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Eine Methode zur Messung von Kohlenstoff-14 oder Tritium
in biologisehen Fliissigkeiten

Von
S. Apelgot*, R. Chemama und M. Frilley **
Mit 10 Abbildungen
( Eingegangen am 11. Juni 1970)

A Technique for the Direct Counting of 14C or 3H in Bio-
logical Fluids

The technique described here permits the measurement of
radioactivity (14C or 8H) contained in urine, whole blood and
plasma, Aliquots of 20 to 100 mm? of these liquids are placed on
glass fibre papers which ave then immersed directly (wet or dried)
in liquid scintillator containing dioxane. Preliminary tests and
the study of the pulse height spectra have enabled us to define
optimal counting conditions, in every case studied. The efficien-
cies are reproducible and higher than those obtained with the
classical strong base or hydrogen peroxide treatments. Becanse
the calibration curves are reproducible, it is unnecessary to
determine the efficiency of each counting. As no preliminary
treatment is necesary and as no spurious luminiscence ever
occurs, the results of counting are known one to four hours after
sampling.

Zur Messung der Radioaktivitit (14C oder 3H) in Harn, Voll-
blut und Blutplasma werden aliguote Volumina (20 bis 100 mm?)
auf Glasfaserpapiere aufgebracht und diese sodann (feucht oder
nach Trocknung) in einen dioxanhaltigen fliissigen Szintillator
eingetaucht. Durch vorherige Eichmessungen und Bestimmun-
gen der ImpulsgréBenspektren war es moglich, fiir jeden ein-
zelnen Fall die optimalen Zahlbedingungen festzulegen. Die
Zihlausbeuten sind reproduzierbar und héher als jene, die man
mit klassischen Methoden — Behandlung der Proben mit
starken Basen oder HaO3p — erzielt. Da die Eichkurven repro-
duzierbar sind, eriibrigt es sich, bei jeder Zzhlung die Ausbeute
zu bestimmen. Die MefBlergebnisse liegen bereits 1 bis 4 Stdn.
nach der Probennahme vor, da eine Vorbehandiung der Proben
nicht erforderlich ist und keine Storluminiszenz auftritt.

* Herrn Prof. Dr. H. Broda zum 60. Geburtstag gewidmet.
** Mit der technischen Hilfe von (. Tham, Fondation Curie — Institut du
Radium, 11, rue P. et M. Curie, und 26, rue d’Ulm, Paris 5e.
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Die Radioaktivitdt (14C oder 3H) waBriger Materialien wie Harn,
Voliblut und Blutplasma 188t sich in flissigen Szintillatoren messen.
Bisher hielt man jedoch stets eine Vorbehandlung der Proben fir
erforderlich. Blut wurde gewdhnlich in einer starken Base, z. B. Hyamin,
aufgenommen?, Harn mittels Aktivkohle oder durch Behandlung mit
Wasserstoffperoxid entfirbt?. Die Aufbereitung der Proben nach diesen
Methoden ist langwierig; auflerdem fithrt der Zusatz von starker Base
oder Wasserstoffperoxid zu flilssigen Szintillatoren zu einer betricht-
lichen Verminderung der Zihlausbeute (Loschung). Uberdies muB die
Ausbeute fiir jede Zahlung eigens ermittelt werden, da die Schwankungen
von Messung zu Messung beachtlich sind. Die ebenfalls verwendete
Verbrennungsmethode gibt gute Zahlausbeuten, bereitet jedoch andere
Schwierigkeiten3.

Unser Ziel war es, die Radioaktivitidt der biologischen Flussigkeiten
direkt zu messen. Dabei kam uns zugute, daf einer von uns in fritheren
Experimenten gezeigt hatte, dal die Verwendung von Elektrophorese-
membranen die Messung der Radioaktivitédt von 14C oder 3H in waBrigen
Losungen erleichtert® 5. Diese Methode lieB sich durch den Einsatz von
Glasfaserpapieren noch verbessern®. Wir iiberzeugten uns davon, daB
Luminiszenz in den fliissigen Szintillatoren nicht hervorgerufen wird,
wenn diese mit Membranen, Glasfaserpapieren oder frisch entnommenem
Vollblut, Plasma und Harn versetzt werden. Die vorliegende Arbeit
berichtet von den durch diese biologischen Fliissigkeiten bewirkten
Anderungen der Zihlausbeute.

Material und Methoden

1. Zdihlinstrument

Automatisches Flissigkeitsszintillationsspektrometer der Fa. Nuclear
Enterprises (GroBbritannien) mit einfachem Photovervielfacher.

2. Fliissige Szintillatoren

a) Mischung NE 211* mit Xylol als Losungsmittel, mit Wasser nicht
mischbar;

b) Mischung NE 220%, dioxanhaltig, kann mit 109, Wasser versetzt
werden.

* Codezahl der Nuclear Enterprises.

1 J. Dulcino, R. Bosco, W. G. Verly und J. R. Maisin, Clin. Chim. Acta
8, 58 (1963).

2 Q. A. Bruno und J. E. Christion, Analyt. Chem. 33, 1216 (1961).

3 G. N. Gupta, Analyt. Chem. 38, 1356 (1966).

¢ 8. Apelgot und M. Duguesne, J. Chim. Physique 58, 774 (1961).

5 8. Apelgot, Rapport Euratom Ne, Eur. 2459 b (1965).

6 J. W. Davies und E. C. Cocking, Biochem. Biophys. Acta 15, 511
(1966).
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Zu jeder Messung verwendeten wir in der Regel 1 cm? des einen oder des
anderen flissigen Szintillators.

3. Glasfaserpapier
Whatman GF/A.

4. Eichlosungen
a) 3H: Hexadecan-3H ; Thymidin-6-3H in wéfr. Losung (Radiochemical
Centre, England);

b) 14C: Benzoesdure; Thymidin-2-14C in waBr. Losung (N.E.N., USA)
oder Fructose-14C in waBr. Losung (C.E.A., Frankreich).

