vorinkubation auf die Empfindlichkeit

Abbildung 4 zeigt vier Standardkurven verschiedener
Steilheit, sowie deren untere Nachweisgrenzen. Diese
berechnen wir aus der Streuung des Standardleerwertes,
indem wir den dreifachen Variationskoeffizienten von
B,(By, = 1009,) abziehen und den entsprechenden
TSH-Wert auf der Standardkurve ablesen.

Diese liegen in dieser Versuchsserie nach heifler Vor-
inkubation bei 10 4uE TSH/ml (A), nach gleichzeitiger
Inkubation bei 2 yE TSH/ml (B), nach 44 h kalter
Votinkubation bei 0,7 uE TSH/ml (C) und nach 140 h
kalter Vorinkubation bei 0,4 uE TSH/ml (D).

Die Vorinkubation mit kaltem Hormon steigert die
Empfindlichkeit also bedeutend. Es muf betont werden,
daf} die spezifische Aktivitit des eingesetzten Tracers

Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. / 11. Jahrg. 1973 / Heft 9
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Abb. 3

Optimierung der Fillung mit Anti-Kaninchen- Prézipitationsserum
(Wellcome: Lot 6042)

Kurven 1 bis 5 unterscheiden sich durch die Mengen Normal-Kaninchen-

serum per Probe
(1 =0,025 pl; 2 =0,05 ¢1;3 =0,1 ul; 4 =0,2 ul;5 =04 pul)
Ordinate: % Bindung
Abszisse: Antiserum-Verdiinnung (davon 0,1 ml per Probe)

0 | 1 | | | | | J |
039 078 156 31 625 125 25 50 100 200
TSHE /mi]

Abb. 4

Einfluf der Vorinkubation auf Standardkurven in Puffer B

Spezifische Aktivitit des '2J-TSH = 36 mCi/mg; 22600 Imp./min per
Probe = 1250 pg .

A: 44 h Vorinkubation mit Tracer und Antikorper 1; anschlieBend

63 h Inkubation mit Standard (a—a) X

B: 63 h gleichzeitige Inkubation von Tracer, Standard und Anti-
koérper 1 (0 —0) . .

C: 44 h Vorinkubation von Standard und Antikorper 1; anschlieBend
63 h mit Tracer (O— O) .

D: 140 h Vorinkubation mit Standard und Antikorper 1; anschlieBend

63 h mit Tracer (@ — @) .
Die gestrichelte Linie zeigt die untere Nachweisgrenze fiir alle 4 Kurven

50*
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nur 36 mCi/mg betrug, entsprechend ~ 1250 pg TSH
pro Probe.

EinfluB derspezifischen Aktivititdes ?3]J-TSH
auf die Haltbarkeit des Tracers

Eine Charge mit 5 mCi Na'?5] (Angabe des Herstellers)
wurde in Portionen zu 1 mCi aufgeteilt und durch
Variation der Reaktionsbedingungen 25]J-TSH mit
spezifischen Aktivititen von 43, 123 und 220 mCi/mg
hergestellt. Aliquots der Tracer wurden anschlieBend
iiber 4 g Cellulose in Siulen von 15 X 50 mm (Avicel,
Merck) nachgereinigt und die !?3J-TSH enthaltenden
Fraktionen auf 360000 Imp./min - ml verdinnt. Der
Rest wurde unverdiinnt und ohne weitere Nach-
reinigung iber Cellulose bei —30°C eingefroren. Um
eine zu hohe Matkierung des TSH zu vermeiden, mar-
kieren wir ublicherweise 2,5 ug TSH mit 0,5 mCi
Na1?5] und Chloramin T 5—15s lang. Wir haben die
Konzentrationsabhingigkeit der Zersetzangsreaktion
verschieden hoch markierter Tracer untersucht. Dazu
wurde frisch markiertes TSH auf Gebrauchskonzen-
tration verdinnt und in konzentriertem Zustand (un-
verdiinnte Fraktionen nach Sephadex-Chromatographie
des Markierungsgemisches) bei —30°C eingefroren.
-Nach zwei Wochen wurde das Material durch Rechro-
matographie ber kurze Sephadex G 75-Siulen (15 X
75 mm) untersucht.

