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Stellungnahme

Position paper

Qualitatskontrolle in der Liquordiagnostik: Anmerkungen zur
Analyse von Proteinen und Interpretation von Liquor/Serum-
Konzentrationsquotienten sowie zu Formeln bei der
Diagnostik der Blut/Liquor-Schranken-Funktion und
intrathekalen Immunglobulinproduktion

Quality assurance of cerebrospinal fluid (CSF) diagnosis: Comments on
the analysis of proteins and interpretation of CSF/serum concentration
quotients and on formulae to diagnose blood-CSF barrier function and
intrathecal synthesis of immunoglobulins

T. O. Kleine*

Zusammenfassung

Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fir Liquordi-
agnostik und Klinische Neurochemie (DGLN) zur Quali-
téatskontrolle bei der Liquordiagnostik geben AnlaB, das
Konzept der Ringkontrollen fiir Proteine im Liquor, die
von der DGLN und der Deutschen Vereinten Gesellschaft
fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin (DGKL)
durchgefiihrt werden, zu vergleichen. Dabei wird festges-
tellt, daB Liquor/Serum-Konzentrationsquotienten Q von
Albumin, 1g9G, IgA, IgM methodenabhangig analysiert
wurden und durch EinfluBgréBen modellierbar sind, z. B.
gewonnene Liquormenge, Konzentrationen der Proteine
in Liquor oder Blutserum, sowie Stdrfaktoren wie z. B.
die artifizielle Blutkontamination. Diese Effektoren beein-
flussen den Blut/Liquor-Schrankenparameter QAlbumin;
QAlbumin ist auch die Variable in den hyperbolen Funk-
tionen zur Quantifizierung der intrathekalen Synthese von
IgG, IgA, IgM; die Index-Formeln evaluieren QAIb in Rela-
tion zu QIgG, QIgA bzw. QIgM bei der semiquantitativen
Ernittlung von intrathekalen Immunglobulinen (Ig) bei
Ringversuchen der DGKL. Methodenvergleiche zur intra-
thekalen Ig-Synthese implizieren, daB die hyperbolen
Funktionen, propagiert von DGLN, im Vergleich zu den
Index-Formeln zu unempfindlich eingestellt sind; beide
Verfahren detektieren weniger intrathekales Ig als semi-
quantitative Verfahren zur Bestimmung von oligoklonalen
IgG, IgA, IgM.
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Liquordiagnostik, DeutschhausstraBe 12, D-35033 Marburg.
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intrathekale Immunglobuline.

Abstract

Guidelines for quality assurance of CSF protein analysis
of the German Society for CSF Diagnosis and Clinical
Neurochemistry (DGLN) give cause to compare principles
of external quality assurance of CSF proteins carried out
by DGLN and the German United Society for Clinical
Chemistry and Laboratory Diagnosis (DGKL). It is stated
that CSF/serum concentration gradients Q of albumin,
IgG, IgA, IgM were analysed in a method-dependent
way; they are modelled by some effectors e.g. sample
quantity, content of the proteins in CSF and blood, as
well as by impairments such as artificial blood contami-
nation. The effectors also affect QAlbumin, a parameter
of blood/CSF function. QAlbumin also represents the var-
iable of the hyperbolic functions to quantify intrathecally
synthesized IgG, IgA, IgM; the index formulae evaluate
QAIbumin in relation to QIgG, QIgA, and QIgM, respec-
tively, to estimate the intrathecal immunoglobulins (Ig)
with quality assurance of DGKL. Comparisons of both
procedures to estimate intrathecal Ig indicate the hyper-
bolic functions, propagated by DGLN, to be too insen-
sitive with respect to index formulae; both procedures,
however, detect less intrathecal |g compared to semi-
quantitative procedures for the detection of oligoclonal
1gG, IgA, IgM.

Keywords: CSF diagnosis; quality assurance; 1gG; IgA;
IgM; albumin; CSF/serum concentration quotients; intra-
thecal immunoglobulins.
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Tabelle 1 Formeln zur quantitativen und nicht-quantitativen
Bestimmung der intrathekalen Produktion von Immunglobulinen
(Ig) im Liguor cerebrospinalis.