5. Tiere

Ménnliche oder weibliche Méuse verschiedener Stdmme wurden mit fol-
genden markierten Verbindungen gefiattert:

a) mit tritilertern Wasser (C.E.A., Frankreich);

b) mit einem Nukleotid: Thymidin-6-3H oder -2-14C (C. E. N., Belgien);

c) mit Steroiden: Chlormadinon-1-3H (Synthex, USA}; Pregnenolon-
4-14C (Radiochemical Centre, England).

In zwei Versuchen verabreichten wir einem Menschen Lynéstrenol-14C
(Organon, Holland) bzw. Chlormadinon-1-3H (Synthex, USA).

Ergebnisse

Die Charakteristika unserer Zahleinheit sind in Tab. 1 wiedergegeben.
Zur Messung der Radioaktivitdt biogener Flissigkeiten lieflen sich
zwei Methoden anwenden:

a) Unmittelbares Vermischen der Probe mit dem flissigen Szintillator
NE 220, wobei der Wasseranteil 10%, nicht iibersteigen durfte;

b) Aufbringen der Probe auf ein Glasfaserpapier, das entweder in
NE 220 eingetaucht wird, solange es noch feucht ist, oder unter einer
Infrarotlampe getrocknet wird, bevor man es in NE 220 oder NE 211
taucht,

Tabelle 1. Charakteristik des Flussigszintillationsspektrometers

Zur Eichung dienten Lésungen von 3H-Hexadecan und 4C-Benzoesdure ;

20 mm? Eichlésung wurden jeweils zu 1 cm?® Szintillatorlésung zugemischt.

Alle Proben wurden dreifach angesetzt; jeder Wert ist das Mittel von
wenigstens zwei MeBergebnissen

14C 37
Szintillator Leerwert  Zahlausbeute #  Leerwert Zahlausbeute £
“ (Imp./Min.) (%) (Imp./Min.) (%)
NE 211 15 99 20 30

NE 220 15 95 25 28
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Wir erprobten jede dieser Methoden mit 14C- und 3H.-Eichlésungen,
verdiinnt mit Wasser, Harn, Vollblut bzw. Plasma. Mit Hilfe dieser
Kalibrierungen prézisierten wir unsere Zahlbedingungen, die wir dann
bei der Messung radioaktiver Proben einhielten.

A. Kalibrierungen

1. Verdiinnung mit Wasser

WiBrige 14C- und, 3H-Standardlésungen wurden mit dreifach destil-
liertem Wasser verdiinnt; zur Messung kamen Volumina von 20 bis
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100, £} 100.E (%!
9ol "wﬁz 0L femmmmpean s

e i ; ~
80 80 o I
30 30
20 m=sEmzoopAe 20l A&

Ay
1oL *H 10 SH%\%\’é b
0 20 100 V{mm?) 0 20 100 V{mm3}

Abb. 1. Einflu@ des Volumens V der radioaktiven Lésung auf die Zahl-
ausbeute E. a: Das Glasfaserpapier mit den radioaktiven Proben wurde vor
Einfahrung in den fliiss. Szintillator getrocknet. A;: Jedes Glasfaserpapier
wurde far sich allein gemessen; Ag: 5 Glasfaserpapiere mit je 20 mm3 Eich-
l6sung wurden miteinander in 1 cm?® fliss. Szintillator gemessen; b: Die
radioaktiven Proben wurden entweder unmittelbar (ochne Verwendung von
Glasfaserpapier) zu 1 cm® NE 220 zugemischt (%, x) oder auf Glasfaserpapier
(ohne Trocknung) in 1 em?® NE 220 gemessen (A, 0)

100 mm3. Wie die Versuche zeigten, fallt im Falle des getrockneten und
dann in NE 211 getauchten Glasfaserpapiers die Zahlausbeute mit
steigendem Probenvolumen leicht ab (Abb. 1, A;); dies beruht auf den
geometrischen Verhéltnissen, nicht auf einer Eigenabsorption. Wenn
100 mm?® radioaktiver Losung auf fiinf Glasfaserpapiere (20 mm? je
Papier) aufgebracht und diese nach dem Trocknen iibereinander-
geschichtet in einem Zahlréhrchen, das 1 cm3 NE 211 enthalt, gemessen
werden, ist die Zahlausbeute die gleiche wie bei der Messung eines
Glasfaserpapiers mit 20 mm?® (Abb. 1, Ap). Milit man das getrocknete
Glasfaserpapier in NE 220, so bleibt die Radioaktivitit, wenn das Papier
herausgenommen wird, im fliissigen Szintillator; bei N 211 ist das nicht
der Fall. NE 220 extrahiert demnach die radioaktiven Verbindungen aus
dem Glasfaserpapier. Dadurch wird, wie weitere Versuche bestétigten,
der bei NE 211 beobachtete geometrische Effekt aufgehoben (Abb. 1a).
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Wenn ein feuchtes Glasfaserpapier in NE 220 eingetaucht wird, ist
die Zahlausbeute ebenso grof wie bei unmittelbarer Vermischung der
Probe mit dem fliissigen Szintillator. In beiden Fillen nimmt die Zihl-
ausbeute mit zunehmendem Probenvolumen leicht ab. Sie liegt immer
unter der mit getrocknetem Glasfaserpapier beobachteten Zahlausbeute
(Abb. 1a und 1b).

Wenn man ein Zahlrohrchen mit fiinf getrockneten Glasfaserpapieren
und mit 1 em® NE 220 versieht, ist die gemessene Aktivitit gleich groB
wie die Summe der getrennt gemessenen Aktivititen der 5 einzelnen
Papiere. Es ist demnach mdéglich, in 1 em® NE 220 die Aktivitit von
500 mm?® willriger Losung, auf 5 Papiere mit je 100 mm? verteilt, mit
einer Zahlausbeute zu bestimmen, die von der gleichen GrsBenordnung
ist wie bei der Messung von 20 bis 100 mm? nach Trocknung auf einem
einzigen Papier.

