Lab.med. 13: 167 —206 (1989)

‘KongreB fur Laboratoriumsmedizin, Frankfurt

« Abstracts der Posterprasentation vom Dienstag, dem 30. Mai 1989

7/

Schnellidentifizierung von Escherichia
coli aus Urinproben mit Fluorocult-
Brolacin-Agar

P. C. Déller, W. R. Heizmann und H. Werner
Abteilung fir Medizinische Mikrobiologie, Hygiene-Institut
Universitat Tabingen, SilcherstraBe 7, 7400 Tibingen

Durch Nachweis der B-Glucuronidase kann Escherichia coli
schnell und einfach identifiziert werden (1). 4-Methylumbellife-
ryl-B-D-Glucuronid (MUG) kann in geeignete Nahrmedien in-
korporiert werden und dient als Substrat fir die 8-Glucuronidase.
Die Spaltung des MUG fiihrt zu einem blau fluoreszierenden
Metaboliten, welcher unter einer langwelligen UV-Lampe sicht-
bar gemacht werden kann. Da E. coli zu den haufigsten Erregern
von Harnwegsinfektionen zahlt, haben wir 4853 Urinproben aus
der Routinediagnostik auf Fluorocult-Brolacin-Agar (Merck,
Darmstadt, FRG) untersucht. :

Die Auswertung der Platten erfolgte im normalen Raumlicht unter
einer UV-Lampe. Dabei zeigten Kolonien von $-Glucuronidase-
positiven Mikroorganismen blaue Fluoreszenz. Bei Nachweis
blauer Fluoreszenz solite zur Sicherung der Diagnose ein indol-
spottest eingesetzt werden (1). Durch Sduerung infolge Lactose-
abbau wurde die Fluoreszenzintensitat reduziert. Auftropfen von
1 N NaOH auf die Kolonien intensivierte diese jedoch wieder. Als
Referenzmethode fiir die Identifizierung der Enterobacteriaceae
bis zur Speziesebene diente Enterotube Il bzw. api 20E.

Fur die Identifizierung von E. coli aus Urinproben auf Fluorocult-
Brolacin-Agar ergaben sich folgende statistische Werte: Sensiti-
vitdt 70,8%; Spezifitdt 95,7%; positiver ,, Predictive Value” 98,2%;
negativer ,,Predictive Value” 49,8% und Effizienz 76,6%. Falsch-
positive Ergebnisse waren mit Morganella morganii, Klebsiella
oxytoca und Serratia liquefaciens zu verzeichnen, welche durch
Nachuntersuchungen jedoch nicht bestétigt werden konnten.
Fluoreszierende S.  liquefaciens-Isolate  wurden als
E. coli nachidentifiziert. Die 0.g. Werte sind hinsichtlich der Er-
gebnisse aus den Nachuntersuchungen nicht korrigiert,

Ca. 30% der Shigellen und Salmonellen zeigen ebenfalls eine
positive Fluoreszenz, sollten aber aufgrund ihrer niedrigen Inzi-
denz in Urinproben sowie ihrer Lactose- und Tryptophanase-
negativitat kein Problem [0,03 —0,06% falsche Identifizierungen
(1)] darstellen. in unseren Uritersuchungen waren Vertreter die-
ser beiden Gattungen nicht nachweisbar.

Fluorocult-Brolacin-Agar erlaubt eine zeit- und kostensparende
Identifizierung von E. coli direkt auf den Primarplatten. Obwohi
Fluorocult-Brolacin-Agar etwa doppelt so teuer ist wie CLED-
Agar, lagen die Materialkosteneinsparungen bei unseren Unter-
suchungen bei ca. 23%.
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Nachweis von Infektionen des Urogenital-
traktes durch Ureaplasma urealyticum
und Mycoplasma hominis

E. Jacobs, U. Goerendt und W. Bredt .
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene,
Universitat Freiburg, Hermann Herder-Str. 11, 7800 Freiburg

Die nicht gonorrhoeische Urethritis und Prostatitis wird in 10—
20% aller sogenannten ,abakteriellen” mannlichen Genitaler-
krankungen von U. urealyticum hervorgerufen. Isoliert wurden
U. urealyticum und M. hominis aus dem weiblichen Urogenital-
trakt als einziges nachgewiesenes pathogenes Agenz bei Salpin-
gitis, Endozervizitis, Kolpitis, post abortum Infektionen etc. (1).
Fir die Bewertung ist der Erregernachweis aber auch die Bestim-
mung der Keimzahl wichtig, da U. urealyticum und M. hominis als
fakultativ-pathogene Keime im Urogenitaltrakt vorhanden sein
kénnen. U. urealyticum Keimzahlen von > 10%/ml werden als
relevant angesehen (2).

Fir die Routinediagnostik ist ein Nachweissystem (Mycoscreen-
Kit, Mecconti GmbH, Bad Homburg) entwickelt worden, das
die nur in wenigen bakteriologischen Laboratorien zugangliche
Kultivierung und Differenzierung von Mycoplasmen des Uroge-
nitaltraktes vereinfacht. 30 Urethralabstriche und 330 Cervixab-
striche wurden mit der konventionellen Kultivierung nach She-
pard (3) und mit dem Myoscreen-Kit auf Mycoplasmen unter-
sucht. In 16 von 30 Urethralabstrichen wurden Mycoplasmen
nachgewiesen, wobei die Keimzahl in 8 Fallen > 10%/ml betrug.
In zwei von drei Féllen mit M. hominis-Nachweis lag eine Dop-
pelinfektion vor. Die Untersuchung der Cervix-Abstriche ergab
in 11 Fallen den Nachweis von >10% U. urealyticum und in
7 Féllen M. hominis. Auffallend war, daB in 29 bakteriologisch
nachgewiesenen Aminkolpitis-Infektionen 12 mit einer Besied-
lung von U. urealyticum und 6 mit M. hominis in hohen Keimzah-
len einhergingen. In 3 Féllen mit vorzeitigem Blasensprung und
Schwangerschaftsabbruch konnte als einziger Erreger U. urealy-
ticum nachgewiesen werden.

Die vergleichende Untersuchung erbrachte eine gute Uberein-
stimmung zwischen der konventionelien Methode und dem My-
coscreen-Kit.
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Eine kritische Betrachtung.

Nicht invasiver Nachweis von Campylo-
bacter pylori in Patienten mit Antrum
Gastritis mittels Isotop-ratio Massen-
spektrometrie -

F. Susanto, S. Humfeld und H. Reinauer

Abteilung fiir klinische Biochemie des Diabetes- Forschungs-
institutes an der Universitdt Disseldorf, Auf'm Hennekamp 65,
4000 Ddsseldorf 1

Es wird eine einfache und nicht-invasive Methode zum Nachweis
von Campylobacter pylori im Magen beschrieben. Campylobac-
ter pylori gilt als Erreger der chronischen Gastritis und spaitet
Harnstoff zu Ammoniak und CO,.

Eine erhdhte Ureaseaktivitat weist somit Campylobacter pylori bei
Patienten nach und kann durch den Einsatz von '>C-markiertem
Harnstoff mit einem Isotop Ratio-Massenspektrometer bestimmt
werden. In dieser Pilotstudie wurden insgesamt 11 gastrosko-
pierte Patienten, 6 Campylobacetr pylori negativ und 5 mit
Antrumgastritis untersicht. Die Patienten erhielten 2,5 mg/kg
KG '3C-Harnstoff peroral, 10 min nach einer standardisierten
Mabhlizeit. Unmiottelbar vor der Einnahme und dann in halbstiind-
lichen Abstinden wurden Atemluftproben gesammelt.
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Bei Campylobacter pylori positiven Patienten wurde eine signifi-
kante Erhéhung der '3C0O,/'2C0O,-Relation in der Atemluft fest-
gestellt. Der Anstieg war bereits nach 30 min nachweisbar und
erreichte seinen Maximalwert zwischen der 60. und 90. Minute.

