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Zusammenfassung: Es wird iiber den Competitive Ligand-Binding Assay (CLBA), einen Test zur Bestimmung von
Thyroxin-bindendem Globulin (TBG) im Serum berichtet, der erstmals von Chopra et al. ((1972), J. Clin. Endo-
crinol. Metab. 35, 565—573) beschrieben wurde. Die Bestimmung beruht auf der Verteilung einer konstanten
Menge an markiertem Trijodthyronin (T3) zwischen einer konstanten Menge an T3-Antikorpern und dem TBG des
Serums, das zuvor durch Behandlung mit einem Anionenaustauscher (Amberlite IRA 400) von endogenem T3 und
T, freigemacht wurde. Der TBG-Gehalt von Normalpersonen betrigt 25,5 + 5,0 mg/l (X * s,); er ist signifikant erhéht
bei Patienten mit Hypothyreose (36,8 £ 6,2 mg/l), bei Schwangeren (41,3 + 6,4 mg/l) und signifikant erniedrigt bei
Patienten mit Hyperthyreose (13,0 + 4,0 mg/l). Kein Unterschied besteht zwischen Normalpersonen und Frauen, die
Kontrazeptiva mit einem niedrigen Ostrogenanteil einnehmen. Es besteht eine signifikante negative Korrelation
zwischen TBG-Gehalt im Serum und dem relativen Anteil an freiem T4 und freiem T3 (r = - 0,70, p < 0,001). Der
niedrige TBG-Gehalt bei hyperthyreoten Patienten normalisiert sich allméhlich unter thyreostatischer Therapie;

die erhohten TBG-Gehalte bei Hypothyreose fallen unter Substitutionstherapie in den Normbereich ab. Es zeigt sich
eine Abhingigkeit der TBG-Konzentration vom Lebensalter. Mit zunehmendem Lebensalter kommt es zu einem
signifikanten Abfall der TBG-Konzentration mit einem Minimum zwischen dem 20. und 50. Lebensjahr, danach
erfolgt wieder ein signifikanter Anstieg auf die Ausgangswerte. Der CLBA-Assay ist eine einfache Routinemethode,
die es ermdéglicht, den TBG-Gehalt einer grofien Anzahl an Serumproben genau und reproduzierbar zu messen. Der
Vorteil gegeniiber dem Radioimmunoassay fiir TBG liegt darin, daf} eine Isolierung von TBG zur Antikoérpergewin-
nung und Markierung mit radioaktiven Isotopen, was zur Zeit noch mit erheblichen methodischen Schwierigkeiten
verbunden ist, nicht erforderlich ist.

Measurement of thyroxine binding globulin by competitive ligand binding assay (CLBA)

Summary: The competitive ligand binding assay (CLBA) first described by Chopra et al. ((1972) J. Clin. Endocrinol.
Metab. 35, 565—573) is a convenient routine method for the accuraté measurement of thyroxine binding globulin

in large numbers of serum samples. The assay is based on the partition of a constant quantity of tadiolabelled T
between a fixed quantity of rabbit T3 antibodies and the thyroxine binding globulin of the serum, after prior remo-
val of T3 and T4 from the serum with an anion exchange resin (Amberlite IRA 400). In euthyroid subjects serum
thyroxine binding globulin was 25.5 + 5.0 mg/l, in hyperthyroid patients thyroxine binding globulin was significantly
decreased to 13.0 + 4.0 mg/l and was significantly increased in hypothyroid patients to 36.8 £ 6.2 mg/l as well as in
pregnant women to 41.3 + 6.2 mg/l. No difference was found between normal subjects and young women taking
contraceptive pills with low oestrogen content. There were significant negative correlations between the thyroxine
binding globulin in serum on the one hand side and the free T,- and free T;-fraction on the other. The low thyroxine
binding globulin estimates in hyperthyroid patients increased gradually to normal during treatment with thyroid
blocking drugs, the elevated thyroxine binding globulin in hypothyroid patients decreased to normal during treat-
ment with thyroid hormones. The competitive ligand binding assay used here seems to be convenient as a routine
method for the precise and reproducible rheasurement of thyroxine binding globulin in serum.

1) Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft; auszugsweise vorgetragen auf dem 21. Symposion der Deutschen Gesell-
schaft fir Endokrinologie, Miinchen, 27. 2. — 2. 3. 1975.
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Einfiihrung

Der periphere Metabolismus der beiden Schilddriisen-
hormone Thyroxin und Trijodthyronin wird entschei-
dend beeinflufit durch die Bindung beider Hormone

an Plasmaproteine. Bisher war ein befriedigendes Ab-
schiitzen des Ausmafes der Proteinbindung nur indi-
rekt moglich durch Messung der dialysablen Fraktionen
beider Hormone bzw. durch Bestimmung der sog. T32)
resin uptake oder der maximalen Bindungskapazitit
von TBG fiir T4 durch Elektrophorese. Erst mit der Ent-
wicklung einer radioimmunologischen Bestimmungs-
methode ist es moglich geworden, die Konzentration
des wichtigsten Bindungsproteins, des TBG direkt zu
messen. Der Radioimmunoassay weist jedoch z. Zt,
noch erhebliche methodische Schwierigkeiten auf. Da-
her erschien es wichtig, eine einfache, genaue und re-
produzierbare Methode zur Bestimmung der TBG-Kon-
zentration im Serum zu erarbeiten, die es ermoglicht,
eine grofie Zahl von Serumproben zu messen und die
fur klinische Zwecke geeignet ist. In der folgenden Ar-
beit werden eine Modifikation des von Chopra et al.
(1) entwickelten Competitive Ligand-Binding Assay
zur Bestimmung von TBG im Serum beschrieben und
die Ergebnisse klinischer Untersuchungen mit dieser
Methode mitgeteilt. Die Modifikation besteht im we-
sentlichen in einem verdnderten Inkubationsschema,
das dem Vorgehen bei unserer radioimmunologischen
Bestimmungsmethode fiir T3 angepafdt wurde. Der
CLBA beruht auf einer Verteilung einer konstanten
Menge [12%J] T; zwischen einer definierten Menge an
Tj-Antikorpern und dem TBG des Serums, das zuvor
durch Behandlung mit einem Anionenaustauscher
(Amberlite IRA 400) vom endogenen T3 und T, befreit
wurde.

In die Bestimmungsmethode gehen folgende Charakte-
ristika von TBG ein:

1. Proteinkonzentration
2. Bindungskapazitit von TBG fur ['25)] T,
3. Affinitit von TBG fiir [125]] T;.

Wenn im Folgenden von der TBG-Konzentration ge-
sprochen wird, so mufl beriicksichtigt werden, daf}

die Mewerte auch Affinitit und Bindungskapazitit
von TBG fiir T3 beinhalten, und es sich nicht um reine
Konzentrationsangaben handelt.

Methodik und Material

T5-Antikérper wurden durch Immunisierung von Kaninchen
mit an Albumin gekoppeltem T3 gewonnen (2). Eine Endver-
diinnung von 1:25000 des Antiserums wurde in einem Ge-

" samtvolumen von 1 ml des Reaktionsgemisches verwendet. Bei

2) Abkiirzungen:

CLBA = Competitive Ligand-Binding Assay
TBG = Thyroxin-bindendes Globulin

Ts = Thyroxin

T3 = Trijodthyronin

ETR = Effective Thyroxine Ratio

TBPA = Thyroxin-bindendes Prialbumin

Inkubation mit markiertem T3 (~ 0,15 ng pro Ansatz) bei

37 °C iiber 90 Minuten wurden 60—-80% des Tracers an den
Aritikorper gebunden; bei Inkubation mit einer Tracérmenge
an [125]) T4 wurden nur 1,5% des markierten T4 an T3-Anti-
korper gebunden.

Mit einem Barbitalpuffer 0,1 mol/l, pH 8,6 mit einem Zusatz
an Rinderserumalbumin (1 g/l) wurden alle Lésungen ange-
setzt.

TBG-Staridard: Ein Laborstandard wurde aus einem Serumpool
von etwa 800 Normalpersonen gebildet. Die T4-Konzentration
betrug 96 ug/l, die T3-Konzentration 1460 ng/l, die ETR 0,96.
Der TBG-Gehalt des Standards betrug 26,0 mg/l. Als Referenz-
16sung diente ein Serum mit einem radioimmunologisch von
Dr. Chopra, Los Angeles, gemessenen TBG-Gehalt von 51 mg/l,
das uns freundlicherweise von Herrn Dr. Hesch (Med. Hoch-
schule Hannover) zur Verfiigung gestellt wurde.