2. Verdiinnung mit Harn

Fiir Harn besteht die beste MeBmethode darin, dall man 100 mm3
auf ein Glasfaserpapier aufbringt, dieses trocknet und in NE 220 mift.
Die Zéhlausbeute ist dann bei Verwendung von 14C nahezu gleich hoch
wie in wiBriger Losung; fir 3H liegt sie etwas niedriger. Der durch
Schwankungen in der Zusammensetzung des Harns bedingte Fehler
betrigt im ungiinstigsten Falle weniger als 109,.

Wir definierten unsere MeBbedingungen durch folgende Versuche:
WéBr. radioaktive Lésungen wurden einerseits mit dreifach destill. Wasser,
andrerseits mit verschiedenen Harnproben verdimnt. Fir Zwecke der
Eichung gaben wir fiir die gemessenen Aktivitdten nicht die Zihlausbeute E,
sondern die relative Ausbeute R (bez. auf die Messungen an mit Wasser ver-
dimnten Proben) an; so wurden geometrische Faktoren und die besonderen
Bigenschaften der MefBeinheit eliminiert und der Léscheffekt des Harns
trat klar hervor (Abb. 2).

Bei Verwendung getrockneter Glasfaserpapiere und NE 211 stért
Harn nur geringfiigig, wenn !4C bestimmt wird; fiir 3H jedoch
liefert diese Methode mit verschiedenen Harnproben unterschiedliche
Ergebnisse, wobei die beobachteten Schwankungen betrichtlich sind
(Abb. 2, A; und Aj).

Mischt man Harn dem Szintillator NE 220 unmitteibar zu, sind die
Resultate nicht reproduzierbar, selbst wenn man die MeBproben gleichzeitig
mit dem gleichen Harn herstellt; vermutlich, weil sich im Szintillator eine
Emulsion bildet.

Wendet man die Glasfaserpapier-Methode an, sind die Zahlergebnisse
reproduzierbar; die relative Ausbeute ist hoher, wenn die Papiere vor
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der Messung getrocknet worden sind (Abb. 2). In diesem Falle ist die
Herkunft des Harns so gut wie ohne EinfluB auf die Bestimmung des
140 (Abb. 2a) und von geringem Einfluf} auf die des *H (Abb. 2, a; und
ag). Die Sehwankungen der relativen Zahlausbeute bei der Messung von
3H in Harnproben nehmen mit steigendem Volumen des Harnaligquots zu:
Fiir 100 mm? betrigt die Streuung ungefahr 109, (Abb. 2, a; und as).
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Abb. 2. EinfluB von Harn auf die Aktivitdtsmessungen. WéiBrige Eich-
l6sungen wurden entweder mit dreifach destill. Wasser oder mit Harn ver-
diinnt. Verschiedene Volumina dieser verd. Ldsungen wurden in 1 cm?
NE 211 oder NE 220 gemessen. Fir jedes Volumen und jede der verschie-
denen Methoden wurde die gemessene Aktivitdt nach Verdiinnung der Eich-
losung mit Wasser gleich 1009, gesetzt. R ist das Verhéltnis der fur die
Radioaktivitit der Probe nach Verdimnung mit Harn bzw. mit Wasser
gemessenen Werte. Die Zéhlausbeute ist jeweils das Produkt R X E; der
Wert E ist der Abb. 1 zu entnehmen. Die Proben wurden auf Glas-
faserpapiere aufgebracht und diese entweder (A und a) getrocknet in 1 cm?
NE 211 bzw. NE 220 oder (b) feucht in 1 em? NE 220 gemessen. Jede Kurve
ist das Ergebnis von wenigstens drei Experimenten mit verschiedenen Harn-
proben. Die Punkte sind Mittelwerte von Messungen, deren Streuung nicht
groBer als der experimentelle Fehler war

Die Kurven as und Ay wurden mit nur einer Harnprobe erhalten, die
ingofern eine Ausnahme darstellte, als die Harnprobe stark gefarbt und
trith war; fiinf andere Proben gaben Kurven, die der Kurve a; sehr nahe
lagen.

3. Verdiinnung mit Vollblut

Die geeignetste Methode besteht darin, dal man 20 bis 50 mm? Voll-
blut auf ein Glasfaserpapier auftragt, welches sodann feucht in 1 em?
NE 220 zur Messung gebracht wird. Im Gegensatz zum Harn beeinfluf3t
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Vollblut die Zihlausbeute betrédchtlich. ITm Falle des C lafit sich die
Ausbeute durch eine giinstigere Einstellung des Verstirkers verbessern.
Diese besondere Einstellung (P-Einstellung) wird weiter unten be-
schrieben.

Um Verdunstung zu vermeiden, die zu nicht reproduzierbaren Ergebnissen
fithrt, muB man die mit den Proben versehenen Glasfaserpapiere ohne Verzug
in den flussigen Szintillator eintanchen. Volumina von 20 bis 50 mm? wurden
bevorzugt, da mit ihnen eine genaue Probenahme méglich und eine annehm-
bare Zahlausbeute zu erzielen ist. Aliquote von 100 mm? geben schlechter
reproduzierbare Ergebnisse.

Zu unserer Wahl bestimmten uns Versuche, bei denen wir — wie im
Falie des Harns — wilirige Eichldsungen mit Vollblut und mit Wasser
verdiinnten und die Aktivititen in relativer Ausbeute R ausdriickten.

Zur Gerinnungshemmung vermischten wir das Vollblut mit Heparin.
Heparinisiertes Vollblut und durch Behandlung mit Glaskugeln defibri-
niertes Blut geben gleiche Zahlausbeuten.