Hyperbole Funktionen zur Beschreibung der oberen Diskrimini-
erungslinien Q,,, (Ig) fur den Referenzbereich in Liquor/Serum-
quotientendiagrammen zur quantitativen Bestimmung von
intrathekalem IgG, IgA, IgM im Liquor von H. Reiber & K. Fel-
genhauer 1987 [8]

Qun(19G)=0,80 |(Q,,)2+15X107%—1,8 X103
Quin(lgA)=0,72 (Qu)*+80x107°=5,1x10"°
Qun(19G)=0,65 |(Q4,)2+150X107¢—-7,6 X102
von H. Reiber 1994 (7]
Qun(19G)=0,93 (Q,)2+6X1076—-1,7X1073
Quin(lgA)=0,77 (Quu)?+23X107°=3,1x10"°
Qun(19G)=0,67 |(Qu,)2+120X1076—-7,1 X102

Index-Formeln zur Ermittlung von intrathekalem IgG, IgA, IgM
im Liquor von B. Delpech & E. Lichtblau 1972 [10] und G. Tib-
bling, H. Link & S. Ohman 1977 [11]

I9Gigquon X Albumineeumy — 19Giquon QAb

IgGIndex=

g IgG(Serum} X Al bUmI n(Liquor) IgG(Serum)

IgA IndeX: IgA(Liquor) XAIbumi.n(Serum) _ IgA(Liquor) . QAIb
IgA(Serum) X AI bU mln(Liquor) IgA(Serum)
1gM iquon X Albumin IgM,

IgM Index= IMiquor u ' (serum) _ 19V tiquon - QAIb
Ig M(Serum) X Albu mln(Liquor) lg M(Serum)

Einleitung

Die Deutsche Gesellschaft fur Liquordiagnostik und Klin-
ische Neurochemie (DGLN) hat als Richtlinien bezeichne-
te Empfehlungen fir die Weiterbildung in der
Liquordiagnostik in dieser Zeitschrift veréffentlicht [1].
Darin ist das zentrale Qualitdtsmerkmal bei der Liquor-
diagnostik die Auswertung der Liquor/Serum-Konzentra-
tionsquotienten von Albumin, 19G, IgA und IgM [2, 3],
welche in Ringversuchen bei INSTAND [4] die Grundlage
der Beurteilung darstellt. Die Liquor/Serum-Konzentra-
tionsquotienten Q von Proteinen werden als methoden-
unabhangige Werte angesehen, wenn Liquor- und
Serum-Proben mit der gleichen Methode im selben ana-
lytischen Lauf analysiert werden [2-4]. Mit diesen Pro-
tein-Konzentrationsquotienten werden die Methoden-
und Standard-abhangige Unrichtigkeit und Interassay-
Impréazision reduziert [4], obwohl es sich um abgeleitete
KenngréBen handelt, deren MeBunsicherheit nicht kleiner
sein sollte als diejenige der absoluten Liquor- und
Serumkonzentrationen.

Die Liquor/Serum Konzentrationsquotienten werden
als dimensionslose, normalisierte Proteinkonzentrationen
im Liquor definiert, die unabhéngig von Protein-Veran-
derungen im Blut sind [5]: Der Liquor/Serum-Konzentra-
tionsquotient von Albumin (QAIb), der bei der Diagnostik
einer Blut-Liquor-Schrankendysfunktion dem Gehalt von

Albumin und Gesamt-Protein im Liquor vorgezogen wird
[6], zeigt erhdhte Konzentrationen dieses aus dem Blut
stammenden Proteins im Liquor an, was ausschlieB3lich
auf eine verminderte Liquor-FluB-Rate zuriickgefuhrt wird
[7, 8]. QAIb (MaB dieser LiquorfluBrate) ist die Variable in
hyperbolen Funktionen, mit denen die intrathekale Syn-
these von IgG, IgA, IgM quantitativ berechnet (Tab. 1)
oder in Diagrammen mit gestauchtem doppelt-logarith-
mischen MaBstab als Beziehung zwischen QAIb und
QlIgG, QIgA, oder QIgM graphisch dargestellt wird (Rei-
ber-Diagramme [4, 5]). Dieses von H. Reiber entwickelte
Evaluationskonzept wurde als theoretisch fundiert und
physiologisch korrekt veréffentlicht [7, 9]. Es soll hier mit
anderen Auswerteverfahren in der Liquorproteindiagnos-
tik unter praanalytischen und analytischen Aspekten auf
dem Hintergrund pathobiochemischer Grundlagen ver-
glichen werden.

