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E.Her'stellung eines Referenzpraparates

Ijzur quantitativen Bestimmung von menschlichem
#19G, IgA, IgM und Komplementfaktor C3

¥4 S. Giess, P. Kaiser ,
w4 Paul-Ehrlich-Institut, Bundesamt fiir Sera und Impfstoffe, Frankfurt
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Zusammenfassung:

FﬁrZuIa_ssungs- und gharger_rprﬁfungeq von Testsera und Testantigenen wurde aus einem Pool menschlicher
Seren ein Referenzpraparat fiir die Bestimmung von IgG, IgA, IgM und Komplementfaktor C3 hergestellt.

T

Der Gel?alt wurdg mi.ttels Radialer Immundiffusion (RID) gegen zwei WHO-Standards bestimmt und in
Internationalen Elqhelten (1U) angegeben. Das Praparat wurde in verschiedenen kommerziellen Systemen ’
als Probe zur Bestimmung von IgG, IgA, IgM und C3 eingesetzt. .

: Die MeBme{hoden um_faBlen_ RID, Turbidimetrie, Nephelometrie, kinetische Nephelometrie und Fluoreszenz-
! messung. Die Ergejpn/sse zeigten, daB bei den verschiedenen Methoden mit unterschiedlichen Sollwerten
fiir das Referenzpréaparat gearbeitet werden muB.

-~

Schliisselworter:
Immunglobuline — Komplementfaktor C3 — Referenzpréparat — Standardisierung

Summary:

~

For the purposes of admission and batch control of testsera and testantigens a pool of human sera was used
to prepare a reference preparation for the determination of IgG, IgA, IgM and complement factor C3.
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The content was calibrated by radial immunodiffusion (RID) against two WHO-Standards and declared in
International Units (1U).

This preparation was used as a probe in different commercial systems for the determination of IgG, IgA, IgM
and C3. The methods of measurement included RID, turbidimetry, nephelometry, kinetic nephelometry and
fluorescence. The results showed that for different methods one has to work with different nominal values
k for the reference preparation.
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>renzpr5parates verglichen werden, von dem vorausge-
setzt wird, daB es in seinem Verhalten der zu untersuchen-
den Probe gleicht und da sein Immunglobulingehalt be-
kannt ist. Der Versuch, bei Immunglobulin-Referenzpra-

paraten den Gehalt in Gewichtseinheiten Uber gereinigte

3] Einleitung

‘G] Die quantitative Bestimmung von IgG, IgA, IgM und
1i4  Komplementfaktor C3 in menschlichem Serum gehort

%) mittlerweile in der Diagnostik und klinischen Forschung

zu den Standardmethoden, die es erméglichen, Aussagen
Gber den Immunstatus von Patienten zu machen. Wah-
rend frither dafiir nur die Radiale Immundiffusion (RID)
zur Verfiigung stand, bieten sich dem Anwender heute
eine Anzahl weiterer Methoden an: Nephelometrie, Turbi-
dimetrie und Fluoreszenzmessung. Immunologische
Grundlage dieser Verfahren ist die spezifische Reaktion
eines tierischen Antiserums mit den entsprechenden
menschlichen Immunglobulinen und C3.

Im Gegensatz zu anderen Verfahren in der klinischen
Chemie laufen Antigen-Antikorper-Reaktionen nicht
stochiometrisch ab.

Quantitatives Arbeiten ist unter diesen Voraussetzungen

nur moglich, wenn die in einem: menschlichen Serum
gemessenen Wirkungen mit den Wirkungen eines Refe-

Immunglobulin-Praparationen zu bestimmen, fiihrte in
fritheren Jahren zu Schwierigkeiten. Die Ergebnisse ver-
schiedener Hersteller waren untereinander nicht ver-
gleichbar (1).