Bei Radioaktivitdtsmessungen im Vollblut mit getrocknetem Glasfaser-
papier ist die Zahlausbente sehr gering, ob der eine oder der andere Szintilla-
tor verwendet wird (Abb. 3, A und a). Wenn die Blutprobe mit NE 220
direkt vermischt wird, kommt es zum Ausflocken und die Messungen sind
nicht reproduzierbar. Wird das Blut in NE 220 mit Hilfe feuchter Glas-
faserpapiere gemessen, bleiben die Zahlausbeuten sowoh! fiir 3H als auch fiir
14C niedrig {Abb. 3, b). Um diese starke Léschung, die sogar bei 14C und bei
kleinen Volumina (10 mm?3) auftritt, zu verstehen, untersuchten wir das
Impulshohenspektrum. Es zeigte sich, daB 14C-Impulse durch Vollblut
(Abb. 4, A und 8) viel mehr als durch Harn (Abb. 4, A und U) beeintrichtigt
werden: In Gegenwart von Vollblut sind die Impulse der Hohe nach stark
beschnitten und finden sich vornehmlich in einem Bereich, in dem die
Abhéangigkeit der Impulshéhe von der B-Energie nicht mehr linear ist?.

Dieses Ergebnis veranlaBte uns, die Untersuchung des Impulshéhen-
spektrums unter Verwendung der gewShnlichen H.Verstirkereinstellung
zu wiederholen. Wir fanden, daf} in Gegenwart von Ganzblut, unab-
hingig von der Grofle des Aliquots, die 14C-Impulshshenspektren die
gleiche Gestalt wie die 3H-Impulshhenspektren haben (Abb. 4, B und C).
Im Falle von 3H wird die Gestalt der Impulshéhenspektren durch an-
wesendes Vollblut geringfiigig verindert (Abb. 4, C).

Wir wihlten deshalb eine geeignetere Einstellung fiir die Messung
des im Ganzblut vorhandenen 14C; dabei verwendeten wir die gleiche
Verstirkung und die gleiche untere Pulshéhenbegrenzung wie bei
3H-Messungen, aber ohne obere Pulshéhenbegrenzung, weil im 14C-
Impulshéhenspektrum Impulse hoher Energie noch vorhanden sind

T M. Duquesne, C. r. hebdomad. Sé. Acad. Sci. Paris 268, 76 {1966].
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(Abb. 4, Bund 8). Diese besondere 14C-Einstellung, die wir ,, P-Einstellung*
nennen, hat in allen untersuchten Féllen zu einer Erhohung der gemes-
senen Aktivitdten (Imp./Min.) gefithrt, wihrend der Leerwert eine nur
kleine Anderung erfuhr. Bei Messungen von 14C in Ganzblut beobachteten
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Abb. 3. EinfluB von Blut auf die Aktivitdtsmessungen. Aliquote Blut-
volumina wurden auf Glasfaserpapiere aufgebracht und diese entweder
(A und a) nach Trocknen unter einer Ultrarotlampe in 1 cm? NE 211 bzw.
NE 220 oder (b und s) feucht in 1 cm?® NE 220 oder (bp und sp) ebenfalls
feucht in 1 cm?® NE 220, aber mit der P-Einstellung gemessen. Fir die den
Kurven b und bp zugrunde liegenden Messungen wurden jeweils die gleichen
Proben von Humanblut, fir s und sp das Blat von Mausen (Stdémme AKR,
SWISS oder C 57 B 1) herangezogen. Die P-Einstellung kam bei 14C-Messun-
gen zur Anwendung

wir sowohl eine Zunahme der Zahlausbeuten E (Abb. 5) als auch der
relativen Ausbeuten B (Abb. 3, b und p); allerdings blieb R fiir Vollblut
auch bei Verwendung der ,,P-Einstellung*‘ niedrig.

Diese Resultate wurden mit Humanblut erhalten. Schwankungen,
wie sie bei verschiedenen Vollblutproben zu beobachten waren, gingen
iiber die experimentellen Fehler niemals hinaus; die Kurven der Abb. 3
sind reproduzierbar.
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Abb. 4. Impulsgrofenspektren in NE 220 (1 em?). Aliquote Volumina wurden
auf Glasfaserpapier aufgebracht. A) Normaleinstellung fiir 14C; B) Normal-
einstellung far 3H; C) Normaleinstellung fir 3H. 14C— x—; 34C.Eichlésung
(19 500 Zerf./Min.); 8~ -0~-—: 14C-Fruktose (14 200 Zerf./Min.) in 50 mm?3
Humanblut; U—.—.—.—: 4C.-Fruktose (14 200 Zerf./Min.) in 50 ram3
Harn; 3H—A—: 3H-Eichlésung (54 000 Zerf./Min.); 8 —— — @ —— —: 3H-Thy-
midin (21 000 Zerf./Min.) in 50 mm3 Mauseblut
Monatshette fiir Chemie, Bd. 102/4 64

993



994 S. Apelgot u. a.: [Mh. Chem., Bd. 102

Bei Messungen an Blut von Miusen dreier verschiedener Stémme nach
den gleichen Methoden (P-Einstellung fiir 14C) hielten sich die Verdnderungen
der Impulshéhenspektren im gleichen Rahmen wie bei den Beobachtungen
an Humanblut, doch waren die relativen MeBausbeuten R hoher (Abb. 3,
s und Sp). Dies zeigt, daB man mit Ganzblutproben von Tieren der gleichen
Art Zihlausbeuten der gleichen GréBenordnung erreicht, diese jedoch von
einer Species zur anderen verschieden sind.
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Abb. 5. 14C-Messung in NE 220 (1 cm?). Fir die Aufstellung dieser Kurve

dienten die gleichen Proben wie fur die 14C-Kurven der Abb. 1, doch wurde

die P-Einstellung angewendet; a) ®—: getrocknete Glasfaserpapiere ;
b) ———— 0 ——~—: feuchte Glasfaserpapiere

Abb. 6. EinfluB der Erythrocytenzahl auf die 3H-Bestimmung in Méuseblut.