Bildung, FluB und Resorption von Liquor
cerebrospinalis und die Heterogenitét der Blut-
Liquor-Schranke

Das zentrale Nervensystem (ZNS) des erwachsenen
Menschen ist in 100-150 ml Liquor cerebrospinalis gela-
gert, der 3- bis 5mal pro Tag erneuert wird [12]. 50-70%
des Gesamtvolumens werden von den Plexus chorioidei
in den inneren Liquorrdumen als proteinarme Flussigkeit
gebildet (Ventrikel-Liquor) und etwa 30% als protein-freie
Flissigkeit im Hirngewebe als Intramural-Liquor. Dazu
kommen geringe Mengen des in den weichen Hirnhduten
gebildeten Hirnhaut-Liquors. Beim gesunden Menschen
stammen mehr als 4/5 der Liquorproteine aus dem Blut
(Serumproteine) und weniger als 1/5 aus dem ZNS (intra-
thekale Proteine). Die Blut-Liquor-Schranke in den Plexus
chorioidei ist flr kleinere Proteine (z.B. Praalbumin, Albu-
min) besser durchgéngig als fir gréBere (z.B. 1gG, IgA,
IgM). Die Blut-Hirn-Schranke in den Gehirnkapillaren wird
zumindest in der weien Substanz durch zwei tight junc-
tions (Maculae occludentes) zwischen den Endothelzel-
len fur Proteine undurchlédssig gemacht [12].

Der Ventrikelliquor flieBt — modifiziert durch arterielle
und respiratorische Pulsationen [13, 14] — aus den inner-
en Liquorrdumen (Ventrikel) in die duBeren, d.h. in den
Spinalkanal, wo er subokzipital und lumbal entnommen
wird (SOP-Liquor, Lumbal-Liquor), und in die Subarach-
noidalrAume unter der Schadelkalotte, wo er mit Hilfe von
Arachnoidalzotten in die vendsen Sinus in toto dréniert
wird [12]. Der spinale Liquorraum hat AnschluB an das
systemische Lymphsystem, aber auch an Arachnoidal-
zotten (s.o.). Die Liquormenge bleibt in den Liquorrdumen
konstant, da bei Gesunden ein Steady State zwischen
der gebildeten Liquormenge und der in toto abgegeben
gefunden wurde [13]; es wurden keine Korrelationen
zwischen Liquorproduktion und der Gesamt-Protein-
Konzentration bzw. Proteingradienten im Liquor beo-
bachtet [13].
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Bei dem von H. Reiber entwickelten Modell zur Bere-
chnung des Liquor-FluB-Volumens im Subarachnoidal-
raum des Spinalkanals [7, 9] wird angenommen, daB bei
der Diffusion von Proteinen aus dem Blut in den Liquor
keine Verdnderungen der Strukturen der Blut-Liquor-
Schranke auftreten, so daB eine Verlangsamung des
Liquorflusses, angezeigt durch QAIb, die Konzentration-
szunahme von Serumproteinen im Liquor bei neurolo-
gischen Krankheiten quantitativ erklart. Durch “fitting”
der Liquor-Blut-Daten von (ber 4000 Patienten und
mathematischer Kurventransformation wird eine mathe-
matisch und physikalisch begriindete Theorie entwickelt,
welche die quantitative Beschreibung der intrathekalen
Synthese von IgG, IgA, IgM mit der Variablen QAlb in
empirisch entwickelten hyperbolen Funkionen (Tab. 1)
rechtfertigt [7, 9].

Bei diesem vereinfachten Modell flr den Liquor im
Subarachnoidalraum bleibt unberiicksichtigt, daB im Be-
reich der spinalen Nervenwurzeln die Blut-Nerven-
Schranke fur Proteine infolge gefensterter Kapillaren par-
tiell durchlassig ist [15], was die Konzentrationzunahme
von Serumproteinen zwischen SOP-Liquor und Lumbal-
liquor in dem von cervikal nach lumbal flieBenden Liquor
im gesunden Erwachsenen erklért und die Pathobio-
chemie der Blut-Nerven-Schranke bei entziindlichen und
nicht-entztindlichen Erkrankungen des ZNS in den Mit-
telpunkt stellt [16]. Im menschlichen ZNS besteht eine
betrachtliche Heterogenitat der Schranken zwischen Blut
und Liquor unter normalen und pathologischen Bedin-
gungen, die in dem von H. Reiber entwickelten Modell
unberiicksichtigt bleibt.