Dazu muR man sich vergegenwiartigen, daR es sich bei
den Immunglobulinen um empfindliche Makromolekiile
handelt, die zudem durch eine genetisch bedingte mole-
kulare Heterogenitit ausgezeichnet sind. Praparative Ma-
nipulationen, die zu einer Entfernung der Imnmunglobuline
aus ihrem natirlichen Milieu fihren, kénnen mit dem

* Verlust eines Teils der Immunglobuline oder mit einer Ver-

anderung der antigenen Eigenschaften der isolierten Mo-
lekiile verbunden sein. Die Folge ist, daR solche Praparate
bei der Reaktion mit den homologen Antiseren ein ande-
res Verhalten zeigen als normale Serumproben. Um diesen
Schwierigkeiten aus dem Weg zu gehen, wurden von
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der WHO Immunglobulin-Standards entwickelt,-die als
lyophilisierte Serumpools zur Verfligung stehen. In diesen
Standards wurde der Gehalt an immunglobulinen in In-
ternationalen Einheiten (1U) deklariert (2, 3). Ein weiterer
WHO-Standard besitzt einen in Internationalen Einheiten
deklarierten Gehalt an Komplementfaktor C3 (4). Diese
Praparationen sind, da sie nur in begrenzter Stiickzahl zur
Verfiigung stehen, als Primarstandards gedacht, an denen
die Anwender ihre eigenen Referenzpraparate einstellen
sollen.

Fiir die Zulassungs- und Chargenpriifungen von Testsera
und Testantigenen zur quantitativen Bestimmung von
IgG, IgA, IgM und Kompiementfaktor C3 wurde vom
Paul-Ehrlich-Institut ein Referenzpraparat hergestellt
und mit den entsprechenden WHO-Standards kalibriert.

Material und Methoden

Herstellung des Referenzpréparates (PEI-Ref.2)

Das fir die Herstellung notwendige Serumgemisch
wurde vom Hessischen Blutspendedienst in Frankfurt aus
Seren von 800 Spendern zusammengestellt. 1120 mi
Mischserum wurden zur Entfernung von Lipiden auf 456°C
erwirmt, mit 20 g/l Aerosil 380 (Degussa) versetzt, 4 Std.
bei 45°C geriihrt und anschlieRend 15 min bei 1700 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde unter standigem Riih-
ren mit 1 g/l Natriumazid (Merck), 0,1 g/I Natriumtimer-

fonat (Hochst), 80000 KIE/l Antagosan (Behring) als -

Proteinase-Inhibitor und 0,5 g/! EDTA (Merck) als Stabi-
lisator versetzt. Nach der Membranfiltration (0,22 pm)
wurde das Praparat in Portionen von 0,5 ml in Ampulien
verfillt und bei — 70°C eingefroren.

Kalibrierung

Die Einstellung des PEI-Ref.2 an WHO-Standards er-
folgte mittels RID auf Quantiplate Immundiffusionsplat-
ten (Biotest/Kallestad) und NOR-Partigen Platten (Beh-
ring). Dazu wurde verwendet:

1. WHO international reference preparation of six human
serum proteins mit einem Gehalt an C3 von 100 1U/ml,

2. Immunglobulin reference preparation 67/79 mit
einem. Gehalt von 96,2 IU/ml IgG, 95,3 IU/ml IgA und
96,2 IU/ml IgM.

Zur Erstellung von Dosis-Wirkungskurven wurden PEI-
Ref.2 und die beiden Standards jeweils in drei verschie-
denen Verdiinnungsstufen eingesetzt.

Messungen einzelner Verdiinnungsstufen wurden, je
nach Versuchsreihe, zwischen 12- und 18mal wiederholt
(vgl. Tab.2). Auf den RID-Platten wurden Proben von
5 ul aufgetragen. Nach den von den Herstellern vorge-
schriebenen Zeiten wurden die Durchmesser der Prazipi-
tationsringe mit Hilfe eines MeRprojektors (Behring) er-
mittelt.

Gehaltsbestimmung mit verschiedenen kommerziellen
Systemen

Zur Bestimmung der Immunglobuline und des Komple-
mentfaktors C3 in PEI-Ref.2 wurden die z.Z. wichtigsten
Verfahren herangezogen (Tab.1). Antiseren, Referenz-
praparate, Puffer und Gerate wurden nach den Hersteller-

Vorschriften verwendet. PEI-Ref.2 wurde in den ver-
schiedenen Systemen als Probe eingesetzt. Es wurden

jeweils 100 Einzelbestimmungen in 10 unabhéngigen
Serien durchgefihrt. Dabei wurden zwischen 5 und 10
verschiedene Antiserum-Chargen verwendet.