Die wibr. 3H-Eichlésung wurde mit dreifach destill. Wasser oder mit dem

Blut normaler oder andmischer Miuse verdiinnt. 20 mm?-Proben der verd.

Loésungen wurden auf Glasfaserpapiere aufgebracht und diese feucht in

1 em? NE 220 gemessen. Fiir jede Blutprobe wurde die Anzahl der Erythro-
cyten je em?® (N) bestimmt

Die nichste Frage war, ob diese Artunterschiede auf einen verschiedenen
Erythrocytengehalt der Blutproben zuriickzufithren sind. Um sie zu beant-
worten, verwendeten wir Ganzblut normaler und durch Réntgenbestrahlung
andmisch gemachter Miuse. Im ungiinstigsten Falle, bei Messung von 2H,
stieg die relative Zahlausbeute R blof um ungefihr 109, wenn sich die
Erythrocytenzahl auf die Hélfte verminderte (Abb. 6); diese geringe Ab-
weichung muB man nicht beriicksichtigen, wenn Radioaktivitdt im Blub
nach dieser Methode bestimumt wird. Unterschiede des Erythrocytengehaltes
sind jedenfalls fiir das verschiedene Verhalten von Human- und Méuseblut
bei den Aktivitdtsmessungen nicht verantwortlich.

4. Verdiinnung mit Plasma

Fiir Plasma ist wieder NE 220 der giinstigste Szintillator. Die Ver-
wendung feuchter Glasfaserpapiere empfiehlt sich als die beste Methode
zur 3H-Messung. Sie ist bei 14C-Bestimmungen nur dann der Ver-
wendung getrockneter Glasfaserpapiere iiberlegen, wenn kleine Plasma-
Volumina und nichthamolytische Plasmaproben verwendet werden.
Mit der P-Einstellung sind die Zahlausbeuten fiir 14C in allen unter-
suchten Fillen etwas hoher als mit den gebriuchlichen Einstellungen.
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Unabhéngig von der benutzten Methode sind die Zéhlausbeuten mit
Plasma besser als mit Vollblut (Abb. 7 und 3). Bei Verwendung von
NE 211 und getrockneten Glasfaserpapieren sind die Ausbeuten kleiner
als mit Urin (Abb. 2, A, Ay, As; Abb. 7, A, Ay, Ay); die Werte streuen von
einer Plasmaprobe zur anderen z1emheh starl (Abb. 7, A; und As).
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Abb. 7. EmfluB von Blutplasma auf die Aktivitdtsbestimmungen. Aliguote

Plasmavolumina wurden auf Glasfaserpapiere aufgebracht und diese ent-

weder (A} a, ap) getrocknet in 1 cm® NE 211 bzw, NE 220 oder (b, bp) feuchs

i {em® NE 220 gemessen. Fir ap und by wurde die P-Einstellung ange-
wendet

Wenn Plasma dem NE 220 unmittelbar beigemengt wird, entsteht
~— wahrscheinlich durch die Einwirkung des im NE 220 enthaltenen
Dioxans auf die Plasmaproteine -— ein weiBer Niederschlag; die Messun-
gen sind nicht gut reproduzierbar. Wird Plasma, auf Glasfaserpapier
aufgebracht, in NE 220 ausgemessen, sind die Resultate reproduzierbar ;
die Zahlausbeuten liegen hoher, wenn die Glasfaserpapiere feucht sind
(Abb. 7 a und b).

Setzt man kleine Plasmavolumina (bis zu 50 mm3) ein, beobachtet
man — wie bei Urin — eine Verlagerung der Impulshohenspektren fiir
1C; verwendet man groBere Aliquote (100 mm3), sind die Spektren in
ahnlicher Weise wie bei Vollblut verzerrt. Bei 3 Messung von 100-mm?-
Proben erhilt man mit der P-Einstellung fiir 14C wieder ein Impuls-
hohenspektrum der gleichen Art wie fiir 3H. Nimmt man 4C-Bestim-
mungen im Plasma mit der P-Einstellung vor, ist die Zahlausbeute etwas
héher, wenn das Probenvolumen weniger als 50 mm?, und stirker erhoht,

ga*
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wenn. es 100 mm? betragt (Abb. 7 b). Dies veranlaBite uns, die P-Kin-
stellung fiir die Messung von 14C in Plasma allgemein anzuwenden.

Eis ist leicht, aus Humanblut nichthimolytisches Plasma zu gewinnen,
nicht aber aus Mauseblut. Wir priiften daher die Abhéngigkeit der Zahl-
ausbeute B vom Ausmal der Hémolyse. Zu diesem Zweck fiigten wir
verschiedene Mengen Hamoglobin zu nichthdmolytischem Humanplasma,
und bestimmten die Radioaktivitit dieser hdmolytischen Proben auf
Glasfaserpapier in NE 220; parallel dazu wurde auch die optische Dichte
der Proben, mit physiologischer Kochsalzlosung 1:20 verdinnt, bei
540 mp. ermittelt. Bei Einsatz groBer Plasmavolumina (100 mm3) war
die Zahlausbeute schon bei geringer Hamolyse niedrig (Abb. 8, A). Die
Untersuchung der Abhéngigkeit der Zahlausbeute vom Héamolyse-
ausmall an 20 mm3-Aliquoten zeigte dann, dafl die Ausbeute mit zu-
nehmender Hamolyse zunédchst absinkt und schlieBlich einen Grenzwert
erreicht; sie nimmt bei 3H starker ab als bei 14C, bei Verwendung
getrockneter Papiere stérker als bei Verwendung feuchter Papiere
(Abb. 8, B und C).

Bei der Bestimmung von 3H in hidmolytischem Méauseblutplasma
stimmten die ermittelten Zahlausbeuten mit den HKrgebnissen voll-
kommen iiberein, die mit entsprechenden Proben artifiziell hamolysier-
ten Humanplasmas erzielt worden waren (Abb. 8, B und C, Punkte * der
3H-Kurven). Diesem Befund zufolge kommen Unterschiede, wie sie bei
den Eichungen mit Blut verschiedener Species zutagetraten, bei Plasma
praktisch nicht vor*.