Priparation der Seren: Das Standardpoolserum sowie die Pro-
banden-Seren wurden T3 (T, frei gemacht durch Inkubation
von 1 ml Serumn mit 1,75 g Amberlite IRA 400 (Fa. Serva, Hei-
delberg) iiber 24 h bei Raumtemperatur. Mit einem aliquoten
Volumen an Barbitalpuffer wurde das Serum aus dem Anionen-
austauscher ausgewaschen. Wurde das Serum mit Tracermengen
an {125]] T4 und [131J] T; vorinkubiert, so verblieben nach
Behanulung mit dem Anionenaustauscher 4,5% bzw. 3,0% der
Aktivitit an Serumproteine gebunden. Die Effektivitﬁt der
Hormonextraktion durch Amberlite wurde radioimmunologisch
iiberpriift. In den extrahiérten Seren konnten lediglich zwischen
0-150 ng/l T3 und 0—10 ug/1 T4 nachgewiesen werden. Die
Wirksamkeit der Hormonextraktion wurde weiterhin dadurch
iiberpriift, daB nach Zusatz steigender Mengen an T3 und T4 zu
einem Serum und nach Extraktion mit dem Anionenaustauscher
die TBG-Gehalte der Seren gemessen wurden. Die Behandlung
mit Amberlite erwies sich bis zu Serum=T3-Konzentrationen
von 8000 ng/l und Serum-T4-Konzentrationen von 500 ug/1
als ausreichend. Wurden den extrahierten Seren mehr als
200 ng/1 T3 hinzugefiigt, so wurden zu hohe TBG-Gehalte ge-
messen.

Trijodthyronin und Thyroxin im Serum wuiden radioimmuno-
logisch (2, 3), die ETR mit einer friiher beschriebenen Methode
(4) gemessen. Der Anteil an freiem T3 und T4 wurdén mit Hilfe
der Gleichgewichtsdialyse bestimmt (5). [125]] T4 und [125)] T3
wurden von der Fa. Byck Mallinckrodt bzw. von den Farbwer-
ken Hoechst bezogen mit einer spezifischen Aktivitit von

150 Cifg bzw. 500 Ci/g.

Versuchsanordnung (Abb. 1): In verschlieBbare Plastikrohrchen
(1 X 5,5 cm) werden nacheinander pipettiert:

1. 100 p1 1:3 verdiinntes Patienten-Serum bzw. 10—700 ul
1:3 verdiinntes Standard-Pool-Serum entsprechend 0,065—
4,55 ug TBG pro Ansitz;

100 p1 T3 Antiserum 1:2500 verdiinnt;

100 1 (1257 T3 (~ 0,15 ng);

Barbitalpuffer 0,1 mol/l, pH 8,6 ad 1,0 ml;

Schiitteln und Inkubation bei 37 °C iiber 90 Minuten,
anschlieBend Abkiihlung auf Raumtemperatur;
Abtrennung der an T3-Antikorper gebundenen Aktivitit
durch Fillung mit 50 u! anti-Kaninchen-y-Globulin (Esel)
1:200 verdiinnt (Deutsche Wellcome GmbH) und 20 ul
Kaninchenserum 1:40 verdiinnt.

o Lk ww

AnschlieBend Inkubation iiber 4 h bei Raumtemperatur; Zen-
trifugieren (5 min bei 2500 g), Uberstand absaugen. Messung
des Riickstandes (an T3-Antikorper verbliebene [125]] T3-Akti-
vitit) im Gamma-Zahlgerat

Ergebnisse

Abbildung 2 zeigt‘ den typischen Verlauf der Standard-
kurven und veranschaulicht deren Reproduzierbarkeit.

- Die Prgzision in Serie wies einen Variationskoeffizienten

von * 3% (n = 15), die Prizision von Tag zu Tag, gemes-
sen iiber einen Zeitraum von 6 Monaten (n = 15), einen
Variationskoeffizienten von + 5,9% auf.
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SraTer v

i .