Die Ergebnisse stimmten sowohl mit denen der endoskopischen
Biopsie, als auch mit den histologiscehn Untersuchungen {iber-
ein.

Die Prazision der '*CO,-Messung war kieiner als 0,5%.

Die beschriebene Methode ist nicht invasiv, sensitiv und zeigt
sehr gute Reproduzierbarkeit. Sie eignet sich fiir alle Patienten
mit Gastritis und besonders flr epidemiologische Studien der
Campylobacter pylori-Infektion.

Schrifttum:

GRAHAM, D. Y., KLEIN, P. D., EVANS Jr, D. J., EVANS, D. G., ALPERT, L. C,,
OPEKUM, A. R, BOUTTON, T. W.: Lancet 23, 1174 -1177 (1987).

Quantitative determination
of carbohydrates in breathing air

Ch. Antz, R. Roper and W. Kochen
University of Heidelberg, Children’s Hospital,
Central Laboratory

Free radicals of oxygen (reactive oxygen intermediates ROI) are
formed in all aerobic organisms under strict control of a complex
defence system against free radial reactions. The recognition of
a new group of disease entities (“free radical diseases”) may be
expected. The role of ROl in the pathogenesis of diseases is often
speculative due to a lack of experimental laboratory data. Besides
the possible determination of malondialdehyde there are no
methods available to applicate in human clinical diagnostics. The
quantitative analysis of exhaled carbohydrates (CH) as fragmen-
tation products of peroxidized polyunsaturated fatty acids offers
a new aspect of methodology especially in respect of specificity
and the non-invasive application. In spite of the high standard in
environmental gas-analysis there are specific problems to analyze
breathing air due to interferences by CO, and water vapor.

We developped a new concept of analytical methodology: Pre-
concentration of the HC (ppc-ppt range in breath) by repeated
cryo-focusing under “steady state conditions” without any puri-
fication steps. Sampling and storage of breath air is performed in
special SS-bottles. The gaschromatographic analysis is based
upon a new megabore capillary column. The principle of the
CH analysis is demonstrated and first results from patients with
different diseases are reported. The method also includes the
analysis of higher molecular compounds. Thus the exhalation of
accumulated pollutants may be detected.
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Dot-Blot auf Immobilon™ zum Nach-
weis von Zytomegalievirus (HCMV) in
Patientenurin — ein alternatives Verfahren
zur konventionellen Virusanzucht

R. Thiele, W. Braun, A. Hamann und H. W. Doerr
Univ.-Klinikum, Zentrum der Hygiene, Abt. Virologie,
6000 Frankfurt/M.

Zytomegalievirus (HCMV)-Infektionen stellen beim immunsup-
primierten Patienten eine hdufige und zunehmend gefiirchtete
Komplikation dar. Die serologische Diagnose versagt hier haufig.
Alternativ dazu bietet sich der Erregernachweis an, da das Virus
beim akut Infizierten regelmaRig in Kérperflissigkeiten (z.B.
Urin) erscheint. Der konventionelle Erregernachweis ist tech-
nisch schwierig (Zellkultur-gebunden), stellt hohe Anforderun-
gen an die Probenqualitat und bleibt daher versierten Laborato-
rien vorbehalten. Anders als bei HSV hat sich der Antigennach-
weis mit Enzym-Immunoassays bei HCMV bisher nicht bewihrt.
Wir haben ein hochempfindliches und hochspezifisches dot-
plot-Verfahren zum Nachweis von HCMV in Patientenurin ent-
wickelt und mit dem konventionellen Zellkulturverfahren vergli-
chen. Das SDS-denaturierte Virusantigen wird auf einer PVDF-
Membran (Immobilon™) immobilisiert. Ein monoklonaler Anti-
koérper gegen HCMV-Strukturproteine bindet an das Antigen.
Diese spezifische Bindung wird auf der Membran nach Biotin/
Steptavidin-Amplifikation enzymatisch als blauer Fleck sichtbar
gemacht. Die Nachweisgrenze liegt bei einer Antigenmenge, die
im Infektionstest ca. 50 PFU ( = infekti6se Viren) entspricht. 217
Urine von Patienten mit Verdacht auf floride Zytomegalie wurden
mit dem neuen Verfahren getestet und die Resultate mit denen
der konventionellen Virusanzucht verglichen. Dabei zeigte das
enzymatische Verfahren vergleichbare Sensitivitat bei wesentlich
verbesserter Praktikabilitdt gegeniliber der Anzucht in der Zellkul-
tur. .

Adenovirusinfektionen — Klinische
Bedeutung und Diagnostik

W. Schoenemann
Hygiene-Institut des Ruhrgebiets, Gelsenkirchen

Adenoviren sind als Ursache von Erkrankungen des Respirations-
traktes weit verbreitet. Ob sie dariiber hinaus auch fir Durchfall-
erkrankungen verantwortlich gemacht werden konnen, war lange
Zeit umstritten, weil sie auch nach einem respiratorischen Infekt
iber den Darm ausgeschieden werden. Fiir Adenoviren der
Typen 40 und 41 ist heute jedoch ein Zusammenhang zur akuten
Gastroenteritis gesichert. Sie sind sogar nach den Rotaviren die
zweithaufigste Ursache dieses Krankheitssyndroms.

In einer klinischen Studie mit Kleinkindern wurden aus 418 rota-
virus-negativen Stuhlproben 45mal (10,8%) Adenoviren nach-
gewiesen, davon gehodrten 13 zu den Typen 40 und 41. 85% der
Kinder mit Adenoviren 40/41 erkrankten im ersten Lebensjahr.
Gastroenteritiden wurden fast ausschlieBlich bei Adenoviren 40/
41 beobachtet, respiratorische Infekte waren dagegen bei allen
Typen gleich hdufig. Lagen gleichzeitig ein respiratorischer Infekt
und eine Durchfallerkrankung vor, wurden die Enteritiden ledig-
lich als Begleitenteritis eingestuft. 74% der Kinder wurden statio-
nér behandelt.

Ein oft schwerer Verlauf von Adenovirusinfektionen, die Abgren-
zung gegeniiber anderen Krankheitserregern und das Interesse an
epidemiologischen Zusammenhangen erfordern eine spezifische
Laboratoriumsdiagnostik. Hierbei kommt den Verfahren des Vi-
rusnachweises gegentiiber der unbefriedigenden Serologie die
gréRBere Bedeutung zu. Die Virusanziichtung in der Zellkultur
verfugt Gber eine hohe Sensitivitat und Spezifitat. Sie fuhrtinner-
halb relativ kurzer Zeit (ca. 1 Woche) zu einem Ergebnis und
erlaubt auRerdem eine Typen-Differenzierung. Die Antigen-
Nachweise mit Hilfe immunologischer Verfahren (Latex-Aggluti-
nation, ELISA) sind wesentlich schneller (20 min bzw. 2 Std.),




aber nicht so empfindlich, und erfassen meist nur Adenoviren
40/41. Sie eignen sich als Zellkultur-Bestatigungstest fir alle
Adenovirustypen, was zu einer Verkiirzung des Virusnachweises
um mehrere Tage fiihrt. Die Adenoviren 40/41 lassen sich so
innerhalb von ein bis drei Tagen nachweisen.