Tab.1

MeRprinzip Antiseren MeRgerit

Radiale EP combi RID (Immuno) MeRprojektor (Behring)
Immundiffusion NOR-Partigen (Behring) MeRprojektor (Behring)
(RID) Quantiplate (Kallestad/Biotest) MeRprojektor (Behring)

Turbidimetrie

aca Analytical Test Packs (Du Pont)A

aca lli (Du Pont)

Nephelometrie

LN Antiseren (Behring)

Anti-Human-Serum (ATAB/AHS)
LAS-R Antiseren (Hyland/Cooper)

Laser Nephelometer PDQ (Hyland)
Laser Nephelometer PDQ (Hyland)
Laser Nephelometer (Behring)

Kinetische

Nephelometrie Reagent (Beckman)

Quantimetric 2 (Kallestad)

Immunoglobulin/Complement C3

Immunochemistry Analyzer || (Beckman)

Immunochemistry Anélyzer Il (Beckman)

Fluoreszenzmessung

Festphase Ingelheim

FIAX Test Kits (IDT/Boehringer

FIAX Fluorometer (IDT)

Tab.2: Kalibrierung von PE|-Ref.2 an WHO-Standards

RID-Platten Serumprotein Gehalt (IU/ml) Anzahl der
: : Wiederholungsmessungen
pro Verdiinnungsstufe
NOR-Partigen 19G 130.,9 16
1gA 134,8 . 16
IgM 1200 .- 16
C3c 76,2 24
Quantiplate 19G " 1297 14
IgA 1284 12
lgM 1235 12
c3 80,8 28
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Fir jede einzelne Serie wurden die Mittelwerte errechnet.

"~ Aus den Mittelwerten der einzelnen Serien wurden die

gewogenen Mittelwerte X und die Standardabweichun-
gen S bestimmt.

Ergebnisse

Die Auswertung der bei der Kalibrierung von PEI-Ref.2
an den beiden WHO-Standards erhaltenen MeRergeb-
nisse erfolgte nach Empfehlungen der WHO (ber Dosis-
Wirkungs-Kurven mit 6 Punkten. Dazu wurden die MeB-
werte einer logarithmischen Transformation unterworfen.
Die statistische Giiltigkeit der Versuche wurde nach den
im Europaischen Arzneibuch vorgeschlagenen Methoden
Uberpriift (5).

Die Ergebnisse fiir PEl-Ref.2 sind in Tab. 2 zusammenge-
fakt. Gehaltsangaben fiir PEI-Ref.2 erfolgten aus-
schlieBlich in Internationalen Einheiten (1U/ml), da die
von der WHO vorgeschlagenen Faktoren fiir die Umrech-
nung in Gewichtseinheiten (mg/dl) mit Vorbehalt zu ver-
wenden sind (6) und sich zum Teil von den Umrech-
nungsfaktoren der verschiedenen Antiserum-Hersteller
unterscheiden.

Zur Absicherung der eigenen MeRwerte wurden einigen
Herstellern Ampullen von PEI-Ref.2 zur Gehaltsbestim-
mung Uberlassen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab. 3
zusammengefalt. Bis auf einen Wert fiir IgM stimmen die

ermittelten Konzentrationen gut mit den von uns gefun-
denen Werten uberein.

Die -Gehaltsbestimmungen mit verschiedenen kommer-
ziellen Systemen fihrten zu den in Tab.4 zusammenge-
faBten Ergebnissen. Die aus den verschiedenen Serien
errechneten gewogenen Mittelwerte wurden in mg/dl
angegeben.

Aus den Mittelwerten der einzelnen Serien wurden die
Standardabweichungen s errechnet und die Streuungs-
bereiche (X + 2 S) in Tab.4 angegeben. Mit Hilfe der von
den verschiedenen Herstellern verwendeten Umrech-
nungsfaktoren (vgl. Tab.6) wurden die Ergebnisse von
Tab.4 in IU/ml umgerechnet und in Tab.5 zusammenge-
fat.

Antiseren von Herstellern, die im Untersuchungszeitraum
weniger als 5 Chargen zur Freigabe einreichten, wurden
nicht berticksichtigt.

Diskussion

Das Referenzpraparat PEI-Ref.2 wurde im Paul-Ehrlich-
Institut fir die Zulassungs- und Chargenpriifungen von
Testseren und Testantigenen zur quantitativen Bestim-
mung von menschlichem 1gG, IgA, IgM und Komple-
mentfaktor C3 hergestellt. Fiir die Kalibrierung mit den
WHO-Standards wurde die Radiale Immundiffusion aus-
gewahlt, da die ,Immunglobulin reference preparation
67/97" nach der Rekonstitution eine so hohe Eigentrii-
bung aufweist, daR nephelometrische und turbidimetri-
sche Techniken nicht eingesetzt werden kénnen (7).