E VORBEREITUNG (T3-EXTRAKTION) Der CLBA ermdglicht bei einem 1:3 verdiinnten Serum-

Tl Serur bzw. STANDARD volumen von 100 ul eine Messung iiber einen Bereich

| +1,75 g Amberlite IRA 400 von 2,6—132 mg/l. Human-Serumalbumin hatte bis zu
einer Konzentration von 2 mg/1 : i

f INKUBATION 24 h ca. 22°C g/100 il 1:3 verdiinntem

Serum (dies entspricht einer Konzentration von 80 g/
Albumin im Vollserum) keinen signifikanten Einfluf}

TEST-ANSATZ auf die Bindungskurven. Nur bei héheren Albumin-
; : konzentrationen wurden zu hohe TBG-Gehalte gemes-
' PROBE (B,) LEERWERT (B,) sen. Durch Verwendung von Barbitalpuffer wurde eine
Sead e Bindung von T3 an TBPA verhindert und somit eine
b;a;:. ar } 100 ul um } A Beeinflussung der kompetitiven Bindung von T4 durch
Seru Standard TBG und T;3-Antikorper durch TBPA ausgeschaltet.
Puffer 700 ul . Puffer 800 ul (13).
T3-AK 100 ul T3-AK 100 ul ]
132571T3 100 ul (12571T, 100 ul Eine zufriedenstellende Trennung der an T;-Antikdrper
1000 ul 1000 1 gebundenen Aktivitdt von der an TBG gebundenen
. \ und von der ungebundenen Aktivitit lie sich mit anti-
. MISCHEN, INKUBATION (90 min, 37°C), ABKUHLEN Igamnchen-y—Globu]'m"(Esel) durcht.‘uhrerl. I.n-Testar.l-
| ' sdtzen ohne T;-Antikdrper konnte im Prizipitat keine
1 TRENNUNG Radioaktivitdt nachgewiesen werden, was darauf hin-
| . . . . .
. I1. AK-Losung (1:200) 50 al wenlsF, daﬁ kel.n TBG vom anti-Kaninchen-y-Globulin
) Kaninchenserum (1:40) 20 ul prizipitiert wird.
Die Wiederfindungsrate betrug bei TBG-Konzentratio-
MISCHEN, INKUBATION 4 h bei ca. 22°C nen bis 70 mg/l 90—98%, bei Konzentrationen von
ZENTRIFUGATION 5 min 3000 rpm 70—130 mg/1 85—-90% der eingesetzten Menge.
RUCKSTAND ZAHLEN
' Abbildung 3 zeigt den Vergleich von Bindungskurven
! : jeweils eines Poolserums von hyperthyreoten und
: “ Abb. 1. Versuchsanordnung des Competitive Ligand-Binding  mit Ostrogenen behandelten Patienten mit unserem
{ g:sg:;‘; Bestimmung von Thyroxin-bindendem Globulin g4, dardpool-Serum. Die parallelen Kurvenverliufe
' beweisen die Vergleichbarkeit der Bindungsaffinititen
k von TBG in Normalseren und Seren mit erniedrigten
| bzw. erhohten TBG-Gehalten. Diese Befunde sind
: Voraussetzung fiir die Richtigkeit des CLBA fir TBG
und unterstiitzen die Annahme; daf} sowohl erworbene
als auch kongenitale Abnormititen des Serum-TBG
prinzipiell mit Konzentrationsinderungen und nicht
mit Verinderungen der Bindungsaffinitit einhergehen.
In Tabelle 1 sind die gemessenen. TBG-Konzentrationen
fiir Normalpersonen, hyper- und hypothyreote Patienten
100 : ~. -
™ -
80— ~
> ~ °
| ~
8 6o
& Ia? Ty }\x\
- ~
201
‘ 0 — | o0 Jdoa sl 1 1 1
:‘ - 10 20 50 100 200 300 500
5 | 1 1 ! 1 | o serum [ul]
't 5213 2 39 52 65 78 104
[ Thyroxin -bindendes Glabulin [mg/t] Abb. 3. Vergleich der Bindungskurven von Seren von Normal-
! personen (x——x), von Hyperthyreosen (——)
i Abb. 2. Reproduzierbarkeit der Eichkurven. und von Patienten unter Ostrogentherapie (0——o).
|
i . .
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Tab. 1. §erum-TBG-

und Schilddriiscnhormonkonzentrationen bei Eu-, Hyper- und Hypothyreosé und Graviditit; X %)