Praanalytische Einfliisse auf Proteine im Liquor
und auf deren Konzentrationsquotienten sowie
auf die Berechnung einer intrathekalen
Produktion der Immunglobuline (Ig)

Viele praanalytische Einflisse lassen sich vermeiden, wie
z. B.

— nicht zeitgleiche Gewinnung der Liquor- und Blut-Pro-
ben, die zu Verdnderungen von Liquor/Serum-Kon-
zentrationsquotienten von Proteinen flhren kdénnen;

— Mangel bei Verwahrung der Proben (optimale Proben-
verwahrung erfolgt in sterilen, farblosen Polystyrol-
Réhrchen mit VerschluB ohne Zusatz von NaF und
EDTA) [17],

— zu lange Lagerung der Proben bei Zimmertemperatur
(>60 min) beeinfluBt zellulare und

- chemische Bestandteile des Liquors [12].

Nicht vermeiden lassen sich folgende Stérfaktoren und
EinfluBgréBen:

— die artifizielle Blutkontamination, eine StérgroBe z.
B. bei Proteinbestimmungen auch in Konzentra-
tionsquotienten; sie wird durch die sukzessive Abnah-

me von 3 Liquorportionen erkannt und kann teilweise
pauschaliert korrigiert werden [17, 18].

— die gewonnene Probenmenge von Liquor: Bei der
Abnahme gréBerer Mengen von Lumballiquor im Sitz-
en, z. B. 24 ml, nimmt die Konzentration von Protei-
nen, z.B. Albumin und IgG, mit Zunahme der
Probenzahl kontinuierlich ab, wodurch auch QAlb und
QIgG signifikant abnehmen (um 21%, [19]). Diese
unbeeinfluBbare EinfluBgréBe bei der Gewinnung von
Liquorproben andert QAIlb als Schrankenfunktion-
sparameter in den hyperbolen Funktionen zur Eval-
uierung einer intrathekalen Ig-Produktion (Tab. 1); sie
beeinfluBt nicht die Ergebnisse der Index-Formel fir
IgG (Tab. 1). Der EinfluB auf IgA und IgM wurde nicht
untersucht.

Durch Standardisierung der Probenabnahme mit Anga-
be von Volumen und Proben-Nr. kann dieser praanalyti-
sche Fehler erkannt und die Befundinterpretation
verbessert werden.

Die Konzentration der Proteine im Blut beeinfluBt die
Proteine im Liquor und damit die Liquor/Blut-Konzentra-
tionsquotienten [20] z.B. die Albuminkonzentration; diese
ist im Liquor héher als der Schrankenfunktionsparameter
QAIb anzeigt, wenn die Albuminkonzentration im Serum
erniedrigt ist, z.B. bei Patienten auf der Intensivstation
[21]; hier haben der Gehalt von Gesamt-Protein und
Albumin eine groBere diagnostische Sicherheit als QAIDb,
weil Verzégerungen beim Proteintransfer vom Blut in den
Liquor [17] die Liquor/Blut-Konzentrationsquotienten
verdndern kénnen und damit als unbeeinfluBbare Ein-
fluBgréBe den Schrankenparameter QAIb. Bei den For-
meln zur Berechnung einer intrathekalen
Immunglobulin(lg)-Produktion stellt QAIb die Variable in
den hyperbolen Funktionen dar und ist Teil der Index-
Formeln fur Ig (Tab. 1).

Methodische Einfliisse bei der Bestimmung
von IgG, IgA, IgM und Albumin in Liquor- und
Serum-Proben sowie bei ihren Liquor/Serum-
Konzentrationsquotienten

Bei den Ringversuchen der Deutschen vereinten Gesells-
chaft fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin
(DGKL) im Liquor werden von der Mehrzahl der
Teilnehmer die Albumin- und IgG-Konzentrationen mit
nephelometrischen Methoden immunchemisch in Beck-
man-Systemen und in Behring-Lasernephelometern (BN)
bestimmt, IgA und IgM nephelometrisch partikelverstéarkt,
aber auch immun-nephelometrisch bei Liquorkonzentra-
tionen >3 mg/l [22]. Die Serumkonzentrationen dieser
Proteine werden mit den gleichen Analysen-Systemen
wie im Liquor bestimmt.