Tabelle 2 zeigt, daB} sich das Verhiltnis von 125J-TSH-
Peak zu Jodid-Peak bei konzentrierter Aufbewahrung
zu Ungunsten des J-TSH-Anteils verindert, wihrend
der Jodid-Anteil schneller zunimmt. Niedrig markierter
Tracer (43 mCi/mg) spaltet bei gleicher Aktivitit per
Volumeneinheit (360000 Imp./min - ml) nur 129, Jodid
in 14 Tagen ab, weshalb der Tracer unter unseren Be-
dingungen drei Wochen lang ohne Nachreinigung
verwendbar bleibt.

Mit den 3 Tracern verschiedener spezifischer Aktivitit
(Abb. 5) wurden Standardkurven in Puffer B und in
TSH-armem Serum simultan angesetzt. Das mit 43 mCi/

o . o B .
mg niedrig markierte TSH mit einem To von 429, wird

wesentlich besser gebunden als drei- und fiinffach so
hoch markiertes TSH (123 und 220 mCi/mg), obwohl
bei gleicher Aktivitit nur etwa 1/3 bzw. 1/5 der 125]-
TSH-Menge per Probe eingesetzt wurde. Dies zeigt,
daf die Immunoaffinitit mit zunehmender Markierung
abnimmt.

50
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Abb. 5
Standardkurven in Puffer B mit 125 ]-TSH bei verschiedener spezifischer
Aktivitat

Spezifische Aktivitdten: 43 mCi/mg (O— O), 123 mCi/mg (T —0),
220 mCi/mg (a—2»)

Bedeutung der spezifischen Aktivitdt fir
Empfindlichkeit und Richtigkeit der TSH-
Bestimmung

Abbildung 6 zeigt Standardkurven in Puffer B und
Wiedetfindekurven in TSH-armem Serum. Die Stan-
dardkurve mit dem niedrigst markierten Tracer (43 mCi/
mg) und die mit dem zweiten Tracer (123 mCi/mg)

B
sind in 4--Auftragung identisch. Die Standardkurve
0

mit dem hochst-markierten Tracer (220 mCi/mg) vet-
lauft nach rechts versetzt, d. h., der Assay wire weniger
empfindlich. Die Wiederfindekurven (Abb. 6) in TSH-
armem Serum zeigen bei Ablesen auf den dazugehorigen
Standardkurven mit zunehmender spezifischer Aktivitit
nicht nur hohere basale TSH-Werte, sondern (vgl
Tab. 3) auch mit der Menge TSH-Standard zunehmende
Differenzen, wihrend diese bei niedrig markiertem
125]TSH innerhalb der Fehlergrenzen der Methode
konstant bleiben.

In Tabelle 3 ist das Verhalten von Standard- zu Wieder-
findekurven in Abhingigkeit von der spezifischen
Aktivitit des eingesetzten 125]-TSH fir 12 Assays an-
gegeben. Man erkennt, daB niedrig markierter Tracer
(von 8—67 mCi/mg) Wiederfindekurven in Human-
serum liefert, die entweder mit der Standardkurve
identisch sind, oder bei denen die TSH-Differenzen

Tab. 2

Bindung (%.“—) und Jodid-Abspaltung von verschieden hoch markiertem 25J-TSH

Das markierte TSH wurde verdiinnt (360000 Imp./min - ml) und konzentriert (3,8—19,4 x 10® Imp/min - m! bei —30°C eingefroren
zwei Wochen gelagert

Verdiinnt eingefroren

Konzentriert eingefroren

Spez. Akt 2 (%] D{W Jodid (%] Jodid (%] 5t (%] B (%l Jodia (%] Jodid (%]
mCi/mg 21.6.72 5.7.72 21.6.172 5.7.72 21.6.72 5.7.72 21.6.72 5.7.72
43 41,6 33,8 <1 12 41,6 27,2 <1 47
123 36,8 22,9 <1 19 36,8 — <1 68

220 27,8 8,9 <1 26 27,8 — <1 7
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Abb. 6