p < 0,012, ++p < 0,005 gegeniiber Euthyreose.
TBG T freies T, Ta (ug/)/ T, freies T T3 (ng/l)/
N ¢ TBG (mg/1) TBG (mg/l)
(mgftl}  {ug/l] (ng/l} (%) tng/1] ng/ll (%)
Zuth 25,5 83,0 17,4 0,021 321 1408 2,82 0,20 55,2
l(:3u7t) yreose £ 50 ¢ 14,0 + 4,1 £0,005 + 0,84 + 465 + 025 003 + 17,8
ot ++ ++ ++ ++ ++
th 13,0'Y 200,07 68,0++ 0,034"" 154 4662 11,36"" 029" 3584
gyg;er yIess + 40 * 30,0 +18,5 +0,016 * 5,0 +187S + 6,32 0,08 +152,0
; ++ ++ ++ ++ ++ ++
Hypothyreose 368" 31,0 4,7 0,016"" 0,88 444 1,01** 0,14 12,0
(1?;0 yreos + 62 +170 + 24 £0,004 * 0,72 + 361 + 0,61 20,02 =+ 87
Graviditit 41,3"*  105,0" 1260 00127 254" 1691*" 221%% o13™ 412"
(16) + 62 =130 + 30 +0,003 * 0,33 + 247 + 0,41 0,02 = 85

und Gravide mit den entsprechenden Daten fiir Gesamt-
T, und T, prozentuales freies T4 und T3 sowie fur die
Konzentrationen der freien Hormone wiedergegeben.
Auflerdem enthilt die Tabelle die Quotienten

Ts (o) 45 (ng)

TBG (mg) TBG (mg)

mit denen sich eine Differenzierung der Schilddriisen-
funktionen bei Bindungsabnormalititen im Serum er-
zielen 14t wie es in Tabelle 1 an dem Beispiel von Gra-
viden dargestellt ist. Bei den Graviden sind die TBG-
Konzentrationen im Serum bei leicht erhohtem Gesamt-
T, und T5 stark erhdht. Die Quotienten T,/TBG und
T3/TBG sind gegeniiber den Quotienten bei Eutyhreose
signifikant erniedrigt. Dies deutet auf einen Mangel

an freiem T4 und T5 hin, was durch die direkte Mes-
sung der freien Hormonfraktionen bestitigt wird

(Tab. 1). Bei Hyper- und Hypothyreose treten die Ver-
inderungen in den Serumkonzentrationen deutlicher
hervor, wenn die Ergebnisse auf den TBG-Gehalt be-
zogen und pro mg TBG angegeben werden (Tab. 1).

Die TBG-Konzentrationen (24,3 + 2,9 mg/l, n = 10)

bei Frauen, die hormonelle Kontrazeptiva mit einem
niedrigen Ostrogenanteil einnehmen (0,05 mg Ethinyl-
6stradiol) unterscheiden sich nicht von Normalpersonen
(25,5 £ 5,0 mg/l, n = 37). Unter Testosterontherapie
(13,4 = 5,0 mg/1, n = 6) und bei dekompensierter Leber-
cirrhose (10,0 £ 3,0 mg/l, n = 8) sind die TBG-Konzen-

trationen gegeniiber der Norm signifikant erniedrigt,
unter Ostrogentherapie (360 mg Tetranatrium diae-
thylstilboestroldiphosphoricum tgl. oral u. 80 mg Poly-
ostradiolphosphat i. m. alle drei Wochen) signifikant
ethSht (44,2 £ 6,0 mg/l, n = 3). Der erniedrigte TBG-
Gehalt bei hyperthyreoten Patieriten normalisiert sich
allmihlich unter thyreostatischer Therapie, die erhdhten
TBG-Konzentrationen bei Hypothyreose fallen unter
Substitutionstherapie in den Normbereich ab (Tab. 2).

Abbildung 4 veranschaulicht die Beziehung zwischen
TBG-Gehalt und relativen Anteilén an freiem T, und T
im Serum. Es besteht eine signifikante negative Korre-
lation, r = - 0,70 bzw. - 0,69.

