S —————————— e A i v R

Lab.med. 9: 361362 (1985)

Feststoff-Reagenz zur schnellen lodierung
von Proteinen und Peptiden

Joyce G Guenther, Hugh Ramsden

J. T. Baker Chemical Co. Research and Development Dept., Phillipsburg/USA

Die Radio-lodierung von Proteinen und Peptiden (Mar-
kierung von Tyrosin-Resten mit 23| oder '3'1) stellt eine
empfindliche Methode zu deren Detektion und Quantifi-
zierung bei biochemischen Analysen dar. lodierte Pro-
teine und Peptide haben sich als besonders niitzlich bei
drei Anwendungen erwiesen:

- Radioimmunoassay (empfindlich bis zum Picomol-
Bereich)

- Untersuchung von Rezeptor-seitigen Bindungen

- Untersuchung von Metabolit-Umsetzungen (turn-
over Studien).

Frihere Methoden der Protein-lodierung sind zeitauf-
wendigen und weniger wirksam und erfordern gew6hn-
lich ein stark oxidierendes Medium. So wird beispiels-
weise bei der Chloramin-T-Methode (1) das starke Oxi-
dationsmittel Chloramin-T zur Reaktionslosung 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 groRe Mengen
des y-emittierenden radioaktiven lods eingesetzt, so da®
das Expositionsrisiko fur das Laborpersonal erh6ht 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-
graphiesaule durchgefiihrt, die zur Verhinderung unspezi-
fischer Proteinbindung mit Rinderserumalbumin be-
schichtet ist. Die beschichtete Saule bewirkt haufig, dal
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 Auslésen der Oxidation
benutzt wird. AuRerdem ist diese Methode zeitaufwendig
und erfordert groRe Mengen an Na'*l, um die geringe
Wirksamkeit der lodierung auszugleichen.

Mehrere Festkorper-lodierungsprodukte sind kirzlich 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 Vbrbereitungs-
zeit fiir die Gleichgewichtseinstellung des Puffers vor der
15-mindtigen lodierungsdauer.

Ein dhnliches Produkt ist ein wasserunlésliches Pulver
mit der aktiven Gruppe 1,3,4,6-tetra-chloro-3a,6a-di-
phenylglycouril (2). Fir eine wirkungsvolle lodierung
muR es auf eine groe Reaktionsflache aufgetragen wer-
den. Die lodierungsreaktion wird gewdhnlich in einem
vorbehandelten Reagenzglas durchgefiihrt und durch das
AbgieRen der Reaktionsmischung aus dem beschichteten
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GefaRl unterbrochen, wodurch Reduktionsmittel ber-
fiissig werden. Diese Methode hat jedoch zwei Nach-
teile: 1. Die Vorbereitung des ReaktionsgefaBes ist zeit-
aufwendig, und 2. die Reaktion erfordert eine groRe Ober-
fliche (so ist z.B. fir die lodierung von 10 bis 100 pl
Flissigkeit ein Reagenzglas von 12x75 mm nétig). Da-
durch wird es schwierig, kleine Volumina der radioaktiven
Probe quantitativ zurlickzugewinnen.

Ein neues lodierungsprodukt, das kirzlich vorgestelit
wurde”®, ist eine Festkorpermatrix, mit der die Nachteile
friherer Methoden zur Proteiniodierung erfolgreich ver-
mieden werden kénnen.

Die unldslichen Protag-125 Teilchen tragen ein fixiertes
Glycouril-Reagenz. Die Reaktion ist schnell und wir-
kungsvoll, denn eine vollstandige lodierung wird nach
nur 10 min bei 0—4°C erreicht [Abb.1 (4)]. Die Reak-
tionslésung wird zum Abbruch der lodierung dekantiert
oder abpipettiert, so daR scharfe Reduktionsmittel nicht
mehr notig sind. Die groRe Oberfliche des Reagenzes
erlaubt eine wirkungsvolle lodierung des Proteins in ei-
nem kleinem Puffervolumen ohne vorherige Gleichge-
wichtseinstellung oder praparative Beschichtung.

Da Protag-125 gebrauchsfertig ist, kdnnen die lodierung
und die nachfolgende Entfernung von freiem '*| 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 '*°| nach
folgender Methode markiert:

1. Eine Reaktionsmischung aus 1mg IgG und 5x
10’ cpm Na'*l wurde in einem Gesamtvolumen von

* Protag-125™@ von J. T. Baker
** Baker-10 SPE® (Solid Phase Extraction)

cpmx10%/100 ug Protein
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Abb. 1: Zeitabhéngigkeit der Signale des an Protein gebundenen
28/ bei Verwendung von Protag-125
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1.0ml  Puffer A (10 mmol/l
0,145 mol/l NaCl) hergestelit.