Standardkurven (offene Symbole) in Puffer B und Wiederfindekurven
(geschlossene Symbole) in TSH-armem Serum mit '¢5J-TSH verschie-
dener spezifischer Aktivitat

(O—0O @— @) spez. Akt. 43 mCiémg; 1700 pg/36000 Imp./ min
e

per Pro

(O—0O W— W) spez. Akt. 123 mCi/mg; 600 pg/36000 Imp./min
per Probe

(a—o a—a) spez. Akt. 220 mCi/mg; 340 pg/36000 Imp./min
per Probe

Tab. 3
Differenzen (4 xE TSH/ml) zwischen Standard- und Wiederfinde-
kurven in Abhéangigkeit von der spezifischen Aktivitat des Tracers
und der Menge TSH-Standard («E/ml, 5 Mef3punkte)

Spez. Aktivitit TSH-Standard

mCi/mgTSH 40 42 45 410 425
8 0,95 1,1 0,8 0,6 —0,5
36 0,4 0,7 0,9 1,5 3,5
42 0,2 —0,1 0,2 —0,6 0
42 0,15 —0,15 0,9 1,0 0,7
43* 1,5 1,5 2,0 2,5 2,5
48 : 0,9 0,25 0,7 3,0 3,5
48 0 —0,2 0 0,1 0
67 0,15 —0,2 —0,3 0,5 —1,2
112 2,5 2,6 3,8 17 18
123* 2 2,4 3,4 4,2 12
220%* 3,6 3,9 6,2 12 20
254 6,6 8,5 9 15 30

* Wiederfindekurven mit Tracer verschiedener spezifischer Aktivitadt
aus einem Durchgang und einer Na!25J-Charge.

zwischen Standard- und Wiederfindekurve iiber den
empfindlichen MeBbereich (bis 25 uE) konstant blei-
ben. Bei hoher markiertem 123J-TSH (von 112—
254 mCi/mg) ist die TSH-Differenz bereits grofer,
entsprechend dem zu hoch gemessenen TSH-Gehalt des
Wiederfindeserums und steigt laufend mit zunehmender
Menge TSH-Standard an. So werden z. B. bei An-
wendung von 25J-TSH mit einer spezifischen Aktivitit
von 220 mCi/mg statt 25 uE/ml TSH im Wieder-
findeserum 45 uE/ml gemessen.

In der Abbildung 7 sind gefundene gegen erwartete
TSH-Werte im Wiederfindeversuch als Funktion der
spezifischen Aktivitit graphisch dargestellt. Mit zu-
nehmender spezifischer Aktivitit wichst die Ab-
weichung vom 45°-Winkel.

Qualititskontrolle durch Wiederfindekurven
in Humanserum

In Tabelle 4 wurden 13 TSH-Assays beziiglich spe-
zifischer Aktivitit des eingesetzten 123]J-TSH und
Reproduzierbatkeit zweier in verschiedenem MeB-

Tab. 4
H-TSH-Kontrollwerte iiber 13 Assays ohne und mit Korrektur durch den Regressionskoeffizienten

Assay No Spez. Akt. Regression B K niedrig K niedrig K hoch K hoch
mCi/mg TSH B B
1 36 1,124 4,0 26 23,1
2 67 0,955 3,55 3,72 23,4 24,5
3 67 0,821 4,5 19,8 24,1
4 48 0,896 3,05 3,4 18 20,1
5 40 1,144 4,95 3,51 24 21
6 40 1,229 4,95 3,84 24 18,5
7 40 1,049 3,52 25 23,8
8 40 0,983 3,76 25 25,4
9 73 1,883 3,51 40,5 21,5
10 120* 1,12 4,15 3,71 23,5 21,0
11 300* 1,278 6,15 4,8 29,8 23,2
12 120 1,196 3,09 27 22,6
13 300 1,658 3,62 30,5 18,4
X 3,77 26,13 22,1
S 1,13 0,44 5,77 2,14
VK [%] 24,6 11,7 22,1 9,7

* Uber Discelektrophorese gereinigtes 25 J-TSH.
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Abb. 7

TSH-Wiederfindung in Humanserum in Abhéangigkeit von der spezi-
fischen Aktivitat des *25J-TSH

bereich gelegener Kontrollwerte verglichen. Weiter
wurde fir jeden Durchgang der Regressionskoeffizient
tir die Gerade, die bei Auftragen von Standard- gegen
Wiederfindekurve (Abb. 7) resultiert, berechnet.