Tab. 3: Bestimmung des Immunglobulingeha-ltes von PEI-Ref. 2 durch verschiedene Hersteller

Methode Anzahl lgG IgA IgM
der Konzentr. VK Konzentr. VK Konzentr. VK
- Mes-
sungen mg IV % mg U % mg W %
- di ml di ml di ml
Beckman kinetische Nephelometrie 2x20 1065 132 2,3 206 145 2,2 103 122 29
Behring Lasernephelometrie 3x10 1203 138 4,0 244 145 46 117 135 6.1
Hyland Lasernephelometrie 21 1044 135 11,8 204 136 105 84 102 106
Orion Turbidimetrie keine
- Angaben 1110 138 -— 194 137 - 103 123 -

Tab. 4: Gehaltsbestimmung von PEI-Ref.2 mit verschiedenen kommerziellen Systemen, Angaben in mg/dl. x Hersteller bietet keinen
C3-Test an, + C3-Test konnte nicht beriicksichtigt werden, da im Untersuchungszeitraum weniger als 5 Chargen eingereicht wurden,
* Ergebnisse fir C3c-Fragment

- Antiseren IgG IgA lgvi C3 bzw. C3c
! X x+2$ X x%2S X x+28 % x2S
. EP combi RID (Immuno) 1206 1056-—1356 227 199-255 108 91,1-125 x x
) NOR Partigen (Behring) 1190 1051-1329 224 201-247 113 97,2-128 649° 555°'— 743"
Quantiplate (Kallestadt/ ]
Biotest) 1100 874-1326 219 182-256 999 834-116 949 778 —-112
aca Analytical Test Packs
} (Du Pont) 988 902-1074 201 174-228 93,0 68,2-118 x X
: Anti-Human-Seren ’
e (ATAB/AHS) 1095  863-1327 215 175-255 103  93,3-113 + +
i LAS-R Antiseren
. (Hyland/Looper) 1021 831-1211 214 167-261 101 90,9-111 988 842 —-113
i LN Antiseren (Behring) 1185  986-—-1384 232 191-273 117  88,1-145 727° 537°'- 917"
; Immunoglobulin/Complement C3 .
Reagent (Beckman) 1082 994-1170 206 184-228 105 - 93,2-117 886 770 —100
Quantimetric 2 (Kallestad) 1092 1018-1166 211 194-228 95,1 85,9-104 91,9 859 - 979
FIAX Test Kits (IDT/
Boehringer Ingelheim) 1165 997-1333 223 176-270 120 95,0-144 91,3 77,2 -105
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ji ] I 1 i . € Faktor fir die Umrech-
b.5: Gehaltshestimmung von PEI-Ref.2 mit verschiedenen kommerziellen Systemen, Angaben in u/mi. © t
:an in IU nicht bekannt. g Hersteller bietet keinen C3-Test an. + C3-Test konnte nicht beriicksichtigt werden, da im Untersuchungs-

zeitraum weniger als 5 Chargen eingereicht wurden

Antiseren 1gG L l_ghA igM Cc3 ;
X x+2S X x+2S X x+2S X x+2S ,
. U S - - ”
EP bi RID (Immuno 139 121 -156 135 118-152 124 105 —-144 x b4 %
Nogog‘ar:igen ((Behring)) 137 121 -153 133 120-147 130 112 -147 83,1 71,0— 95,1 f
iplate (Kallestad ’ i
gx;::;;;; el ! 127 101 -152 134 111-156 115 95,9-133 826 677- 974 :
Analytical Test Packs :
a(ngau PT)E:\:') e e 114 104 -124 123 106-139 107 78,4—-136 X “%
Anti-Human-Seren (ATAB/AHS) 126 99,3-153 131 107-156 118 107 -130 + +
LAS-R Antiseren (Hyland/
Cooper)mm (Hy 132 107 -—156 143 111-174 122 110 -134 o] o]
LN Antiseren (Behring) 136 113 -159 138 114-162 135 101 -167 93,1 68,7—117
Jmmunoglobulin/Complement C3
Reagen(g(Beckman) 134 123 —145 145 129-161 124 110 -138 QO 0 i
Quantimetric 2 (Kallestad) 126 117 -134 . 129 118-139 109 98,8—120 80,0 74,7— 852 g
FIAX Test Kits (IDT/
Boehringer Ing(elheim) 135 116 —155 136 107-165 138 109 -166 79,8 67,5— 91,8