Wer nur an den Typen 40/41 interessiert ist, erzielt mit ELISA

oder Latpx-Agglutination gute Resultate. Wer auch nach anderen
Adenovirustypen als Ursache von respiratorischen Infekten und
Durchfallerkrankungen sucht, solite den Virusnachweis in der

Zellkultur mit einem immunologischen Verfahren als Bestéti--

gungstest wahlen.

Vergleich einer Typ- und Subtyp-spezifi-
schen Immunantwort nach Influenza
A- und B-Infektionen

G. Déller und H.-J. Gerth
Abt. f. Med. Virologie, Hygiene-Institut, SilcherstraBe 7,
7400 Tibingen

Zur Ergdnzung der laboriiblichen Methoden fiir die Serodiagnose
der Influenza insbesondere der Komplementbindungsreaktion
(KBR) und neuerdings Enzymimmunoassay (EIA), haben wir
kirzlich die Moglichkeiten eines Immunfluoreszenztests (IFTE, 1)
exploriert. Dieser Test reagiert subtyp-spezifisch und erlaubt die
Bestimmung der Immunglobulinklassen-spezifischen Immun-
antwort. Die in diesen wie mit anderen Tests gemessenen Immu-
nantworten zeigen grofe individuelle Schwankungen (2). Ob-
wohl der Test einfach durchzufiihren ist, 1aBt er sich derzeit nicht
automatisieren. Da alle hier erwdhnten Tests auf verschiedenen
Prinzipien beruhen und bestimmte Vorteile aufweisen, ermittelten
wir die diagnostische Wertigkeit der Tests mit 122 Seren von 57
Patienten nach Influenza A- und mit 114 Seren von 57 Patienten
nach Influenza B-Infektion. Bei diesen Untersuchungen zeigten
die Seren von 29 Influenza A-Patienten (50,9%) in der KBR
entweder keinen oder einen Titeranstieg auf nur 20 oder 40.
Bei Vorhandensein von nur einer Serumprobe ware die kurzlich
stattgefundene Infektion nicht erkannt worden. Mit dem IFTE
hingegen ware die Infektion nach den von uns angesetzten Gren-
zwerten (3) in 17,5% (10 Patienten) und mit dem EIA in 28%
(15 Patienten) nicht erkannt worden. Fir Influenza B sind die

Ergebnisse der KBR und des ElAs bei einer Einzelserumdiagnose

besser: 17,5% (10 Patienten) zeigten Titeranstiege auf nur 20
oder 40 in der KBR, mit dem IFTE waére die Infektion-bei 8,8% (5
Patienten) und mit dem EIA bei 5,3% (3 Patienten) bei einer
Einzelserumdiagnostik nicht erkannt worden. Die Korrelations-
koeffizienten von KBR, EIA und IFTE variieren von 0,5-0,77.
Bessere Korrelationen wurden zwischen IgG-IFTE und Hamag-
glutinationshemmtest gefunden: Influenza A/H3N2, r = 0,88;
Influenza B, r = 0,81; Influenza A/H1N1 jedoch nur 0,63. Dies
bestétigt die Ergebnisse anderer Autoren (4).
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IgM-Antikorpernachweis gegen
Coxsackie-B-Viren mit einer
modifizierten Western-Blot-Technik

M. R. Zuniga, W. Braun, J. Reichardt, M. Roggendorf
und H. W. Doerr

Univ.-Klinikum, Zentrum der Hygiene, Abt. Virologie,
Frankfurt

In dem vorliegenden Beitrag wird ein modifiziertes Western-Blot-
Verfahren zur Bestimmung von CBV (Coxsackie-B-Viren)-spe-

zifischen IgM-Antikorpern vorgestellt. Im Gegensatz zu den gén-
gigen Immunoblot-Techniken wird hierzu das Antigen in der
PhastSystem Unit™ — einer automatisierten Elektrophoreseap-
paratur — elektrophoretisch aufbereitet. Mittels eines in unserem
Labor entwickelten Diffusionsblot wird dann das Antigen auf
eine immobilisierende Matrix (bertragen. AnschlieRend erfolgt
der Antikérpernachweis unter Verwendung von Biotin-Avidin
amplifizierten Reaktionen.

Indieser Arbeit wird eine qualitative Bewertung der Typenspezifi-
tat der Antikérperbestimmung gegen drei verschiedene Seroty-
pen (CBV1, CBV2 und CBV4) in 51 Patientenseren mit Verdacht
auf eine akute Enterovirusinfektion vorgenommen, um die
Leistungsfahigkeit des Tests abzuschitzen.

Serologische Diagnostik und Differen-
zierung von HSV-1- und HSV-2-
Virusinfektionen mittels Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) und
Western Blot.

J. Eibner, G. Bauer und H. W. Doerr
Zentrum der Hygiene, Abt. Med. Virologie, Univ.-Klinikum,
6000 Frankfurt/M.

Die Differenzierung zwischen HSV-1- und HSV-2-Antikérpern
im Serum ist wegen der hohen Kreuzreaktivitat der beiden Viren
oft schwierig. Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA)
zeigen oft falsch-positive Kreuzreaktionen. Wird der ELISA je-
doch durch einen Western Blot ergédnzt, lassen sich spezifische
Aussagen tiber HSV-1- und HSV-2-Antikorper im Patientense-
rum machen. In einem von uns modifizierten ELISA- und We-
stern-Blot-Verfahren wurden 3 verschiedene Patientenkollektive
getestet. Nach Koppelung von Virusantigen auf 96-Lochplatten
(Nunc), werden die Seren appliziert. Sind Antikérper im Serum
enthalten, bildet sich eine spezifische Bindung aus, die nach
Biotin/Streptavidin-Amplifikation sichtbar gemacht wird. Beim
Western-Blot wird das elektrophoretisch aufgetrennte Antigen
auf eine PVDF-Membran (Immobilion™) Gbertragen und mit
Patientenseren inkubiert. Die spezifische Antigen-Antikorper-
bindung weist nach Visualisierung mit Biotin/Streptavidin-Per-
oxidase je nach Virus ein spezifisches Bandenmuster auf. Die
Diagnose einer bereits bestehenden, jedoch latenten HSV-2-
Infektion ermoglicht die Prophylaxe des im Neugeborenenalter
vorkommenden Herpes neonatorum in gynakologisch-geburts-
hilflichen Bereichen.
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Referenzbereiche fiir LH und FSH im
LHRH-Test bei Kindern verschiedener
Pubertatsstadien, erstellt mit einem
monoklonalen immunodradiometrischen
Assay

C.-J. Partsch, R. Himmelink und W. G. Sippell

Pédiatrische Endokrinologie, Abt. Allgemeine Pédiatrie,
Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

