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Die Radio-lodierung von Proteinen und Peptiden (Mar-
kierung von Tyrosin-Resten mit 12SI oder 131I) stellt eine
empfindliche Methode zu deren Detektion und Quantifi-
zierung bei biochemischen Analysen dar. lodierte Pro-
teine und Peptide haben sich als besonders nützlich bei
drei Anwendungen erwiesen:
- Radioimmunoassay (empfindlich bis zum Picomol-

Bereich)
- Untersuchung von Rezeptor-seitigen Bindungen
- Untersuchung von Metabolit-Umsetzungen (turn-

over Studien).
Frühere Methoden der Protein-lodierung sind zeitauf-
wendigen und weniger wirksam und erfordern gewöhn-
lich ein stark oxidierendes Medium. So wird beispiels-
weise bei der Chloramin-T-Methode (1) das starke Oxi-
dationsmittel Chloramin-T zur Reaktionslösung gegeben
und die Reaktion durch Zugabe des Reduktionsmittels
Natriumhydrogensulfit unterbrochen. Die lodierung dau-
ert 1 Std, die Markierung ist wenig wirksam (2), und
das Protein wird abwechselnd stark oxidierenden und
reduzierenden Bedingungen ausgesetzt. Infolge der ge-
ringen Wirksamkeit der Reaktion werden große Mengen
des -emittierenden radioaktiven lods eingesetzt so daß
das Expositionsrisiko für das Laborpersonal erhöht wird.
Weiterhin wird die Chloramin-T-Methode kompliziert
durch die Abtrennung des freien lods vom iodierten Pro-
tein. Diese Abtrennung wird auf einer kurzen Chromato-
graphiesäule durchgeführt, die zur Verhinderung unspezi-
fischer Proteinbindung mit Rinderserumalbumin be-
schichtet ist. Die beschichtete Säule bewirkt häufig, daß
das markierte, zu reinigende Protein mit Protein verunrei-
nigt wird.
Ein anderes lodierungsverfahren, die Lactoperoxidase-
Methode (3) bewirkt ebenfalls recht scharfe Bedingun-
gen, da Wasserstoffperoxid zum Auslösen der Oxidation
benutzt wird. Außerdem ist diese Methode zeitaufwendig
und erfordert große Mengen an Na125l, um die geringe
Wirksamkeit der lodierung auszugleichen.
Mehrere Festkörper-lodierungsprodukte sind kürzlich mit
dem Ziel vorgestellt worden, die lodierung zu verein-
fachen und Reduktionsmittel zu vermeiden. Eines dieser
Produkte, mit N-chlor-benzo-sulfonamid derivatisierte
Polystyrolkugeln, iodieren ohne scharfe Reduktionsmit-
tel.
Dieses Produkt erfordert jedoch auch eine Vorbereitungs-
zeit für die Gleichgewichtseinstellung des Puffers vor der
15-minütigen lodierungsdauer.
Ein ähnliches Produkt ist ein wasserunlösliches Pulver
mit der aktiven Gruppe 1,3,4,6-tetra-chloro-3a,6ot-di-
phenylglycouril (2). Für eine wirkungsvolle lodierung
muß es auf eine große Reaktionsfläche aufgetragen wer-
den. Die lodierungsreaktion wird gewöhnlich in einem
vorbehandelten Reagenzglas durchgeführt und durch das
Abgießen der Reaktionsmischung aus dem beschichteten