Die Kalibrierung mit Hilfe von RID-Platten zweier Her-
steller erbrachte eine gute Ubereinstimmung der Konzen-
trationswerte, die durch die Messungen verschiedener
Hersteller bestatigt wurde.

i

190G 1gA IgM c3 i
Da fast alle Hersteller fiir ihre MeBmethoden Faktoren zur I(’:zs"(‘:’ s
Umrechnung in Internationalen Einheiten angeben (vgl.
Tab.6), kann man davon ausgehen, daB sie die von ihnen Beckman 0,124 0,704 1,18 ,
verwendeten Standards an den WHO-Standards oder
entsprechenden Substandards kalibriert haben. Trotz die- Boehringer
ser Tatsache zeigen die Ergebnisse von Tab.5, daR die  Ingelheim 0116 0,610 115 0.874
ermittelten Werte fiir PEI-Ref. 2 von Methode zu Methode . . .

. . R . , ,5 1, 1.2

mehr oder weniger von den Werten in Tab.2 abweichen. Behring 0115 0.595 15 8
Vermutlich sind hier neben den unterschiedlichen MeR- Hyland 0,129 0667 1,21 !
prinzipien auch Unterschiede in der Aviditat der verschie- |
denen Antiseren und Unterschiede in der Qualitdt der  ATAB 0115 0,610 1,15 0,874 i
verschiedenen Firmen-Referenzpraparate von. Bedeu- i
tung. Dies fiihrt dazu, daR fiir die verschiedenen Metho-  Kallestad 0.115 0,610 115 0.87 i
den mit unterschiedlichen Sollwerten fir PEI-Ref.2 gear- Immuno 0,115 0,595 115 - 8
beitet werden muR. Diese Befunde werden auch durch
Untersuchungen anderer Autoren bestétigt (8). Du Pont 0,115 0,610 1,15
Die Schwankungen der MeRergebnisse innerhalb einer
Methode, die sich in den s-Werten widerspiegeln, sind Schrifttum:

sicher zum Teil auf Schwankungen in der Aviditat der
Antiseren von Charge zu Charge zuriickzufiihren, aber
auch personenbezogene Faktoren bei der Testdurchfiih-
rung dirften von Bedeutung sein.

In einem Zeitraum von mehreren Jahren, in denen PEI-
Ref.2 standig bei Routineuntersuchungen eingesetzt

wurde, konnten keine Veranderungen der Aktivitat fest-

gestellt werden. Wegen seiner geringen Eigentriibung

war da_s Préparat auch bei nephelometrischen und turbi-
dimetrischen Techniken einsetzbar.

Aufbauend auf den guten Erfahrungen mit PEI-Ref.2
wurde in der Zwischenzeit eine weitere Charge PEI-Ref.3
nagh der gleichen Methode hergestellt. Sie wird ebenso
bei Zulassungs- und Chargenprifungen eingesetzt und
hat mittlerweile die &ltere Praparation abgelost.
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Steuerdienst fur den Arzt

Die fur den Arzt einschligigen Urteile finden Sie — nach Stichworten geordnet — in

dem Loseblattwerk von Obersteuerrat Robert Linden.

Das Werk enthilt u. a. die statistischen Kostensatze der Arzte aller Fachrichtungen so-
wie Testbdgen, die eine genaue Kostenanalyse der Praxis ermoglichen. Der Rationali-
sierung lhrer Praxis dient das ausfiihrliche ,ABC der abzugsfahigen Ausgaben bei der
Einkommensteuer”.

Hand aufs Herz
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Jahr fur Jahr viel Geld an das
Finanzamt?

Nehmen Sie alle legalen
Steuerminderungsmaog-
lichkeiten in Anspruch?

Stellen Sie rechtzeitig die
notwendigen Antrage?

Haben Sie Zeit und Gelegen-
heit, sich Uber lhre berufs-
spezifischen Steuerfragen
in den Steuerfachzeitschrif-
ten zu orientieren?

Verlassen Sie sich ganz auf
Ihren Berater?

Haben Sie schon einmal einen Praxiskostentest gemacht? :
Wissen Sie, ob Sie mehr oder weniger als Ihre vergleichbaren Kollegen verdienen?
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