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(54) Verfahren zur fluorogfafischen Radioaktivitatsbestimmung markierter Makromolekiile und Zellen

(57) Die fluorografische Radioaktivitatsbestimmung markierter Makromolekiile und Zellen ist in der medizinischen
und veterinarmedizinischen Diagnostik sowie der molekularbiologischen und biochemischen Forschung anwendbar.
Das Ziel der Erfindung besteht darin, durch eine Vorrichtung und ein technisch einfach durchzufithrendes
fluorografisches Verfahren die Routinediagnostik dkonomischer zu gestalten. Der Erfindung liegt die Aufgabe
zugrunde, eine Vorrichtung und ein Verfahren zu entwickeln, die eine quantitative Bestimmung der Radioaktivitat von
in waBrigen Suspensionen vorliegenden markierten Makromolekiilen, Viren und Zellen mittels Fluorografie zulassen.
ErfindungsgemaR wird die Aufgabe dadurch gelést, indem eine Vorrichtung, bestehend aus Grundplatte,
Membranfilter mit Stiitzschicht sowie einer Auftrageschablone mit 26 Bohrungen von einem Rahmen umgeben ist,
wobei Auftrageschablone und Grundplatte mittels zweier Bolzen verbunden sind. Die gesamte Vorrichtung sitzt mit
der Grundplatte auf einem evakuierbaren Behalter auf. Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daB die markierten
Makromolekile als kreisformige Flecken auf einem Filterabschnitt fixiert und als Filmschérzung nachgewiesen
werden.
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Erfindungsanspruch:

Verfahren zur fluorografischen Radioaktivitatsbestimmung markierter Makromolekiile und Zellen, gekonnzeicinet dadurch,
daB diese Materialien als kreisférmige Flecken auf einem Filterabschritt fixiert und ihre Radioaktivitat fiuorografisch als
Filmschwirzung nachgewiesen bzw. quantitativ bastimmt wird.

Titel der Erfindung
Verfahren zur fluorografischen Radioaktivititsbestimmung markierter Makromolekule und Zetlen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Aktivitét von in wafdrigen Lésungen bzw.
Suspensionen vorlisgenden, mit schwachen B-Strahlern (z. B. °H, '“C) radioaktiv markierten biologischen (Nukleinsauren,
Proteinen) und anderen Makromalekuten, Viren sowie verschiedensten Zellen und Mikroorganismen.

Das Verfahren ist in der medizinischen und veterindrmedizinischen Diagnostik sowie der molekularbiologischen und
biochemischen Forschung einsetzbar.

Anwendungsmaéglichkeiten ergeben sich so z.B. beim Nachweis und der quantitativen Erfassung von Viren mit assoziierten
Polymerasen, von immunkomplexen, von biologischen bzw. enzymatischen Vorgéngen, bei denen Makromolekile synthetisiert,
modifiziert oder abgebaut werden.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Zur Bestimmung der Radioaktivitat von mit schwachen B-Strahlern markierten Makromolekiien oder Zellen werden diese als
unlésliche Prézipitate durch Filtration auf Papier-, Glasfaser- oder Membranfilter fixiert und durch Waschen von nicht
eingebauter und daher ioslicher Radioaktivitét befreit.

Fur die Messung der Radioaktivitat der Prazipitate sind Flissigkeitsszintillationszédhler mit speziellen Kiivetten erforderlich.
Diese Gerite sind sehr kompliziert und teuer. Deshalb ist die Anschaffung meist nur gréBeren Forschungseinrichtungen und
Kliniken maglich. AuBerdem ist die MeRBkapazitat begrenzt und die Geréate bendtigen eine qualifizierte Wartung. SchlieBlich
fallen radioaktive und brennbare Losungsmittelabfalle an.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die quantitative Bestimmung der Radioaktivitat von in waRrigen Losungen oder Suspensionen
vorliegenden, mit schwachen B-Strahlern (°H, **C u.a.) markierten Makromolekiilen, Viren und verschiedensten Zellen mit Hilfe
eines generell anwendbaren und technisch einfach durchfiihrbaren fluorografischen Verfahrens, welches in der
Routinediagnostik einsetzbar ist. Damit wird die Auswertung vieler Tests und analytischer Methoden, die auf
Radioaktivitdtsmessungen basieren, wesentlich vereinfacht und kostsnglinstiger gestaitet.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, ein Verfahren zu entwickeln, das eine quantitative Bestimmung der Radioaktivitat
von in wé3rigen Losungen oder Suspensionen vorliegenden, mit schwachen B-Strahlern markierten Makromolekilen, Viren
und verschiedensten Zellen mittels Fluorografie zulaB3t.