B. Die Messung radioaktiv markierter Proben

Fir die folgende Untersuchung verwendeten wir die in den Vor-
studien als optimal erkannte Methode: Man bringt aliquote Volumsteile

* Wenn das durch Zentrifugieren von Blut gewonnene Plasma im Kiihl-
schrank bei + 4° C in Kunststoffrohrchen (jeglicher Art) autbewahrt wird,
spielen sich, wie wir beobachteten, (nicht ndher untersuchte) Reaktionen ab,
die zur Folge haben, daBl im flissigen Szintillator NE 220 eine Storlumines-
zenz auftritt. Diese Erscheinung, die wir 18 Tage lang verfolgten, nimmt
beim Stehen des Plasmas in Plastikrohrchen mit der Zeit exponentiell zu.
Nach Mischung des Plasmas mit NE 220 bleibt die Storlumineszenz tagelang
unverdndert. Die zur Plasmagewinnung aus Blut erforderliche Zentrifugation
in Plastikréhrchen ist stets kurz genug, daB diese Erscheinung nicht auftritt,
soferne man darauf achtet, das Plasma unmittelbar nachher in ein Glasrohr
umzufiillen. Auch dann, wenn biologische Flissigkeiten (Urin, Ganzblut,
Plasma) einige Tage bei 4° C in Glasrohrehen gehalten wurden, stellten wir
im flissigen Szintillator eine (allerdings schwéchere) Stérlumineszenz fest.
Es hat daher den Anschein, daB3 an Proben, die mehr als 24 Stdn. im Kiihl-
schrank aufbewahrt worden sind, korrekte Messungen nicht mehr vorgenoms-
men werden kénnen.
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auf Glasfaserpapiere auf, die dann entweder trocken oder feucht in
1em® NE 220 der Aktivititsmessung unterzogen werden. In jedem
einzelnen Fall wurden die Zahlausbeute £ und die relative Ausbeute R
mit Hilfe der frither aufgestellten Eichkurven ermittelt. Zur Uber-
priifung benutzten wir mitunter die Methode des inneren Standards.

100 Vimm?)

1 D.Opt.

Abb. 8. Binflul von himolytischem Plasma auf die Ausbeute der Radio-
aktivitdtsmessung. Die optische Dichte bei 540 my wurde an Plasma, das
mit physiol. NaCl-Lésung 1: 20 verdimnt worden war, bestimmt. Die
Messungen erfolgten in 1 cm?® NE 220. A. R (fir 3H) in Abhéingigkeit vom
Probenvolumen (feuchte Glasfaserpapiere): Kurve S: Vollblut des Menschen;;
Kurve P;: Bluiplasma des Menschen (optische Dichte 0.059); Kurve Py:
Das gleiche Blutplasma nach kinstlicher Hamolyse (optische Dichte
0.17). B. Kiinstlich hamolysiertes Humanplasma, Messung auf getrockneten
Glasfaserpapieren. C. Desgleichen, jedoch auf feuchten Glasfaserpapieren
gemessen. Die Punkte (*) beziehen sich auf Proben von himolytischem
Méuseblut (AKR, SWISS, C 57). Die 14C-Bestimmungen erfolgten mit der
P-Einstellung

1. Harn

Der Harn stammte von zwei Personen, deren eine 25 uCi 14C-Lyns-
strenol, die andere 500 p.Ci 3H-Chlormadinon erhalten hatte. Bezogen auf
die Volumseinheit und bei Beriicksichtigung der Zahlausbeuten, waren
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die gemessenen Aktivititen (Zerf./Min./mm?) (Tab. 2} konstant. Die nach
dieser Methode zur Bestimmung zugerichteten Proben hielten sich unver-
andert; Messungen wurden im Verlaufe mehrerer Tage vorgenommen.
Unterschiede in den Zihlausbeuten, entweder von den Eichkurven abge-
lesen oder bei manchen Bestimmungen nach der klassischen Methode des
inneren Standards ermittelt, iiberschritten niemals die experimentelle
Fehlerbreite (Tab.2). Im Versuch mit 3H-Chlormadinon waren die
mittels der direkten Zahlmethode ermittelten Aktivitaten jenen &hnlich,
die nach Behandlung des Harns mit Hyamin erhalten wurden.

2. Ganzblut

Das Blut stammte von Mausen, an die entweder 3H-Chlormadinon
(35 uCi) oder tritiiertes Wasser (40 pCi) oder 14C-4-Pregnenolon (11 1Ci)
oder 14C.2-Thymidin (8 uCi) verfittert worden war. Fiir die Messungen
setzten wir die Technik der feuchten Glasfaserpapiere ein. Zur 14C-Be-
stimmung wurde die P-Einstellung verwendet. Dasselbe Probenmaterial
ergab bel Mehrfachbestimmungen in allen Fillen die gleichen absoluten
Aktivititen (Zerf./Min./mm?3) (Tab.3). Wie eine Untersuchung der
Stabilitit der solcherart zubereiteten Proben zeigte und auch schon bei
den Eichversuchen wahrgenommen worden war, nimmt die gemessene
Aktivitat mit der Zeit zu; sie erreicht nach etwa 4 Stdn. einen Grenzwert,
um dann einige Tage lang unverdndert zu bleiben (Abb. 9, I). Genaue
Messungen lassen sich erst dann vornehmen, wenn der konstante Wert
erreicht ist. Entfernt man das mit radioaktivem Blut versehene Glas-
faserpapier aus dem NE 220, stellt man fest, dafl die Aktivitat (3H oder
14C) das Papier verlassen hat und sich im fliissigen Szintillator befindet.