Die péadiatrisch-endokrinologische Diagnostik bei- Stérungen
von Wachstum und Pubertitsentwicklung bei Kindern beinhaltet
in den meisten Fillen die Bestimmung von LH und FSH im
Plasma vor und nach Stiinulation mit intravends verabreichtem
synthetischen LHRH (1, 2). Die fiir die Interpretation der Tester-
gebnissse unerlaRlichen Referenzbereiche fiir die einzelnen Pu-
bertstsstadien (P1 bis P5) sind fiir RIAs mit polyklonalen Anti-
korpern bereits bekannt (1). Fiir die Erstellung von Referenzbe-
reichen fiir einen neu entwickelten IRMA mit 2 monoklonalen
Antikérpern (LH und FSH MAIA Clone®, Serono Diagnostika,
Freiburg) wurden die Plasmaproben von insgesamt 87 M’adcr.\en
und 105 Jungen, davon 61 bzw. 66 nach LHRH-Stimulation
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(60 pg/m? KOF i.v.), verwendet. Alle Kinder hatten sich als endo-
krinologisch gesund erwiesen und wurden nach Pubertétssta-
dien in Gruppen eingeteilt. Die Intra- und Interassay-Variation-
skoeffizienten lagen zwischen 4 und 6% bzw. bei 6% fiir LH und
zwischen 1 und 2.8% bzw. bei 4,4% fir FSH. Der Vergleich
zwischen RIA und IRMA zeigte deutlich niedrigere Werte fiir den
IRMA fiir LH (y = 0,73 x -0,28,r = 0,916, n = 100), wahrend
die FSH-Werte sehr gut iibereinstimmten (y = 1,03 x +0,34,
r = 0,980, n = 56). Der IRMA ergab kontinuierlich ansteigende
basale und stim. LH-Werte (Median) im Verlauf der Pubertat bei
beiden Geschlechtern (Médchen basal P1 bis P5 von 0,3 bis
3,9 mlU/mi ansteigend, stim. von 2,1 bis 17,1 miU/ml; Jungen
basal P1 bis PS von < 0,3 bis 1,8 mlU/ml ansteigend, stim. von
3,6 bis 17,6 miU/ml). Signifikant hohere stim. Werte bei Jungen
als bei Madchen fanden sich bei unmittelbar prapubertéren Kin-
dern (> 9 Jahrem p < 0,05). Fir FSH sind die Referenzbereiche
vom RIA gut auf den IRMA Ubertragbar. Madchen zeigten in
allen Reifestadien héhere FSH-Werte als Jungen (signifikant bei
P2 — P4 fiir stimulierte Werte).

Zusammenfassend zeigte sich die Notwendigkeit zur Erstellung
neuer Referenzbereiche fiir LH, daim IRMA wesentlich niedrigere
Werte gefunden wurden. Die Entwicklung der Gonadotropine im
Plasma im Verlaufe der Pubertét ist im IRMA im Prinzip der im
RIA sehr dhnlich.

Schrifttum:
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Ein HPLC-Analysensystem mit Nach-
saulenderivatisierung zur vollautoma-
tischen Bestimmung der Vanillinmandel-
saure im Urin

B. Wilmers®, K.-S. Boos' und R. Sauerbrey?

' Laboratorium fiir Biologische Chemie,

Universitat Paderborn, 4790 Paderborn, Postfach 1621
2 E. Merck, 6100 Darmstadt, Postfach 4119

Die Vanillinmandelsdure (VMA, 4-Hydroxy-3-methoxymandel-
sdure) ist der Hauptmetabolit der Catecholamine Noradrenalin
und Adrenalin im peripheren, vegetativen Nervensystem. lhre
Quantifizierung im klinisch-chemischen Labor dient der Diffe-
renzialdiagnose bei Hypertonie und wird als Indiz fiir Catechol-
amin-produzierende Tumoren (Phdochromozytom, Neuro-
blastom) herangezogen (1).

Neben der photometrischen Bestimmung der VMA nach Pisano
(2) finden heute Verfahren der Diinnschichtchromatographie,
der Gaschromatographie und der Hochleistungsfliissigchroma-
tographie verstérkt Einsatz. Als praktikable und leistungsfahige
Quantifizierungsmethoden haben sich in der Praxis HPLC-Ver-
fahren herauskristallisiert, die in der Mehrzahl, analog der anderen
chromatographischen und photometrischen Methoden, eine ex-.
terne und manuelle Probenaufarbeitung durch fliissig-flissig-
oder fliissig- Festphasenextraktion voraussetzen. In den bislang
publizierten, automatisierten HPLC-Analysenverfahren werden
zur Extraktion der Vanillinmandelsdure aus der Urinmatrix Anio-
nenaustauscher (3) oder RP-Phasen (4) auf Kieselgelbasis ein-
gesetzt. Die Detektion der Vanillinmandelsdure erfolgt mittels
UV-, Fluoreszenz- oder elektrochemischer Detektoren, wobei
letztere nur bedingt fir die Routineanalytik geeignet sind.

In dieser Arbeit wird ein vollautomatisches HPLC-Analysen-
system mit Nachs3ulenderivatisierung zur Quantifizierung der
Vanillinmandelsaure vorgestellt, welches von der Injektion der
auf pH 3,0 eingesteliten Urinproben weder eine manuelle Proben-
aufarbeitung noch ein Verdliinnen der Proben erfordert. Die
systeminterne, ,,on-line”-Probenaufarbeitung erfolgt in einer
selbstpraparierten Vorsaule, die mit einem spherischen, mecha-
nisch und chemisch stabilen, C-18-modifizierten Polyol-Copo-
lymer gepackt ist. Unter alkalischen Pufferbedingungen (pH 8,5)
bricht die Vanillinmandelsdure nach erfolgter Urininjektion auf
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der Vorsaule durch (k' = 0,8; ..front-cut”) und wird Gber eine
Siulenschaltung ,.on-line” auf eine analytische Saule (LiChro-
spher, RP-Select B, 5 ym, 250 x 4 mm 1.D.) transferiert. Neutrale
und basische Matrixkonstituenten werden auf der Vorsaule rete-
niert und (ber eine Riickspilung (,back flush”) in den Abfall
eluiert. Die Trennung der Vanillinmandelséaure auf der analyti-
schen Saule erfolgt unter isokratischen, ionenpaarchromatogra-
phischen Bedingungen (5 mM Tetrabutylammoniumhydrogen-
sulfat). In dem der analytischen Saule nachgeschalteten Reak-
tionssystem zur Nachsaulenderivatisierung wird die Vanillinman-
delsdure bei 60°C unter der Wirkung des Oxidationsmittels
Natriumperjodat (20 mM) oxidativ zum stark UV-aktiven Vanillin
decarboxyliert. Die Detektion des gebildeten Vanillins erfolgt, im
Gegensatz zur photometrischen Bestimmung nach Pisano, im
Absorptionsmaximum bei 345 nm. Das vorgestelite HPLC-Ana-
lysensystem zeichnet sich durch seine systeminterne, selektive
Probenaufarbeitung, seine Stabilitat und Prazision, die quantita-
tive Wiederfindung des Analyten (vgl. Tabelle), die selektive De-
tektion, den breiten linearen Mef3bereich (von 0,5 bis 100 nmol/
ml), seine Nachweisgrenze (150 pmol/ml) und durch seine
Routinetauglichkeit aus.