Mit den erfindungsgeméaBen Verfahren konnen derartige Materialien, die als Flecken auf Membranfilterfolien oder Glasfaserfilter
fixiert sind, fluorografisch als Filmschwérzung nachgewiesen werden.

Dazu werden die Proben direkt oder deren uniésliche Prazipitate mittels einer geeigneten Filtrationsvorrichtung in Form kleiner,
kreisformiger Flecken auf einem quadratischen Glasfaser- oder Membranfilter fixiert. Der Durchmesser dieser Flacken muf}
relativ gering sein (etwa 6mm), um eine ortlich hohe Konzentration der Radioaktivitat und damit eine moglichst starke
Filmschwirzung und hohe Empfindlichkeit zu erzielen. Wegen des kieinen Fleckendurchmessers ist es weiterhin moglich, sehr
viele Proben (25 oder mehr) auf einem Filterabschnitt gleichzeitig auszuwerten. Nach dem Fixieren der Proben wird der Filter
mit einer geeigneten Szintillatorsubstanz imprégniert.

Der fluorografische Nachweis der Radioaktivitét erfolgt in modifizierter Form zu der in der Literatur beschriebenen Auswertung
von Acrylamid-Elektrophoresegelen und diinnschichtchromatografischen Platten.

Durch visuellen Vergleich mit einer Standardreihe (Schwarzungsskala) ist eine halbquantitative Auswertung der
Filmschwarzung mdglich, die fir die meisten Zwecke der Routinediagnostik ausreicht. Eine quantitative Bestimmung kann mit
einem Densitometer durchgefiihrt werden. Das fluorografische Verfahren ist sehr empfindlich, relativ einfach und erfordertim
Gegensatz-zur Flussigkeitsszintillationszahlung weder kostspielige Gerate noch speziell ausgebildetes Personal und
Serviceleistungen.

Ausflihrungsbeispiel

Das Verfahren wird nachfolgend am Beispiel der Bestimmung von Viren mit assoziierten Polymerasen (z.B. bovines
Leukdmievirus (BLV), Hepatitis B-Virus [HBV]) erlautert. Zur radioaktiven Markierung werden die Virer mit einer der tiblichen
Methoden angsreichert (z.B. Ultrazentrifugation oder Polyethylen-Glykolféilung), die Polymerasereaktion unter Zusatz eines
3H- oder “C-markierten Nukleosidtriphosphates in 1004l Testansétzen durchgefihrt und die Reaktionsprodukte mit 100l
eiskalter 10%iger Trichloressigsadure ausgefallt.

ErfindungsgemaR werden dann 25 Testansétze zu je 200 ul mittels einer geeigneten Filtrationsvorrichtung auf einem 60 x 60mm
Cellulosenitrat-Membranfilter abgesaugt.

Der Filter wird zur Entfernung Idslicher radioaktiver Produkte etwa 10mal mit kalter 5%iger Trichloressigsaure gewaschen, aus
der Apparatur entnommen und kann nach Trocknen bei etwa 60°C fluorografisch ausgewertet werden. Der Membranfilter wird
dazu mit der Losung einer Szintillatorsubstanz (z.B. 2,5 Diphenyloxazol, PPO; 10g in 20mI Toluol) getrénkt, getrocknet und zur
besseren Handhabung auf Karton befestigt. 60 mm breite Rontgenfilmstreifen (HS 11; ORWQ Wolfen) werden in
Réntgenfilmkassetten mit den so behandelten Filtern, je nach der aufgetragenen Aktivitat, zwischen 6 Stunden und 5 Tagen
bei —78°C (Trockeneis) exponiert.

Eine Exposition bei —30°C (Tiefkihischrank) ist auch méglich, erfordert aber lingere Expositionszeiten.

Der Film wird mit Réntgenentwickier (TR 30 + TS 30; ORWO Wolfen) unter Gblichen Bedingungen entwickelt. Bei einer
Exposition von 120Std. bei ~78°C liegt die Nachweisgrenze bei etwa 1,7Bq (100dpm) *H bzw. 0,17Bq (10dpm) '*C. Zur
Anfertigung der Standardreihe (Schwirzungsskala) werden *H-DNA-Verdiinnungen in logarithmischen Stufen im Bereich von
1,7 bis 3400Bq (100 bis 10°dpm) verwendet.
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