Die Impulshéhenspektren, die wir mit Proben radioaktiven Blutes
von Mausen, an die eine markierte Substanz verfiittert worden ist, in
NE 220 bestimmten, hatten das gleiche Aussehen wie die Eichkurven
(Abb. 10, a). Da NE 220 die Radioaktivitit aus dem Glasfaserpapier
extrahiert, nahmen wir Impulshéhenspektren auch nach der Entfernung
des Papiers auf; wir stellten fest, daBl sie weiterhin verindert sind
(Abb. 10, b). Dieses Ergebnis bedeutet, dall Ganzblut wie ein Filter
wirkt, das sowohl die 8-Strahlen als auch die im fliissigen Szintillator
erzeugten Photonen absorbiert. Der erste Effekt vermindert die Zahl der
Tmpulse, der zweite deren Héhe, wodurch es zu einer Verzerrung der
14C.Tmpulshshenspektren kommt. Wenn das bluthaltige Glasfaserpapier
entfernt wird, bleibt die Verzerrung bestehen ; sie mufl demnach auf Ver-
bindungen, die durch NE 220 extrahiert worden sind, zuriickgehen.

Die , Blutfilterwirkung® hat auf die Gestalt des Impulshéhenspek-
trums einen nur geringen EinfluB. Sie muf} jedoch zum Teil fiir die
niedrigen relativen Zihlausbeuten, die mit Hilfe der P-Einstellung im
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Abb. 9. Zunahme der gemessenen Radioaktivitdt mit der Zeit bei Bestim-
mungen in Blut oder Plasma. Die Zeit t = 0 entspricht der ersten, unmittel-
bar nach Eintauchen des Glasfaserpapieres in den fliissigen Szintillator vor-
genommenen Bestimmung. Alle Messungen erfolgten in 1 ecm? NE 220 nach
der Methode der feuchten Glasfaserpapiere. 1. Blut (A: 20 mm?; B: 50 mm?)
einer Maus, der 11 pCi C-Pregnenolon verabreicht worden ist. I1. (a) Plasma
(20 mm?) einer Maus, der 252 uCi 3H-Chlormadinon verfiittert worden ist;
(b) Eichkurve: SH-Thymidin in 20 mm? Humanplasma

Activity
{cpm)

{
|
3000
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Abb. 10, ImpulsgréBenspektrum von 14C in Vollblut. Blut (50 mms3) einer

Maus, der 11 pCi 4C-Pregnenolon verfiittert worden war, wurde auf ein

Glasfaserpapier aufgebracht, das hierauf noch feucht in 1 em3 NE 220 ein-

getaucht und der Aktivitdtsmessung mit der P-Einstellung unterzogen

wurde. Kurve a —x—: Messung des Papiers im fliissigen Szintillator;

Kurve b ——— 0 ———: Messung des Szintillators nach vorheriger Entfernung
des Papiers
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Falle des 140 etwas erh6ht werden, verantwortlich sein (Abb. 3, b und by).
SH-Aktivitdten sind nach Entfernung der Glasfaserpapiere vermehrt;
die Zunahme wichst mit steigendem Volumen der auf das Papier auf-
gebrachten Blutprobe (Tab. 4). Diese Zunahme der gemessenen Aktivitat
ist das Ergebnis einer gesteigerten Zahlausbeute; die Methode des
inneren Standards zeigt, dall R fiir 1 cm?® NE 220, in welches ein Glas-
faserpapier mit 20 mm?® Blut eingetaucht und aus dem dieses wieder ent-
fernt worden ist, 709, betragt. Die gemessenen 14C-Aktivitdten bleiben
etwa gleich groB, wenn die Papiere wieder herausgenommen werden. Die
bei Blutproben von 100 mm?® beobachteten grofien Schwankungen der
MeBwerte (3H und 2C) verschwinden hingegen in allen untersuchten
Fillen, wenn die Messungen nach Entfernung der Filterpapiere vor-
genommen werden. Dies legt die Annahme nahe, daf fiir die schlechte
Reproduzierbarkeit von Messungen an 100 mm3-Proben wahrscheinlich
Unterschiede der ,,Blutfilter”-Struktur verantwortlich sind.

Tabelle 4. Bestimmung der Radioaktivitdt von Mause-Vollblut
mit Glasfaserpapier im Szintillator oder nach Entfernung des
Papiers aus dem Szintillator

Szintillator: 1 em3 NE 220, Das Blut stammte von Mausen, denen 3H-Chlor-

madinon (35 uCi) verfuttert worden war und die zu verschiedenen Zeiten

getotet wurden. Das auf Glasfaserpapiere gebrachte Blutvolumen betrug

von 20 bis 100 mm3. Die Radioaktivitdt wurde 4 Stdn. nach Einfihrung der

Papiere in den Szintillator und sodann abermals, nach Entfernung der
Papiere aus dem Szintillator, gemessen

Aktivitat (Imp./Min.)

Volumen der radio- V. h a) mit Glasfaser- b) nach Ent-
aktiven Lésung, ell;Tsuc papier fernung d. b/a
mm3 - Glasfaser-
papiers
{ 487 537 1,11
428 533 1,2
20 ) 6.033 6.929 L1 b2
4.824 6.130 1,3
N 112 369 3,3
107 344 3,8
100 . 91 327 3,6( 37
66 263 4

Es erschien uns vielversprechend, die Technik des Zdhlens nach vor-
heriger Entfernung der Glasfaserpapiere auf die Bestimmung sehr
geringer 3H-Aktivititen anzuwenden. Um das Volumen (etwa 0.2 cm?)
des mit dem Papier entfernten fliissigen Szintillators mit der in ithm ent-
haltenen Radioaktivitdt relativ zum gesamten Volumen so gering zu
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halten, dafl es zu vernachlissigen ist, war es notwendig, vom NE 220
10 em® zu verwenden. Wenn 100 mm?3 Blut solchermafien in 10 cm3
NE 220 der Messung zugefithrt wurden, war die Zihlausbeute R 809%,,
also bedeutend héher als in Gegenwart der Faserpapiere (Abb. 3, s).