Tabelle 3 zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen iiber
die Abhingigkeit der TBG-Konzentration vom Lebens-
alter. Mit zunehmendem Lebensalter kommt es zu-
nichst zu einem Abfall der Serum:-TBG-Konzentration
mit einem Minimum zwischen dem 20.—50. Lebensjahr,
danach steigt im hoheren Lebensalter das TBG wieder
signifikant an. Ein Geschlechtsunterschied der TBG-
Konzentrationen wurde in keiner Altersgruppe beob-
achtet.

Diskussion

Der CLBA fiir TBG ist eine einfache, prizise und re-
produzierbare Methode, die es erlaubt, die TBG-Gehalte
einer groferen Anzahl an Serumproben zu messen. In

Tab. 2. EinfluB von Thyreostatika bzw. Substitutionstherapie auf die TBG-Konzentration im Serum von hyperthyreoten bzw.

hypothyreoten Patienten.

Vor Therapiebeginn unter Thyreostatika bzw. Substitution
2-4 Wochen 4-8 Wochen
Patient TBG freies T, freiesT3  TBG freies T4 freiesT;  TBG freies T, freies T3
[mg/1] 1% %] [mg/l] (%] (%) [mg/l] (%] (%)
B.G. 12,8 0,045 0,353 26,0 0,028 0,226 29,7 0,025 0;222
Hyperthyreose A A 16,5 0,060 0,410 29,9 0,017 0,146 28,6 0,022 0,220
Z.E. 17,5 0,090 0,511 ,21,5 0,040 0,284 284 0,020 0,188
W. A. 41,6 0,017 0,122 38,4 0,018 0,143 29,3 0,020 0,180
Hypothyreose W. G. 514 0,018 0,139 29,0 0,022 0,200 16,9 0,073 0,457
G.H. 46,0 0,016 0,130 32,0 0,020 0,190 24,0 0,025

0,220
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Abb. 4. Beziehung zwischen TBG (mg/1) und prozentualem freien
T4 (y = 0,049—-0,009%, r = ~ 0,70, n = 57) und prozen-
tualem freien T3 (y = 0,34 - 0,05 x, r=~ 0,69, n = 65).

Tab. 3. Abhéngigkeit der Serum-TBG-Konzentrationen vom
Lebensalter. (x +s), p < 0,005 gegeniiber den Alters-
gruppen 1—19 Jahren und S0—80 Jahren.

Lebensalter TBG-Konzentrationen
in Jahren (mg/1]
1-9 23,1 6,3
(55)
10-19 22,3+5,9
) (28) "
20-29 17,7 £ 5,7
. (21) .
30-39 17,6 £ 3,2
19)
40-49 16,4 + 2,5
(18)
50-59 20,2+ 4,1
14)
60-69 19,1 + 5,9
. 1s)
70-79 21,1 6,5
(20)
>80 20,4 + 3,7
(15)

einem Versuchsansatz kénnen 60—80 Serumproben be-
stimmt werden, die Versuchsdauer einschlieflich der
Vorbereitung der Seren betrigt 2 Tage. Hierin liegt der
grofie Vorteil gegeniiber der iiblichen elektrophoreti-
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schen Methode (6) zur Quantifizierung von TBG durch
Bestimmung seiner maximalen T4-Bindungskapazitit,
die mit einem erheblichen Zeitaufwand verbunden ist.
Der CLBA ist vergleichbar mit dem Radioimmunoassay
fir TBG (7) hinsichtlich der Genauigkeit und der Lei-
stungsfihigkeit. Die Empfindlichkeit des Radioimmuno-
assay ist grofier. Es konnen Serumkonzentrationen bis
20 ug/l nachgewiesen werden, wihrend die untere Nach-
weisgrenze beim CLBA bei Verwendung von 100 ul 1:3
verdiinntem Probenserum bei 2,6 mg/! liegt. Die Emp-
findlichkeit des CLBA reicht jedoch aus, da TBG-Kon-
zentrationen unter 2,6 mg/l aufierordentlich selten sind.
Der CLBA unterscheidet sich vom Radioimmunoassay
darin, daf} er mehr von der Funktion als von der Struk-
tur des TBG abhingig ist. Die Mef3ergebnisse des CLBA
werden aufier von der Proteinkonzentration von TBG
auch von der Bindungskapazitit und von der Affinitit
von TBG fiir '2°J-markiertes T, beeinflufit. Funktionell
inaktive TBG-Molekiile gehen nicht mit in das Test-
ergebnis ein. Wir sehen hierin keinen Nachteil gegeniiber
dem Radioimmunoassay fiir TBG, sondern eher einen
Vorteil, da der CLBA aufier einer Aussage iiber die
Konzentration auch eine Information iiber die Funktion
des TBG liefert.