Gefäß unterbrochen, wodurch Reduktionsmittel über-
flüssig werden. Diese Methode hat jedoch zwei Nach-
teile: 1. Die Vorbereitung des Reaktionsgefäßes ist zeit-
aufwendig, und 2. die Reaktion erfordert eine große Ober-
fläche (so ist z.B. für die lodierung von 10 bis 100
Flüssigkeit ein Reagenzglas von 12*75 mm nötig). Da-
durch wird es schwierig, kleine Volumina der radioaktiven
Probe quantitativ zurückzugewinnen.
Ein neues lodierungsprodukt, das kürzlich vorgestellt
wurde*, ist eine Festkörpermatrix, mit der die Nachteile
früherer Methoden zur Proteiniodierung erfolgreich ver-
mieden werden können.
Die unlöslichen Protag-125 Teilchen tragen ein fixiertes
Glycouril-Reagenz. Die Reaktion ist schnell und wir-
kungsvoll, denn eine vollständige lodierung wird nach
nur 10min bei 0-4°C erreicht [Abb.1 (4)]. Die Reak-
tionslösung wird zum Abbruch der lodierung dekantiert
oder abpipettiert, so daß scharfe Reduktionsmittel nicht
mehr nötig sind. Die große Oberfläche des Reagenzes
erlaubt eine wirkungsvolle lodierung des Proteins in ei-
nem kleinem Puffervolumen ohne vorherige Gleichge-
wichtseinstellung oder präparative Beschichtung.
Da Protag-125 gebrauchsfertig ist, können die lodierung
und die nachfolgende Entfernung von freiem 125I von
10 Proteinproben innerhalb von 25 bis 30 min erfolgen,
wenn Protag-125 und ein Probenvorbereitungssystem**
verwendet werden. So wurde beispielsweise Immuno-
globulin G (IgG) menschlichen Ursprungs mit 125I nach
folgender Methode markiert:
1. Eine Reaktionsmischung aus 1 mg IgG und 5*
107cpm Na125l wurde in einem Gesamtvolumen von
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Abb. 1: Zeitabhängigkeit der Signale des an Protein gebundenen
125 / bei Verwendung von Protag-125
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1,0 ml Puffer A (10 mmol/l Natriumborat, pH 8,2,
0,145 mol/l NaCI) hergestellt.
2. Die Mischung wurde in einer Eis/Wasser-Mischung
equilibriert und die lodierung durch Zugabe von 20 mg
Protag-125 gestartet.
3. Nach 10. min bei 0°C wurde die Reaktion durch Abpi-
pettieren der Reaktionsmischung vom festen Protag-125
abgebrochen (das Dekantieren einer zentrifugierten
Probe ist ebenfalls wirksam). Träger wird für die Reak-
tion nicht benötigt.
Nach der lodierung wurde überschüssiges Na125l entfernt
indem die Lösung wie folgt über eine Dextran Gelsäule*
(vernetzt) gegeben wurde:
a) Einstellung der Säule: Die 3 ml-Säule wurde mit 12 ml
Puffer A eingestellt. (Dieser Schritt kann ebenfalls zur
Entsalzung oder zum Pufferaustausch benutzt werden,
wobei die Säule dann mit dem gewählten Puffer einge-
stellt würde.) Ein Trocknen der Säule wurde vermieden.
b) 200 der nach der lodierung überstehende Reak-
tionslösung wurden auf die Säule pipettiert und diese mit
800 Puffer A gewaschen.
c) Dann wurde fünfmal mit 800 nachgewaschen und
das Eluat in 1,0 ml Meßgefäßen aufgefangen.
d) lodiertes Protein wurde durch Messung der Radioak-
tivität von jeder Fraktion lokalisiert und die Quantifizie-
rung des Proteins erfolgte nach der Methode von Lowry
(5).
Die Wiederfindung von 125l-lgG betrug 90%, die von 125I
98% (Messung der -Aktivität). Das Elutionsvolumen des
iodierten IgG entsprach dem Totvolumen der Säulen-
packung; ungebundenes Na125l wurde später eluiert
(Abb.2).
Die Wirksamkeit der Markierung ist so groß, daß ein Über-
schuß an Na125l nicht benötigt wird. Nach der Markierung
von 1 mg IgG mit nur 5 106 cpm Na125l gemäß der oben
beschriebenen Methode wurde das gesamte verfügbare
125I an das IgG gebunden (Abb. 3); die Wiederfindung für
Protein und Gesamtradioaktivität war wieder größer als
90%.
Das Reagenz Protag-125 bietet erhebliche Vorteile ge-
genüber anderen methodischen Ansätzen zur hochwirk-
samen Markierung von Proteinen mit radioaktivem lod.
Die unlösliche Matrix von Protag-125 hat eine größere
Oberfläche für die wirkungsvolle lodierung als derivati-
sierte Kugeln; Protag-125 benötigt werder eine zeitrau-
bende Beschichtung, mit der das Oxidationsreagenz der
Reaktionsmischung zur Verfügung gestellt wird, noch
eine Gleichgewichtseinstellu'ng dieses Mediums vor der
lodierung. Demzufolge können mehrere lodierungsreak-
tionen an einem Tag durchgeführt werden, und zwar
dann, wenn die spezifische Aktivität des Isotops am
höchsten ist. 10 Proben können innerhalb von 25 bis
30 min iodiert werden und sind gebrauchsfertig.
Protag-125 ermöglicht milde Bedingungen für die Oxida-
tion, mit der die Tyrosinreste des Proteins wirksam iodiert
werden. Infolge der Unlöslichkeit der Matrix kann die
Reaktion durch einfaches Dekantieren der Reaktionslö-
sung von der Matrix abgebrochen werden.
Durch die Reduzierung der Reaktionszeit und der einzel-
nen Reaktionsschritte sowie durch die Verringerung von
Größe und Menge der erforderlichen Glasgeräte wird
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Abb. 2: Trennung des mit Prostag-125 iodierten IgG menschli-
chen Ursprungs von ungebundenem 125/ an einer Dextran Gel-
säule*
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Abb. 3: Ohne überschüssiges Na™l markiertes125/ IgG an einer
Dextran Gelsäule *

schließlich das Laborpersonal erheblich weniger der Ra-
dioaktivität ausgesetzt. Das kleine Reaktionsvolumen,
das für die lodierung nötig ist und die sehr gute Wiederge-
winnung von radioaktivem 125I bewirken eine geringere
Menge an radioaktivem Abfall.
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