Mit methodischen Abweichungen im Bereich der
erlaubten Impréazision bei der Bestimmung von Albumin
(£8%), IgG (£10%) und IgA (£15%) in Liquor-Proben
[23] wurden diese Proteine in 112 Liquor/Serum-Proben-
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A Serum IgG
Messwert -24%
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B

Messwert

Abbildung 1 Bezugskurven zur Bestimmung von IgG in Liquor-
und Serum-Proben im BN 100 (Dade-Behring).

Abb. 1a: Bezugskurve zur Bestimmung von IgG in Serumproben
mit 6 Verdinnungen von N Protein Standard SL (1:80, 1:160,
1:320, 1:640, 1:1280, 1:2560) und N Antiserum gegen humanes
IgG vom Kaninchen. Die Abweichungen der 6 MeBpunkte von
den berechneten Soll-Konzentrationen betragen < +5%; siehe
% Zahlen bei der ausgezeichneten Bezugskurve, die nicht linear
verlauft (vgl. diinne gestrichelte Linie).

Abb. 1b: Bezugskurve zur Bestimmung von IgG in Liquorproben
im BN 100 mit 7 Verdiinnungen von 1:10 vorverdlinnten N Pro-
tein Standard SL: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600,
1:3200, 1:6400 und anti-humanes IgG vom Kaninchen (lg-Frak-
tion). Die Abweichungen der 8 MeBpunkte von den berechneten
Soll-Konzentrationen betragen < +5%; siehe % Zahlen bei der
ausgezeichneten Bezugskurve, die nicht linear verlauft (vgl. diin-
ne gestrichelte Linie).

* MeBpunkt eines 1:400 verdiinnten Serums, das mit der gefor-
derten Unrichtigkeit von <10% [23] im Liquor-Ansatz und <8%
im Serumansatz [23] bestimmt wurde (Mittelwert von 15 seriel-
len Messungen). Diese Ergebnisse zeigen, daB IgG in einer Ser-
umprobe mit Bezugskurve und Testansatz fur Liquor-lgG mit der
geforderten Richtigkeit bestimmt werden kann im Vergleich zur
Bestimmung im Testansatz fir Serum, wenn fir beide Bezug-
skurven der gleiche Standard in vergleichbaren Verdiinnungen
im BN-System verwendet wurde und Antikdrper vom Kaninchen.

paaren im Array Protein System (Beckman) im Vergleich
zu BN 100 bestimmt, wenn mit auf CRM 470 geeichten
Standards analysiert wurde [24]; die Abweichungen im
Serum waren zum Teil groBer (10% bis 20%). IgM-Werte

waren im Beckman-System héher als im BN-System:
>40% im Liquor und um die 20% im Serum [24]. Die
vier Ringversuche fir klinisch-chemische Analyte im Li-
quor der DGKL im Jahr 2003 wurden mit hohen und
niedrigen Proteinkonzentrationen in 8 Liquor- und
Serum-Probenpaaren in Beckman- und BN-Systemen
von Uber 100 Teilnehmern durchgefiihrt. Es wurden ver-
gleichbare methodische Unterschiede in den Abweichun-
gen der IgG-, IgA-, IgM- und Albumin-Werte festgestellt
(s.0.); die Abweichungen von QAIlb, QIgG, QIgA und
QIgM stellten sich zum Teil gréBer oder kleiner dar als die
Summe der Abweichungen bei den einzelnen Liquor- und
Serum-Bestimmungen in den beiden Analyse-Systemen.

Diese Unterschiede, z.B. bei der IgG- und Albumin-
Bestimmung, lassen sich nicht dadurch erkléren, daB
beide Proteine in zwei verschiedenen Analysenlaufen
analysiert und mittels zwei verschiedener Bezugskurven
ausgewertet wurden: Wie Abbildung 1 demonstriert, kén-
nen vergleichbare IgG-Werte in Liquor- und Serum-Pro-
ben mit der erlaubten Unrichtigkeit [23] erhalten werden,
wenn mit dem gleichen Kalibrator zwei Bezugskurven
erstellt werden, eine fir Liquor und eine flir Serum, mit
vergleichbaren MeBbereichen (Abb. 1); die Serumprobe
muB nur starker vorverdiinnt werden. Mit diesen Verfah-
ren werden am BN Albumin- und IgG-Werte in Liquor-
und Serum-Proben mit Werten unter der erlaubten
Unrichtigkeit [23] analysiert [21].