Die Kontrollwerte wurden mit diesem Regressions-
koeffizienten korrigiert und schlieBlich die Variations-
koeffizienten der Kontrollwerte vor und nach dieser
Korrektur verglichen.

Die Regressionskoeffizienten schwanken zwischen 0,82
und 1,88, wobei im Mittel bei Tracer mit spezifischer
Aktivitit iber 100 mCi/mg TSH 309, zu hohe TSH-
Werte gemessen werden. Die Interassay-Variations-
koeffizienten der Kontrollwerte sinken im Mittel nach
der Korrektur mit Hilfe des Regressionskoeffizienten
fiir jeden Durchgang um mehr als einen Faktor von 2.

Diskussion

Die Kinetik der Bindung von ?3]J-TSH an den TSH-
spezifischen AntikSrper (Abb. 1) bei verschiedenen
Temperaturen zeigt, daB Raumtemperatur (20°C) so-
wohl Dbeziiglich der Geschwindigkeit der Gleich-
gewichtseinstellung, als auch im Hinblick auf die Hohe

B
der Bindung (%) allen anderen Temperaturen iber-

legen ist. Bei 20°C wird offenbar ein Optimum zwischen
Reaktions- und Dissoziationsgeschwindigkeit von Anti-
gen und Antikorper erreicht. Bei 4°C ist das ,,Plateau’
selbst nach sechstigiger Inkubation noch wesentlich
steiler als bei allen anderen Temperaturen und das
Gleichgewicht wird nicht erreicht. Bei Temperaturen
iber 20°C iiberwiegt die Dissoziation zunehmend. Das
fuhrt dazu, daB bei 37°C das ,,Plateau* zwar schon nach

etwa 50 h erreicht wird, aber eine etwa 159, niedrigere
Bindung als bei 20°C resultiert (Abb. 1).

Die Kinetik der Fillungsreaktion mit dem 2. Anti-
korper (Abb. 2) bei Raumtemperatur zeigt, daf3 es sich
hier um eine rascher verlaufende Reaktion handelt. Die
je nach verwendeter Anti-y-Globulin-Priparation ge-
fundenen Unterschiede machen es erforderlich, die
optimale Verdinnung und die Kinetik fiir jede neue
Charge zu prifen und eventuell das angegebene In-
kubations-Schema (Tab. 1) zu adaptieren. Wir sehen
keinen Grund dafir, die Prizipitationsreaktion prin-
zipiell ,,klassisch®, d. h. bei 4°C iiber 12 oder mehr
Stunden ablaufen zu lassen (Abb. 3).

Die Optimierungsversuche in Abbildung 3 zeigen fiir
jede Kaninchenserum-Konzentration eine optimale
Antikdrper-Konzentration, bei der die maximale Fil-
lung erfolgt. Eine Erhohung der Antikdrper-Konzen-
tration fihrt zu einer Abnahme des radioaktiven
Prizipitats. Wir fithren diesen Effekt auf die Polyvalenz
der prizipitierenden Antik6rper zuriick und auf die
Notwendigkeit, mehr als ein y-Globulin-Molekil per
Anti~y-Globulin binden zu missen, damit der Antigen-
Antikdrper-Komplex ausfillt.

Die Vorinkubation von 1. Antikdrper mit kaltem Hor-
mon ist in bezug auf die Empfindlichkeit der Methode
(untere Nachweisgrenze) allen tbrigen gepriiften In-
kubationsbedingungen iberlegen (Abb. 4). Durch
lingere Vorinkubation kann die untere Nachweis-
grenze weiter herabgesetzt werden. Wenn wir mit
dieser Feststellung im Gegensatz zu anderen Autoren
stehen (5), so moglicherweise deshalb, weil von diesen
bei 4°C und nicht bei der optimalen Temperatur von
20°C mit einem 125J-TSH-Tracer gearbeitet wurde, der
in der Regel mit einer spezifischen Aktivitit von mehr
als 100 mCi/mg nach unseren Erfahrungen tbermar-
kiert ist.