Tabelle: Wiederfindung und Préazision des vollautomatischen
HPLC-Analysensystems zur Quantifizierung der VMA im Urin

Probe Wieder- Variations- .
findung koeffizienten (%)
(%)
x c Konzentrations- Retentions-
bestimmung zeit
Serie Tag/ Serie Tag/
(n=15) Tag Tag
(n=7)
Standard 99,3 2,8 1,8 43 0.8 4.8
Urin 984 46 44 - 0.6 -

x: Mittelwert; o: Standardabweichung

Schrifttum:

1. KRSTULOVIC, A. M., ZAKARIA, M., LOHSE, L., BERTANI-DZIEDIC: J. Chroma-
togr. 186, 733 (1979). )
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Die Anwendung des Bio-Rad-HPLC-
Verfahrens zur Bestimmung von
4-Hxdroxy-3-Methoxy-Mandelséaure
(Vanillinmandelsaure) im Urin

als Routinediagnostik

M. Oppitz und J. Hilgenfeldt
Zentrallaboratorium am Klinikum der BfA, Bad Kissingen

Die Inzidenz von Phiochromozytomen unter Hypertonikern be-
tragt It. Literaturangaben 0,5% (1), einzelnen Autoren zufolge ist
diese Zah! wesentlich kleiner (2). Jedoch miissen beim Auftreten
der Symptomentrias Kopfschmerz, Palpitationen und Hyperhi-
drosis bei bestehender Hypertonie weiterfihrende Untersuchun-
gen zum Ausschluf eines Phaochromozytoms durchgefiihrt wer-
den. Der erste diagnostische Schritt zur Abklarung ist die Mes-
sung der 4-Hydroxy-3-Methoxy-Mandelsaure (Vanillinmandel-
sdure), die wegen ihrer relativ hohen Harnkonzentrationen chne
groRere Schwierigkeiten me- und quantifizierbar ist. Altere Be-
stimmungsmethoden waren langwierig, umstandlich durchzu-
fihren und technisch aufwendig. Wegen mangelnder Spezifitat
der Verfahren wurden damit bis zu 30% der pathologischen Pro-
ben als innerhalb des Normbereichs liegend ermittelt (3). Der
neue HPLC-Test (Bio-Rad, Minchen) ist hochspezifisch. Im
Hinblick auf seine Verwendbarkeit im Kliniklabor wurde das Ver-
fahren auf Prézision und Zeitaufwand untersucht. Die Proben-
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vorbereitungszeit einer MeRreihe dauerte ca. 75 min, eine hoch-
druckflissigkeitschromatographische Analyse nahm ca. 6 min in

- Anspruch. Die Evaluation fir die Prazision in der Serie einen VK

von 4,2% im niedrigen, 2,4% im mittleren und 0,9% im erhéhten
Bereich. Im Vergleich von Tag zu Tag lag der VK fiir die Normwerte
bei 5%. Der dynamische Arbeitsbereich verlief von 1—40 mg/|

" linear. Der Vergleich mit einer Routinemethode (Photometrischer

Séulentest, Bio-Rad, Miinchen) ergab eine gute Korrelation zwi-
schen den Wertepaaren (r = 0,97, f(x) = 0,97 + 0,07, Sxy =

0,79). Bei im Vergleich zum Saulentest hoherer Prizision und -

ggringerem Arbeitsaufwand, erwies sich das Verfahren fiir den
taglichen Einsatz im Routinelabor als gut geeignet.

Schrittum:

1. HICKLER, R. B., THORN, G. W.: Principles of Internal Medicine (Hrsg.: HARRI-
SON, T.), McGraw Hill 1966.

2. SCHOFER, J.: Med. Klin. 83, 841 —843 (1988).

3. GITLOW, S. E., MENDLOWITZ, M., BERTONI, L. M.: The Am. J. of Cardiology 26,
270-279 (1970).
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Ein neues Konzept zur radioimmuno-
logischen Bestimmung (RIA)

des Noradrenalins und Adrenalins sowie
des Normetanephrins und Metanephrins

B. Manz und K. Pollow
Abteilung fiir Experimentelle Endokrinologie,
Johannes Gutenberg Universitat, Mainz

Die Bestimmung des Noradrenalins (NA) und des Adrenalins (A)
wird im Routinelabor entweder fluorometrisch, radioenzymatisch
oder durch HPLC-Chromatographie mit elektrochemischer De-
tektion durchgefihrt. Diese Methoden sind entweder stéranfallig
und/oder zeitaufwendig. Im Folgenden werden radioimmunolo-
gische Methoden beschrieben, die eine sehr einfache und daher
gut reproduzierbare Probenvorbereitung mit der Spezifitdt und
hohen Empfindlichkeit des RIAs verbinden. Bestimmt werden
nicht das Noradrenalin und Adrenalin, sondern ihre Derivate

N-Acetylnormetanephrin und N-Acetylmetanephrin. Die Pro-

benvorbereitung fiir beide Parameter erfolgt in einem Polyethy-
lenzentrifugenrohrchen, beschickt mit 50 pl eines m-Aminobo-
ronsauregels. Die Katecholamine binden bei pH 8,5 ‘quantitativ
an dieses Gel, die Metanephrine werden beim nachfolgenden
Waschschritt entfernt. AnschlieBend werden durch Zugabe von
Sorbitol-HCI die Katecholamine freigesetzt und durch 90minii-
tige Inkubation mit Catechol-o-methyltransferase/S-Adenosyl-
methionin p-toluenesulfonat zu Normetanephrin (NMN) und
Metanephrin (MN) umgewandelt. Die enzymatische Reaktion
wird durch Zugabe einer die Aminogruppen vollstandig acetylie-
renden Lésung von Acetanhydrid in Aceton (1) gestoppt. Die so
erhaltenen Derivate werden in spezifischen RlAs fiir NMN (2)
und MN bestimmt.

Die verwendeten Antikdrper sind hochspezifisch fir N-Acylnor-
metanephrin bzw. N-Acylmetanephrin. Die analogen '2%1-Bol-
ton-Hunter-Konjugate des NMN und MN dienen als Tracer. Die
Trennung von gebundenem und freiem Tracer erfolgtim Doppel-
antikorper-Vertahren. Die Nachweisgrenzen fiir NA liegen bei

-1 pg/Roéhrchen, fir Abei 5 pg. Es werden 100 pl Urin zur Bestim-

mung von NA und A, 1 mi Plasma zur Bestimmung des NAs
benétigt. Die Metabolite NMN bzw. MN lassen sich in den glei-
chen RIA-Ansatzen bei entsprechender Verdiinnung der Urin-
probe (die Acetylierung stellt dabei den Verdiinnungsschritt dar)
direkt bestimmen.

Schrfttum:

ienhe R,

1. MANZ, B et al.: Direkte radioi logi g des S ins in
len und pathologischen Seren. Arztil. Lab. 32, 135140 (1986).

2. MANZ, B.etal.: S g for pheoch oma by direct radioi y of

uninary phrine. Acta Endocrinol. Suppl. 287, 245 (1988).

Heterogenitat des hCG in der
Schwangerschaft und bei Tumoren

J. S. E. Dericks-Tan und H.-D. Taubert
Abt. fiir Gyn. Endokrinologie, ZFG, J. W. Goethe Universitit,
6000 Frankfurt

Der Anteil der hCGB-Sekretion im Verhiltnis zum biologisch-
aktiven holo-hCG ist in der Schwangerschaft sehr gering, wih-
rend diese Ratio bei pathologischen Zustinden hoher ist a-
4). Wir untersuchen die hCG-Aktivititen nicht nur hinsichtlich
quantitativer, sondern auch qualitativer Unterschiede in der
Schwangerschaft und bei Patienten mit Chorionkarzinom
(ChCA) bzw. Hodenteratom, und zwar mit Hilfe von 2 unter-
schiedlichen immunometrischen Methoden und der Gelfiltration
(Sephadex-G100). Die erste Methode erfat nur das holo-hCG
(hCGaB), wahrend die zweite sowohl das holo-hCG als auch
seine B-Untereinheit (hCGaf+hCGp) mift.