In Beckman-Systemen werden IgG, IgA, IgM und Albu-
min in Liquor- und Serum-Proben mit der jeweilig glei-
chen Bezugskurve analysiert.

Trotz dieser standardisierten Analysenbedingungen flir
Liquor- und Serum-Proben wurden bei den Ringversuch-
en der DGKL bei mehr als der Hélfte der Teilnehmer
Abweichungen zwischen den Beckman- und BN-Syste-
men von bis zu 30% und 40% bei der Berechnung von
QIgM QIgA QIgG (weniger von QAIb) gefunden. Damit
zeigten sich die Liquor/Serum-Konzentrationsquotienten
von IgM, IgA und IgG unter den Ringversuchsbedingun-
gen als methodenabhéngig.

Folgende Erkldrungen werden fir Unterschiede bei der
Bestimmung von 1gG, IgA und IgM mit Beckman- und
BN-Systemen diskutiert, die zu methodenabhdngigen
Werten flhren:

— Abweichungen von der Linearitat der Bezugskurve:Da
bei Lichtstreuungsmessungen der Antigen-Antikor-
perreaktion keine lineare Bezugskurven erhalten wer-
den (Abb. 1, Abb. 2), werden bei BN-Systemen die
gemessenen bits der Lichtstreuung in Diagrammen
mit doppelt logarithmischem MaBstab gegen die Pro-
teinkonzentration mit Abweichungen von+5% von
den errechneten Kurvenpunkten ausgewertet. Ver-
schiedene Verdlnnungen der selben Liquor- und
Serum-Proben wurden mit ausreichender Unrichtig-
keit [23] analysiert, vorausgesetzt, daB nicht in die
niedrigen Konzentrationsbereiche der Bezugskurven
verdiinnt wurde (Abb. 2a,b) und [21]. Im Beckman-
System kann die Linearitat der Bezugskurve nicht ein-
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gesehen werden; die gespeicherte(n) Bezugskurve(n)
werden mittels 1-Punktwiederfindung evaluiert.

— Unterschiede in der Probenmatrix von Liquor und ver-
dunntem Serum: Die Abweichungen bei IgM-, IgA-,
IgG- und Albumin-Bestimmungen zwischen den
beiden Systemen waren in hoéher verdinnten Ser-
umproben geringer als in den dazu gehdrigen (unver-
diinnten) Liquor-Proben, was auf Unterschiede in der
Matrix von Liquor- und Serum-Proben hinweist.

— Kalibratoren mit verschiedenartiger Matrix kénnen -
obwohl auf CRM 470 bezogen -Abweichungen vom
designierten Wert in dem dazugehdrigen System
erbringen.

— Verschiedenartige Antikdrper z.B. von Kaninchen
oder Maus, oder unterschiedliche Antikdrper-Reagen-
zien, z.B. mit verschiedenartigen Partikeln verstarkt,
— koénnen unterschiedliche Epitope im Albumin-,

IgG-, IgA- und IgM-Antigen erkennen, z.B. in ver-
schiedenen Test-Kits;

— Antikdrper kénnen unterschiedlich mit dem Antigen
im Kalibrator und dem Antigen in Liquor- und
Serum-Proben reagieren, z.B. in verschiedenen
Test-Kits.

— Unterschiede in MeBverfahren der Systeme:

— kinetische Nephelometrie in Beckman-Systemen
(Array, IMMAGE),

— fixed time Messung des Vorwérts-Streulichtes in
BN-Systemen (BN 100, BNA, BN lI).

Da diese Effekte und Interferenzen meist zusammen bei
der Analyse von Liquor- und Serumproben wirken, lassen
sie sich schlecht erkennen und voneinander abgrenzen.
Diese analytischen Einfllisse wurden durch Aufstellen
von Liquor/Serum-Konzentrationsquotienten von IgG,
IgA, IgM nicht eliminiert; diese Quotienten erweisen sich
deshalb als methodenabhangig.

Liquor/Serum-Konzentrationsquotienten von
Proteinen bei der Berechnung der
intrathekalen Produktion von Immunglobulinen

(lg)

Die Definition der Normalwerte ftr Albumin, IgG, IgA und
IgM im Liquor und ihre Liquor/Blut-Konzentrationsquo-
tienten werden von den oben beschriebenen method-
ischen Einflissen, EinfluBgréBen und Stdrfaktoren
mitbestimmt und nicht zuletzt von der Auswahl und
GroBe des Kontroll-Kollektivs. Da diese Faktoren auch
bei der Festlegung von AusschluBgrenzen bei der
rechnerischen Ermittlung von intrathekalen Immunglob-
ulinen (Ig) eine Rolle spielen, besteht eine groBe
Unsicherheit bei der Definition von korrekten Referenzin-
tervallen [17], die durch Methodenvergleiche aufgedeckt
wird.