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). Trager |~ wird fiir die Reak-
tion nicht benétigt.

Natriumborat, pH 8,2,

!\lach de_r Iod_jerung wurde Uberschiissiges Na'#| entfernt,
indem die Losung wie folgt tiber eine Dextran Gelsaule*
(vernetzt) gegeben wurde:

a) Einstellung der Saule: Die 3 ml-Séaule wurde mit 12 ml
Puffer A eingestellt. (Dieser Schritt kann ebenfalls zur
Entsalzung oder zum Pufferaustausch benutzt werden,
wobei die Sdule dann mit dem gewahlten Puffer einge-
stellt wiirde.) Ein Trocknen der Saule wurde vermieden.

b) 200 ul der nach der lodierung tberstehende Reak-
tionslésung wurden auf die Saule pipettiert und diese mit
800 pi Puffer A gewaschen.

c) Dann wurde fiinfmal mit 800 pl nachgewaschen und
das Eluat in 1,0 ml MeRgefaRen aufgefangen.

d) lodiertes Protein wurde durch Messung der Radioak-
tivitdt von jeder Fraktion lokalisiert und die Quantifizie-
rung des Proteins erfolgte nach der Methode von Lowry

(5).

Die Wiederfindung von '?*1-1gG betrug 90%, die von '*|
98% (Messung der y-Aktivitat). Das Elutionsvolumen des
iodierten 1gG entsprach dem Totvolumen der Saulen-

packung; ungebundenes Na'*l wurde spater eluiert
(Abb.2).

Die Wirksamkeit der Markierung ist so groR, daR ein Uber-
schul an Na'®| nicht benotigt wird. Nach der Markierung
von 1 mg IgG mit nur 5x10° cpm Na'*l gemaR der oben
beschriebenen Methode wurde das gesamte verfligbare
125] an das |gG gebunden (Abb. 3); die Wiederfindung fir
Protein und Gesamtradioaktivitat war wieder grofler als
90%.

Das Reagenz Protag-125 bietet erhebliche Vorteile ge-
geniiber anderen methodischen Anséatzen zur hochwirk-
samen Markierung von Proteinen mit radioaktivem lod.
Die unldsliche Matrix von Protag-125 hat eine gréRere
Oberfidche fiir die wirkungsvolle lodierung als derivati-
sierte Kugeln; Protag-125 bendtigt werder eine zeitrau-
bende Beschichtung, mit der das Oxidationsreagenz der
Reaktionsmischung zur Verfiigung gestellt wird, noch
eine Gleichgewichtseinstellung dieses Mediums vor der
lodierung. Demzufolge kénnen mehrere lodierungsreak-
tionen an einem Tag durchgefiihrt werden, und zwar
dann, wenn die spezifische Aktivitdit des Isotops am
héchsten ist. 10 Proben kénnen innerhalb von 25 bis
30 min iodiert werden und sind gebrauchsfertig.

Protag-125 erméglicht milde Bedingungen fiir die Oxida-
tion, mit der die Tyrosinreste des Proteins wirksam iodiert
werden. Infolge der Unléslichkeit der Matrix kann die
Reaktion durch einfaches Dekantieren der Reaktionslo-
sung von der Matrix abgebrochen werden.

Durch die Reduzierung der Reaktionszeit und der einzel-
nen Reaktionsschritte sowie durch die Verringerung von
GroRe und Menge der erforderlichen Glasgerdte wird
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Abb. 2: Trennung des mit Prostag-125 iodierten IgG menschli-
chen Ursprungs von ungebundenem **| an einer Dextran Gel-
sdule* )

120t 6|o

]
Q
i
H
(=]

ug lgG .
Cpm tota

9% Cp

0 4 8 12 16 2024 28 32

ml Eluat

Abb. 3: Ohne iberschissiges Na'**| markiertes '**/ IgG an einer
Dextran Gelsaule *

schlieRlich das Laborpersonal erheblich weniger der Ra-
dioaktivitat ausgesetzt. Das kleine Reaktionsvolumen,
das fiir die lodierung nétig ist und die sehr gute Wiederge-
winnung von radioaktivem 2| bewirken eine geringere
Menge an radioaktivem Abfall.
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