In der Schwangerschaft unterscheidet sich der Spiegel von
hCGap nicht signifikant von hCGaf + hCGp. Beim Chorionkarzi-
nom dagegen sind die hCGaf + hCGp-Spiegel eindeutig héher
als die des hCGaf (p <0,001). Die qualitative Analyse nach
Gelfiltration der Serumproben von Schwangeren und des Patien-
ten mit Hodenteratom zeigte ein gleiches Elutionsprofil, wenn
die Fraktionen mit beiden Methoden gemessen wurden. Im Ge-
gensatz hierzu wurde in den Fraktionen nach Gelfiltration der
ChCA-Seren ein unterschiedliches Elutionsprofil der hCG-Akti-
vitdt gefunden, wenn die Fraktionen mit beiden Immunoassays
gemessen wurden. Das Maximum der hCGaf-Aktivitat in den
Chromatogrammen der ChCA-Seren ist vergleichbar mit denen
in der Schwangerschaft bzw. beim Hodenteratom. Die
hCGap + hCGB-Aktivitat dagegen wurde in verschiedenen Frak-
tionen gefunden, die sich ber einen groRen Bereich erstrecken
und nicht nurdem hCGap und hCGp zugeordnet werden kénnen.
Maglicherweise handelt es sich um groRere bis kleinere Molekiile
mit hCG-ahnlicher immunologischer Aktivitat. Es kann gefolgert
werden, daR sich die héheren hCGafl +hCGp-Aktivitaten im Se-
rum von Patientinnen mit ChCA nicht mit einem hoheren hCGg-
Anteil erklaren lassen, sondern vermutlich mit anderen hCG-
immunaktiven Substanzen mit unterschiedlichen Zuckeranteilen
begriindet werden kénnen.

¢ -
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Automatische Bestuckung von
Objekttragern mit Biochips: Eine neue
Technologie fur die indirekte
Immunfluoreszenz

W. Stécker, E. Horbach, W. Slenczka®, J. Schaper,

Kristin Béttger und Claudia Herrmann

Klinik fiir Innere Medizin der Medizinischen Universitat Liibeck;
' Institut fiir Virologie der Universitat Marburg;

EUROIMMUN Libeck

Fir die Immunfluoreszenz-Diagnostik von Autoimmun- und In-
fektionserkrankungen steht eine rationelle Methode zur Verfi-
gung [Acta histochem. Jena 31, Suppl., 269—281 (1985)], bei
der die antigenhaltigen Substrate (Gewebeschnitte, Zellrasen
oder Zellausstriche) nicht direkt auf Objekttrager gebracht wer-
den, sondern zunichst auf Kunststoff-Folien oder auf Deckgléser.
Diese werden dann manuell in Fragmente von etwa 2 mm x 2 mm
unterteilt (BIOCHIPS). Die Fragmente werden anschlieBend auf
Reaktionsfelder besonders konfigurierter Objekttrager geklebt —
je Reaktionsfeld ein Fragment, bei Bedarf aber auch mehrere
Fragmente mit unterschiedlichen Substraten nebenelna_znder
(BIOCHIP-MOSAIC). Zur Herstellung und Weiterverarbeitung

Lab.med. 13: 171 (1989) 1
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der BIOCHIPS wurde nun ein Handhabungssystem entwickelt,
bei dem das Fragmentieren der Deckgléser elektronisch gesteuert
wird und die BIOCHIPS automatisch aufgekiebt werden:

Gewebeschnitte fir die Autoantikérper-Diagnostik wurden auf
Deckgléser aufgebracht und mit Hilfe einer Fernsehkamera auf
einem Bildschirm dargestelit. Ein Rastergitter wurde eingeblen-
det und von einer Bedienperson so iber die einzelnen Gewebe-
schnitte gelegt, daB sich eine optimale Untergliederung in jeweils
mehrere virtuelle Gewebeschnitt-Fragmente ergab. Dann wur-
den die Deckglaser entlang der vorgegebenen Rasterlinien auto-
matisch geritzt und zerteilt. Nur Fragmente mit relevanten Gewe-
bebezirken wurden weiterverwendet, die Gbrigen wurden auto-
matisch ausgesondert. Fiir den Transfer der Fragmente auf die
Objekttrager wurde eine Palettiervorrichtung konstruiert, mit der
die ausgewihiten, einwandfreien Fragmente zielgenau und re-
produzierbar auf Reaktionsfelder geklebt wurden: Sie bestand
aus einem Vorlagetisch flir die vorbereiteten Fragmente, einer
Transfereinheit und einem Positioniertisch zur Aufnahme der Ob-
jekttrager. Diese wurden nach jedem Bestilickungsvorgang um
jeweils ein Reaktionsfeld verschoben.

Praparate fiir die Infektions-Serologie: Vero-Zellen wurden mit
verschiedenen Viren infiziert und auf Deckglaser aufgetragen.
Sobald sie angewachsen waren und ausreichende Mengen Vi-
rus-Antigene exprimiert hatten, wurden sie fixiert und getrocknet.
In Suspension wachsende HIV-infizierte H-9-Zellen, Bakterien
und Parasiten (Treponema pallidum, Borrelia burgdorferi, Taxo-
plasma gondii) wurden groBflachig ausgestrichen und ebenfalls
fixiert und getrocknet. Fragmentieren und Palettieren wie oben.
Die Zellen zeigten eine besonders gleichmaRige Verteilung, da
sie einem Zellrasen entnommen waren und nicht auf die Reak-
tionsfelder der Objekttrager getropft zu werden brauchten.

Die beschriebenen Techniken erlauben eine breite Anwendung
von BIOCHIPS. Sie ermoglichen eine Miniaturisierung und Stan-
dardisierung histochemischer und cytochemischer Analysen. Die
BIOCHIP-Technologie 1aRt sich dariiberhinaus auch fir Radio-,
Enzym-, Lumineszenz- und andere Immuntests nutzen.

Klonierung retroviraler DNA aus Patien-
ten mit systemischem Lupus Erythe-
matodes

F. Krapf, W. Leitmann, M. Herrmann und-J. R. Kalden
Institut fiir klinische Immunologie und Rheumatologie,
Med. Klinik Il der Universitat Erlangen-Niirnberg, Erlangen

Wie wir bereits friher zeigen konnten, enthalt Plasma-DNA von
Patienten mit systemischem Lupus Erythematodes (SLE) Ab-
schnitte, die homolog zu retroviralen Gegen sind; gezeigt wurde
dies zun3chst fir den Klon EB6, der eine 85%ige Homologie iiber
159 bp zur gag-pol-Region des HIV 1 aufweist. Dot Blots mit
Hilfe dieses Klons zeigten retrovirale DNA in Plasmaproben ver-
schiedener, nicht miteinander verwandter SLE-Patienten, jedoch
nicht in einem Patienten mit gemischter Kryoglobulindmie Typ II;
aus diesem Patienten konnten wir als einzigem vergleichbare
Mengen an Plasmanukleinsduren isolieren. Fiir den Nachweis
von E6-homologer DNA in B-Zellinien bzw. peripheren Blutlym-
phozyten durch DNA-Amplifikation wurden Oligonukleotidpri-
mer synthetisiert und in der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
eingesetzt. Bis jetzt fanden wir PCR-Produkte nur bei SLE-Pa-
tienten (7/30), AIDS-Patientén (4/4) sowie einem Patienten mit
rheumatoider Arthritis (1/3), nicht aber in gesunden Kontrollen
(n = 10), was eher fiir ein exogenes virales Agens spricht. Bei
SLE-Patienten konnten diese Resultate durch Northern-Blots
mit dem Klon E6 bestatigt werden.