Die empfindlichste Methode, intrathekales Ig semi-
quantitativ zu bestimmen, ist der Nachweis von oligo-
klonalen Ig-Banden (Ig-OB) nach Auftrennung gleicher

Liquor IgA

Messwert -3.4%

2

B Liquor IgM

Messwert -3.4%

2
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Abbildung 2 Bezugskurven zur Bestimmung von IgA und IgM
in Liquor- und Serumproben mit Latex-Tests im BN 100 (Dade-
Behring).

Abb. 2a: Bezugskurve zur Bestimmung von IgA mit 8 Verdiin-
nungen von N IgA Standard (1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320,
1:640, 1:1280) im Bereich von 0,06 mg/I bis 7,53 mg/I IgA. Die
Abweichungen der 8 MeBpunkte von den berechneten Soll-Kon-
zentrationen betragen < £5%; siehe % Zahlen bei der ausge-
zeichneten Bezugskurve, die nicht linear verlauft (vgl. diinne
gestrichelte Linie). Fur 15 Liquor-Proben, 1:5 und 1:20 verdiinnt,
und 15 Serum-Proben, 1:400 und 1:2000 verdiinnt, wurde eine
Unrichtigkeit der starker verdiinnten Probe mit <15% berechnet
in einem MeBbereich von 0,2 bis 6,5 mg/l IgA. Obwohl die
Bezugskurve nicht linerar verlief, wurde nach RILIBAK richtig
verdlinnt [23], jedoch nicht im Bereich von 0,06 bis 0,2 mg/| der
IgA-Bezugskurve, wo Abweichungen bis zu +50% ermittelt
wurden.

Abb. 2b: Bezugskurve zur Bestimmung von IgM mit 8 Verdin-
nungen von N IgM Standard (1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320,
1:640, 1:1280) im Bereich von 0,03 mg/I bis 4,3 mg/I IgM. Die
Abweichungen der 8 MeBpunkte von den berechneten Soll-Kon-
zentrationen betragen < £5%; siehe % Zahlen bei der ausge-
zeichneten Bezugskurve, die nicht linear verlauft (vgl. diinne
gestrichelte Linie). Fur 15 Liquor-Proben, 1:5 und 1:20 verdiinnt,
und 15 Serum-Proben, 1:400 und 1:2000 verdlinnt, wurde eine
Unrichtigkeit der starker verdiinnten Probe mit <15% berechnet
in einem MeBbereich von 0,1 bis 3,5 mg/l IgM. Obwohl die
Bezugskurve nicht linerar verlief, wurde nach RILIBAK richtig
verdulinnt [23], jedoch nicht im Bereich von 0,03 bis 0,1 mg/| der
IgM-Bezugskurve, wo Abweichungen bis zu =50% ermittelt
wurden.
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Ig-Mengen eines Liquor/Serum-Probenpaares mittels
isoelektrischer Fokussierung in Polyacrylamid- oder Aga-
rose-Gelen und immunspezifischer Ig-Bandendetektion
[6]. Deshalb ist diese Methode geeignet, Kollektive von
Liquor/Serum-Proben mit und ohne intrathekalem Ig zu
definieren.

Mittels Formeln wird der intrathekale Ig-Anteil am Ge-
samt-lg der Liquorprobe berechnet, wobei das aus dem
Blut stammende Ig vom Gesamt-Ig im Liquor subtrahiert
wird. Mit Hilfe von Albumin bzw. QAlb wird der nicht-
intrathekale Anteil diskriminiert, was problematisch ist,
weil das Albumin-Molekil (MG:66,3 kD) deutlich kleiner
ist als monomeres IgG (MG:150 kD), IgA (MG: 160 kD)
und IgM (MG: 971 kD) und unter normalen und patho-
logischen Bedingungen diese Proteine aus dem Blut in
den Liquor in unterschiedlichen Mengen diffundieren
[25].