Mit einer zu hohen Markierung nimmt die immuno-
logische Aktivitit von 125J-TSH gegeniiber nicht mar-
kiertem H-TSH ab. Nach unseren Ergebnissen ist es
optimal, einen 125]-TSH-Tracer zu verwenden, der mit
etwa 20—70 mCi/mg nach ,.klassischen* Vorstellungen
niedrig markiert ist. Niedrig markiertes 25]-TSH ist
erstens stabiler gegeniiber strahlenchemischer Zer-
setzung und wird zweitens trotz mehrfach héherer
Konzentration per Probe besser vom AntikGrper ge-
bunden. Dieser Effekt tritt noch deutlicher in Erschei-
nung, wenn man nicht die Impulsrate, sondern die
Tracermenge konstant hilt. Drittens liefert niedrig
markierter Tracer gleich empfindliche Standardkurven
und ergibt viertens richtigere TSH-Werte als 125 J-TSH,
das mit mehr als 100 mCi/mg markiert ist. Erst bei ganz
niedrigen spezifischen Aktivititen, wie z. B. 8 mCi/mg,
sinkt, wie zu erwarten, die Empfindlichkeit der TSH-
Bestimmung wegen der hohen Tracer-Konzentration
im Assay ab (50%, Intercept 45 uE TSH/ml gegeniiber
6—9 uE TSH/ml bei 20—70 mCi/mg) allerdings ohne
Verlust der Richtigkeit (Tab. 3), da die Wiederfinde-
kurve mit der Eichkurve nahezu identisch verliuft.
Wir kommen ferner zu der Erkenntnis, daBl es zu-
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mindest bei !2%]-TSH giinstiger ist, sofort nach der
Markierung in Gebrauchskonzentration (pro ml etwa
250000 Imp./min) und tiefgefroren aufzubewahren, als
konzentriert einzufrieren und jedesmal vor Gebrauch
nachzureinigen.

Die bessere relative Richtigkeit, d. h. in bezug auf den
verwendeten Standard, wird bewiesen durch die
Konstanz det Differenzen zwischen Standard und
Wiedetfindekurven (Tab. 3) iber den empfindlichen
MeBbereich. Die in der Literatur (1, 5, 7) hiufig be-
schriebenen Differenzen zwischen TSH-Werten in
Pufferlssungen mit Rinderalbuminzusatz und in Hu-
manserum finden ihre Erklirung durch die Verwen-
dung von zu hoch matrkiertem TSH. Sie treten entweder
gar nicht oder viel schwicher bei Verwendung von
TSH-Tracer geringerer spezifischer Aktivitit auf.
Das Mitfithren von Wiedetfindekurven in gepooltem
oder supprimiertem Humanserum in jedem Assay

gestattet nicht nur den systematischen Fehler besser
zu erfassen, als dies durch Kontrollseren allein méglich
ist, sondern zudem die Kortrektur des gesamten Assays.
Dies kommt klat zum Ausdruck durch die Verbes-
serung des Interassay-Variationskoeffizienten fir die
Kontrollseren. Die Tabelle 4 zeigt zudem, daBl der
mittlere Regressionskoeffizient fiir niedrig markierten
Tracer (36—67 mCi/mg) mit 1,025 dem Idealwert von
1,0 sehr nahekommt.

Aufgrund der hier mitgeteilten methodischen Ver-
besserungen liegt der Normalbereich der basalen TSH-
Spiegel (% 4= 2s) jetzt zwischen 0 und 3,8 uE/ml und
damit niedriger als der frither mitgeteilte Bereich von
1—7 uE/ml (8). Der Anstieg der TSH-Spiegel nach
Stimulation von Kontrollpersonen mit 200 ug TRH
i. v. blieb mit einem ATSHj pi, von 2,7—23,6 uE/ml
(Riog = 2s) praktisch gleich(8).
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