In einem in vitro-System wurde eine von einem Normalspender
etablierte humane B-Zellinie (B62) mit Gesamt-Plasmanuklein-
sdure transfiziert; obwohl keine Viruspartikel im Uberstand der
Zellinie auftauchten, zeigten die Zellen verschiedene Charakteri-
stika einer Transformation durch Retroviren. So zeigte sich ein
zu den Patienten-PBL-Proben ahnliches Reaktionsmuster im
Northern Blot und der PCR-Reaktion, ein fir retroviral infizierte
Zellen typisches Muster an myristylierten Proteinen sowie weitere
viral induzierte Effekte. Es wurde daher eine cDNA-Bank vom
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mRNA aus transfizierten B62-Zellen angelegt, mit Klon E6 ge-
screent und auf diese Weise zwei Klone mit 8 bzw. 9 kbp Inserts
isoliert. Diese wurden in geeignete Plasmidvektoren subkloniert
und werden nun sequenziert, um detaillierte Daten beziiglich der
Herkunft dieses retroviralen Genoms zu erhalten. Die Verwandt-
schaft der Sequenzen zu bekannten Retroviren sowie ihre Asso-
ziation zum Krankheitsbild des SLE werden diskutiert.
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Monoklonale Antikdrper gegen den
Insulinrezeptor aus Humanplacenta

J. 0. WeiB, R.-R. Flérke, M. Koenen, W. PaBlack, H. Klein,
H. Kolb und H. Reinauer
Diabetes- Forschungsinstitut, Diisseldorf

Der Insulinrezeptor ist ein integrales Membranglykoprotein, das
aus zwei a-Untereinheiten (M, 135000) und zwei B-Unterein-
heiten (M, 95000) besteht. Diese Bindung des Insulins an seinen
Rezeptor erfolgt an die extrazelluldre «-Untereinheit, wihrend
auf der intrazelluldren Domane der B-Untereinheit eine durch
Insulin stimulierbare Tyrosinkinase lokalisiert ist.

Monoklonale Antikorper konnen aufgrund der hohen Spezifitat
fiir ein Epitop zur Untersuchung von Struktur-Funktionsbezie-
hungen verwendet werden. Uber die immunochemische Struktur
des Insulinrezeptors ist noch nicht sehr viel bekannt, so daR das
Mapping immunogener Regionen weitere Informationen Gber

die funktionelle Bedeutung von Rezeptorstrukturen liefern kann.

Zur Produktion monoklonaler Antikorper wurde gereinigter Insu-

linrezeptor als Antigen eingesetzt und unterschiedliche Immuni- ;
sierungsverfahren durchgefihrt (1 -3).

Aus Milz oder Lymphknoten immunisierter Balb/c-Mause wur-
den stimulierte Lymphozyten isoliert und mit Myelomzellen fu-
sioniert. Das Screening der Hybridomiberstinde wurde mit
einem ELISA durchgefiihrt. Insgesamt wurden 15 positive Klone
identifiziert. Monoklonale Antikorper erhielten wir mit der , limi-
ting dilution technique”. Ausgewadhlte Klone wurden im
Aszitestumor syngener Mause vermehrt uns als IgM, 1gG,, 1gG,,
und IgG;, bestimmt.

In der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluB dieser Antikorper
auf die Bindung von '?%I-Insulin an die dimere (af) und die
tetramere Form (a2P.) des Rezeptors untersucht. Die Bindung
des Hormons an den Rezeptor wurde durch zwei der getesteten

Antikérper unterschiedlich stark gehemmt. Ein dritter Antikérper

zeigte einen biphasischen Effekt, der konzentrationsabhangig
war.

Schrifttum:
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Transthyretin — Das wichtigste Schild-
driisentransportprotein?

Jutta Ramaker®, G. Baretton? und W. G. Wood"'

Y Klinik fiir Innere Medizin

2 [Institut fir Pathologie

Medizinische Universitit zu Liibeck, Ratzeburger Allee 160,
2400 Liibeck 1

Transthyretin (thyroxinbindendes Praalbumin — TBPA) ist als
Schilddriisenhormontransportprotein seit iber 30 Jahren be-
kannt (1). Abdukarimov (2) beschriecb TBPA-Rezeptoren im
Kern, im Zytoplasma und in den Zellorganellen und zeigte, dal®
TBPA durch die Zellwand transportiert wird. Dies wertet die
Bedeutung des TBPA als Schilddriisenhormontransportprotein
erheblich auf. Gleichzeitig wird das thyroxinbindende Globulin
(TBG) einer Pufferkapazitatsfunktion untergeordnet. Um die Be-
deutung des TBPA zu erforschen, wurden 787 Personen in einer
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-zeitraum 3-121
;. Dialyse- und Lungenobstruktionspatienten) und 58 Hyper- und

dreijdhrigen Periode untersucht. Darunter waren 261 Gesunde in
drei Altersgruppen, 45 Intensivstationpatienten (Beobachtungs-
Tage), 423 Schwerkranke (Krebs-,

Hypothyreoten vor und unter Therapie.

Ein Teil der Ergebnisse sind als Abstrakt vor kurzem erschienen
(3). Das Verhaltnis des TBPA zu den freien Schilddriisenhormo-
nen wurde durch die Bildung zweier Produkte, das Thyroxinver-
fugbarkeitsindex (T,Al) und das Triiodthyroninverfiigbarkeits-

index (T3Al) erstellt. Die T,Al und T3Al stellen die potentiellen '

Mengen von Schilddriisenhormonen, die entweder an TBPA ge-
bunden oder als ,.freie Hormone" in die Zelle gelangen. Immuno-
histochemische Darstellung von TBPA in Herz-, Nieren-, Lun-
gen-, Schilddrisen- und Muskelgewebe wurden durchgefihrt.
Die wichtigsten Ergebnisse sind in den folgenden Abschnitten
zusammengefallt. Das wichtigste Parameter zur Feststellung der
Schilddrisenhormontunktion auf zelluldrer Ebene ist das T,Al.
Die Werte der Schilddrisenkranken sind in Tab.1 gezeigt. Wie
schon vorher veroffentlicht wurde (3) ist das T4Al normal bei
schwerkranken Patienten, obwohi einzelne Schilddrisenpara-
meter schon oft in pathologischen Bereichen zu finden sind.
Bei Schwerstkranken, die z.T. bis 20 verschiedene Medikamente
gleichzeitig bekommen, versagen oft auch das T,Al und das T5Al.
Bei Akutintensivpatienten (z. B. Verkehrsunfall, Blitzschlag) sind
die absinkenden T,Al- und T3;Al-Werte nur voriibergehend, die
sich nach der Krise rasch normalisieren.

Tab. 1: Schilddrisenparameter bei Hyper- und Hypothyreoten
Patienten — Medianwerte

Parameter Hyper- Hyper- Hyper- Hyper-
thy- thy- thy- thy-
reote reote reote reote
unbe- be- unbe- be-
handelt handelt handelt handelt
(n=13) (n=19) (n=13) (n=13)

T4 pmol/| 42 18° 6,6 9,7°*

Tl 125 8,18 3,89 8,24*

TBG mg/I 171 19,0 17,5 16,0

TSH mE/I <0,03 <0,03 35,0 18,0

TBPA g/i <0,24 0,15 0,16 0,46*

TsAl 3,36 1,51 0,45 3,40*

TaAl 11,2 2,62° 0,87 3,88*

* = Signifikanter Unterschied (p <0,01) zwischen Unbehandelten und Behandel

iche: T3Al = 0,56—3,2; T,Al = 1,25—6,25; Tyl = 7,56—-9,5; .