3. Plasma

Wir verwendeten das Plasma von Miusen, an die 3H-Chlormadinon
(35 oder 252 uCi), tritiiertes Wasser (40 uCi), 3-H-Pregnenolon (172 u.Ci)
oder 14C-Pregnenolon (14 uCi) verfiittert worden war. Die Messungen
erfolgten nach der Methode der feuchten Glasfaserpapiere und im Falle
von 14C mit der P-Einstellung. Parallelbestimmungen ergaben in jedem
Experiment gut iibereinstimmende absolute Aktivitaten (Zerf./Min. /mm?)
(Tab. 5). Da die Zihlausbeuten mit Humanplasma erhalten worden
waren, kann man annehmen, daB die Eichkurve auch fiir Méiuse-
plasma gilt.

Wie experimentell erwiesen wurde, ist die Stabilitdit von der-
artigen Plasmaproben mit jener von Ganzblut vergleichbar: Die ge-
messene 3H- oder 14C-Aktivitdit — markierte Verbindungen wurden dem
Plasma zugesetzt oder an die Mause verfiittert, deren Plasma dann fiir
die Versuche herangezogen wurde — nimmt mit der Zeit zu und erreicht
in ungefihr 4 Stdn. ein mehrere Tage lang gleichbleibendes Plateau
(Abb. 9, B). Messungen sind selbstverstindlich erst nach Ende des
Anstieges durchzufiihren. Die Aktivitdit wird vom Glasfaserpapier an
das NE 220 abgegeben. Man mul} die mit Plasma versehenen Faser-
papiere so bald wie méglich in das NE 220 eintauchen, um zu verhindern,
daB durch Verdunstung die Reproduzierbarkeit der Messungen beein-
trachtigt wird.

C. Besprechung der Ergebnisse mit Schluffolgerungen

Wie diese Untersuchung gezeigt hat, ist es moglich, ohne irgend-
eine Vorbehandlung die in Harn, Vollblut oder Plasma enthaltene
Radioaktivitat (14C oder 3H) zu bestimmen. In allen gepriiften Fallen
erwies sich der dioxanhaltige fliissige Szintillator NE 220 dem NE 211
iberlegen. Wenn aliquote Volumsteile der biologischen Fliissigkeiten
mit dem flissigen Szintillator einfach vermischt werden, sind die MeB-
ergebnisse nicht reproduzierbar. Reproduzierbarkeit wird jedoch dadurch
erzielt, daB die aliquoten Volumsanteile zunéchst auf ein Glasfaserpapier
aufgebracht werden. Ob es um Blut- oder Plasmaproben geht, die Zahl-
ausbeuten sind hoher, wenn die Glasfaserpapiere feucht gemessen werden.
Die Papiere miissen so bald als méglich in 1 em® NE 220 eingesenkt
werden, da Verdunstung mit einem Verlust an Reproduzierbarkeit ver-
bunden ist. Die Radioaktivitit darf erst nach Ablauf von mindestens
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4 bis 5 Stdn., wenn der fliissige Szintillator das radioaktive Material aus
dem Papier fast vollkommen extrahiert hat, bestimmt werden. Wenn
man unmittelbar nach dem Eintauchen der Papiere in den flissigen
Szintillator mif3t, erhilt man nur approximative ,,Vorergebnisse®.

Fiir Harn sind die Zihlausbeuten am besten, wenn die Glasfaser-
papiere trocken zur Messung kommen. Es ist jedoch klar, daf die Ver-
wendung getrockneter Papiere dann ausgeschlossen ist, wenn man es mit
flichtigen radicaktiven Verbindungen (z. B. mit tritilertem Wasser) zu
tun hat.

Bei allen unseren Experimenten fanden wir, dal NE 220 die Radio-
aktivitdt der Proben aus dem Glasfaserpapier extrahiert. Zwei Reihen
von KErgebnissen sprechen dafiir, dafl diese Extraktion fast vollstindig
ist: man findet stets eine lineare Beziehung zwischen der gemessenen
Aktivitdt (Zerf./Min.) und dem Volumen der Probe; auflerdem sind die
mit dieser Methode erzielten Resultate jenen, die man mit hyamin-
behandelten Proben erhalt, sehr dhnlich.

Die Ermittlung von Verdnderungen der Impulshéhenspektren der
14C.Szintillatoren in Gegenwart von Vollblut oder Plasma hat es uns
erlaubt, fiir die Aktivitdtsmessungen optimale Bedingungen — die
P-Einstellung — festzulegen.

Die vorliegende Untersuchung zeigt die Reproduzierbarkeit der Eich-
kurven fiir jeweils ein bestimmtes Untersuchungsmaterial (Harn, Voll-
blut, Plasma). Unterschiede zwischen den mit Hilfe eines inneren Stan-
dards und auf Grund von Eichkurven ermittelten Werten fiir die Zahl-
ausheute liegen stets im Rahmen des experimentellen Fehlers. Dieses
Resultat erweist, dal es im allgemeinen nicht erforderlich ist, fiir jede
einzelne Messung die Zahlausbeute zu bestimmen. Da iiberdies keine
Storluminiszenzen auftreten, liegen schon eine Stunde nach der Proben-
nahme fiir Harn exakte MeBergebnisse, fiir Ganzblut und Plasma
approximative Vorergebnisse vor; fiir die letzteren sind die genauen
Resultate 4 bis 5 Stunden spéter bekannt.

Wir sind Herrn Prof. M. Duguesne fir auBerordentlich wertvolle
Anregungen, den Synthex Laboratories (USA) und Organon (Holland)
tiir die freundliche Uberlassung von 3H-Chlormadinon und 14C-Liyng-
strenol dankbar.

Die Arbeit wurde zum Teil durch Zuwendungen seitens des Com-
missariat & 'Energie Atomique unterstiitzt.