Sowohl erworbene als auch kongenitale Abnormititen
des Serum-TBG gehen mit Konzentrationsinderungen
einher und nicht mit Verdnderungen der Bindungsaffini-
tit (1, 8), wie es frither vermutet wurde (9). Diese Aus-
sage, die von Bedeutung fir die Richtigkeit des CLBA
ist, wird unter anderem durch die Vergleichbarkeit der
Bindungskurven von Normalpersonen mit denen von
Patienten mit erworbenen TBG-Verinderungen (Abb. 3)
gestiitzt. Der Radioimmunoassay ist dagegen abhéingig
von einer schonenden und reinen Isolierung des TBG
aus dem Serum. Wihrend der Priparation kann es leicht
zu Verinderungen der Struktur und damit der Antigeni-
tit von TBG kommen, was zu unterschiedlichen Bin-
dungskurven fithren kann, wenn verschiedene Chargen
von isoliertem TBG mit demselben Antiserum reagieren.

Von Sterling et al. (15) wird berichtet, daf eine Behand-
lung von TBG mit Ionenaustauschern zu einer Anderung
der Bindungsverhiltnisse fiir Schilddriisenhormone fiihrt.
Dies scheint jedoch nicht fiir eine Vorbehandlung mit
Amberlite IRA 400 zuzutreffen. Wir haben mit Hilfe
des ,,Scatchard plot* (14) vor und nach Extraktion des
Poolserums mit Amberlite IRA 400 die maximale Bin-
dungskapazitit von TBG fiir T4 sowie die Thyroxin-
Assoziationskonstanten fiir TBG bestimmt. Diese Para-
meter werden durch die Extraktion nicht beeinflufit.
Vor Extraktion betrug die maximale Bindungskapazitit
von TBG fiir T4 185 ug/l, nach Extraktion 180 ug/l. Die
Thyroxinassoziationskonstante lag vor der Extraktion
bei 4,5 X 108 1/mol, nach Extraktion bei 5,6 X 108 1/mol.
Obgleich die Assoziationskonstanten methodisch bedingt
zu niedrig gemessen werden, konnen doch die Werte
miteinander verglichen werden. Aufierdem ist auch eine

3>
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enge Korrelation zwischen der maximalen Bindungs-
kapazitiit von TBG fiir T4 und den mit Hilfe des CLBA
gemessenen TBG-Konzentrationen nachgewiesen wor-
den (1).

Der CLBA erfordert ein T3-bindendes Antiserum, das
eine hohe Affinitit zu T5 besitzt, so da8 T3-bindende
Proteine mit niedriger Affinitit zu T, z. B. Serumal-
bumin nicht interferieren. Der Testanordnung mit T,
und T;-Antiserum wird bei dem CLBA fiir TBG gegen-
iiber T, und T,-Antiserum der Vorzug gegeben, da
Experimente gezeigt haben, daf8 mit der ersten Kom-
bination Anderungen der TBG-Konzentration deutlicher
werden (1). Bei den von uns untersuchten Graviden ist
der TBG-Gehalt signifikant erhoht. Obgleich das Ge-
samt-T4 und -T3 gegeniiber Normalpersonen erhéht ist,
ist das prozentuale freie T4 und T; signifikant ernied-
rigt. Es wird durch den Anstieg des Gesamt-T4 und -T3
nicht ausreichend kompensiert, so dal dadurch die Kon-
zentration an frejem T, und T; als Stellgrofie ebenfalls
erniedrigt ist. Dies kommt auch zum Ausdruck, wenn
T4 und T; pro mg TBG berechnet werden (Tab. 1).
Diese Befunde kdnnen ein Hinweis fiir eine latente
Hypothyreose bei Graviden sein. Hierfiir spricht neben
der klinischen Beobachtung eines gehduften Auftretens
von Strumen auch der Befund von erhdhten basalen
Thyrotropin-Konzentrationen bei Graviden (10). Die
erhohten basalen Thyrotropin-Konzentrationen
konnten allerdings auch durch unspezifische Kreuz-
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