Es sollen hier die zwei Formeln zur Berechnung einer
intrathekalen Ig-Produktion diskutiert werden, die in
Ringversuchen von INSTAND und der DGKL evaluiert
werden:

— die hyperbolen Funktionen, mit denen intrathekales
IgG(loc), IgA(loc), IgM(loc) quantifiziert (Tab. 1) oder in
doppelt logarithmischen Diagrammen graphisch dar-
gestellt werden [7, 8],

— die Index-Formel fir IgG, IgA und IgM [10, 11], mit
denen dimensionslose Ergebnisse berechnet werden,
die nicht die Menge an intrathekalem Ig anzeigen

(Tab. 1).

Der EinfluB von Schrankenstérungen von Qalb
<30x 102 war bei der Indexformel fur IgG gering; QIgG
und QALB korrelierten linear [26]. Dies steht im Gegen-
satz zu der nicht-linearen Abhéangigkeit von QIgG und
QAlb in der hyperolen Funktion zur Berechnung von
intrathekalem IgG [8] (Tab. 1). Diese Unterschiede lassen
sich nicht auf methodische Unterschiede bei der IgG-
und Albumin-Bestimmung in den Liquor- und Serum-
Proben zurlickfihren, sondern auf unterschiedliche
Berechnungsarten von intrathekalem IgG mit den beiden
Formeln. Die Richtigkeit beider Verfahren bzw. Formeln
wurde in verschiedenen Laboratorien mit alten [8] und
neuen [7] hyperbolen Funktionen untersucht, deren Aus-
schluBgrenzen empirisch festgelegt wurden. Als Refe-
renzmethode flrr intrathekales Ig diente der positive
Nachweis von 1gG-OB, IgA-OB bzw. IgM-OB in den Li-
quorproben (s.0.). Die hyperbolen Funktionen zeigten
sich flr intrathekales IgG, IgA und IgM als zu unempfind-
lich eingestellt [25, 28, 29, 31], &hnlich wie die Index-
Formeln [25, 27, 30, 31], mit denen teilweise mehr intra-
thekales Ig nachgewiesen wurde [32, 33] im Vergleich zu
Ig-OB als Referenzmethode, welche die héchste Aus-
beute an intrathekalem IgG, IgA und IgM brachte. Mit
statistischen Tests wurden nur geringe Unterschiede von
Sensitivitdt, Spezifitdt und Effizienz bei Ermittlung von
intrathekalem IgG mit der hyperbolen Funktion von 1987
[8] und der Index-Formel in zwei groBen Patienten-Kol-
lektiven festgestellt [34, 35]. Widersprichliche Ergebnis-

se wurden dagegen mit der neuen hyperbolen Funktion
von 1994 [7] im Vergleich zur IgG-Index-Formel in klei-
neren Patientenkollektiven erhalten [36-38]. Die Richtig-
keit bei den rechnerischen Verfahren wurde durch
verschiedene cut offs und EinfluBgréBen beeinfluBt wie
z. B. niedrige 19gG- und Albumin-Konzentrationen in Li-
quor und Serum-Proben und ausgepragte Schranken-
funktionsstérungen mit Gesamt-Eiwei3 > 1,0 g/l, die eine
Abnahme von Sensitivitét, Spezifitdt und Effizienz beider
Formeln verursachte [31].

SchluB3folgerung

Die Aufstellung von Normalwerten fir I1gG, IgA, IgM und
Albumin im Liquor (und Blutserum) wird von methodisch-
en Einflissen, EinfluBgréBen und Stdrfaktoren bestimmt
und wesentlich von der Auswahl und GréBe des ausge-
wéhlten Kontroll-Kollektivs. Diese Variablen kdnnen in
abgeleiteten MeBgroéBen wie die Liquor/Serum-Konzen-
trationsquotienten nicht nivelliert werden und beeinflus-
sen daher die beiden hier untersuchten Formeln zur
Berechnung einer intrathekalen IgG-, IgA- und IgM-Pro-
duktion. Dadurch entstehen Unsicherheiten in der Li-
quordiagnostik bei internen und externen Ringkontrollen.
Die Aufstellung von Richtlinien fur die Liquordiagnostik
von einzelnen nationalen und internationalen Laborato-
rien in Form von Konsensusprotokollen [2] erscheint
problematisch, so lange diese Richtlinien nicht mit inter-
nationalen Fachgremien, z.B. IFCC, abgestimmt und mit
standardisierten Verfahren evaluiert worden sind.
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