TSH'= 0,2-3,5;TBPA = 0,1-0,5; TBG = 12—-31;fT4 = 10-25.

Schrifttum:

1. INGBAR; S. H.: Pre-albumin: a thyroxine-bi
docrinol 63, 256 —259 (1958).

2. ABDUKARIMOV, A.: Regulation of genetic activity by thyroid hormones. Int. Rev.
Cytol. Suppl. 15, 17 -48 (1983).

3. RAMAKER. J., SCRIBA, P. C., WOOD, W. G.: Transthyretin — a forgotten thyroid
hormone transport protein. Acta Endocrinol. (Kbh) 120, Suppl. 1, 4445 (1989).
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Messung von Anti-Bet v 1-spezifischen
IgE-Antikérper vor und nach Hyposen-
sibilisierungstherapie mittels eines
ELISAs unter Verwendung monoklo-
naler Anti-Bet v 1-Antikorper

H. Rumpold, R. Steiner, T. Birkner, M. Rohac, O. Scheiner,

M. Breitenbach und D. Kraft

Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik, Insti-
tut fur Mikrobiologie und Genetik und Institut fir Allg. und Exp.
Pathologie, Universitat Wien ’

Bei Typ-i-Allergien gegen Birkenpollen wurde ein 17-kD-Pro-
tein Bet v 1 als Hauptallergen beschrieben (1). Durch Immuni-
sierung von Mausen mit wallrigen Pollenextrakten wurden mo-
noklonale Antikérper gegen Birkenpollenproteine nach Stan-

dardtechniken hergestellt (2). Zwei Antikérper, BIP 1 und BIP 4,
reagierten spezifisch mit einem 17-kD-Protein in Immunoblotex-
perimenten. Mittels hochauflsender 2D - Elektrophorese/Immu-
noblot und dem Vergleich mit der Reaktivitit von IgE-Antikér-
pern konnte gezeigt werden, daR dieses 17-kD-Protein dem
Hauptallergen des Birkenpollen Bet v 1 entspricht. Die monokio-
nalen Antikorper wurden aus dem Aszites von Mausen mittels
Protein-A-Sepherose-Chromatographie gereinigt. Unter Ver-
wendung dieser Antikdrper gelang es, einen fir Bet v 1-spezifi-
schen ELISA zur Messung von Anti-Bet v 1 IgE-Antikdrpern zu
etablieren (Kurzbeschreibung: Beschichtung von Mikrotiterplat-
ten mit monoklonalen Antikérpern [20 pg/ml], Inkubation mit
Pollenproteinextrakt [100 pg/ml], Absittigung mit 1% HSA, In-
kubation mit Patientensera-Nachweis von IgE mittels eines mit
alkalischer Phosphatase markierten anti-lgE-Antikorpers [Ver-
dinnung 1:2]. Die optimalen Konzentrationen der einzelnen
Reagenzien wurden mittels Schachbrettitration bestimmt). Der
von uns etablierte ELISA wurde zur Messung von Anti-Bet v 1-
spezifischen IgE-Antikorpern vor und nach einer Hyposensibili-
sierungstherapie eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, daR es
nach der Hyposensibilisierungstherapie zu einer signifikanten
Abnahme (25—50%) der Bet v 1-spezifischen IgE-Antikorper
kommt. Es bestand jedoch keine Korrelation zwischen der Ab-
nahme der Anti-Bet v 1-spezifischen IgE-Antikérper und dem
klinischen Ergebnis der Therapie. Da im Zusammenhang mit Hy-
posensibilisierungstherapie die Bedeutung von verschiedenen
IgG-Subklassen diskutiert wird, versuchen wir gegenwirtig, den
von uns entwickelten ELISA fir die Messung von IgE-Subklas-
sen zu optimieren.

Schrifttum:

1. MARSH, D. G., GOODFRIED, L., KING, T. P. et al.: Allergen nomenclature. Bull.
WHO 64, 767—770 (1986).

2. JAROLIM, E., TEIKL, M., ROHAC, M., SCHLERKA, G., SCHEINER, O., KRAFT,
D.. RUMPOLD, H.: Int. Arch. Allergy Appl. Immun. (im Druck) (1989).
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Heterogenitat von Birkenpollenaller-
genen: Parstellung mittels hochauf-
Iosender zweidimensionaler Elektropho-
rese und immunoblot

M. Rohac’, T. Birkner?, M. Tejkl?, I. Reimitzer®,

O. Scheiner?, M. Breitenbach?®, D. Kraft' und H. Rumpold’
v Inst. Klin. Chem. Lab. Diagn.

2 Inst. Allg. Exp. Path. .

3 Inst. Mikrobiol. Gen. Univ. Wien, Wien, Osterreich

Das Allergenspektrum von Birkenpollen umfat das Hauptaller-
gen, Bet v 1 (1) mit einem Molekulargewicht von 17 kilo Dalton
(kD) und mehrere Nebenallergene (13 kD—68 kD) (2). Mittels
lonenaustauschchromatographie und isoelektrischer Fokussie-
rung wurde eine Heterogenitédt von Bet v | gezeigt (3). Zur Abkla-
rung der Fragestellung, ob mit dieser Heterogenitdt auch eine
unterschiedliche Immunogenitét verbunden ist, wurde Extrakt
von Birkenpollen mittels hochauflésender zweidimensionaler
Elektrophorese aufgetrennt. Nach dem Transfer der Proteine auf
Nitrocellulose wurden die Reaktionsmuster der IgE-Antikrper
von Patienten mit Typ-|-Allergie gegen Birkenpollen (n = 12)
sowie die von monoklonalen Anti-Bet v [-Antikérpern (BIP 1,
BIP 4) mittels Immunoblot untersucht. Im Bereich von Betv |
erkannten sowohl Patienten IgE als auch BIP 1 und BIP 4 zehn
Proteinflecken mit pH-Werten von 4,9—5,9. Ein Nebenallergen
mit 13 kD wurde in 4 Flecken (pH 4,4—6,0) aufgelost. Diese
Ergebnisse zeigen, daR Bet v | und das 13-kD-Protein jeweils
eine Gruppe von immunelogisch verwandten Isoallergenen dar-
stellen.

Schrifttum:

1. MARSH, D. G., GOODFRIEND, L., KING, T. P. et al.: Allergen nomenclature. Bull.
WHO 64, 767 ~ 770 (1986). .

2. JAROLIM, E., RUMPOLD, H., ENDLER, A. T. et al.: Int. Arch. appl. Immun. (im
Druck) (1989).

3. IPSEN, H., LOEWENSTEIN, H.: J. Allergy Clin. Immunol. 72, 150~ 159 (1983).
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HLA-Typisierung mit Immunomagnetic
Beads oder Standard-NIH-Technik —
ein Vergleich beider Methoden

H. von Keyserlingk, U. Angelides, U. Geidner, B. Kirschbaum,
N. Wéllert und E. Thiel

Abteilung fiir Hématologie und Onkologie, Labor fiir
Gewebetypisierung, Klinikum Steglitz, Freie Universitéit
Berlin

Die Isolierung mononukledrer Zellen aus peripherem Blut mit
Hilfe von Immunomagnetic Beads (Dynabeads®) ist eine neue
Methode im Rahmen der Gewebetypisierung; sie findet in unse-
rem Labor bei Patienten mit hdmatologisch-onkologischen oder
Autoimmmunerkrankungen, potentiellen Empfangern von Herz,
Niere, Hornhaut und in der Organspendertypisierung routine-
maRig Verwendung. :

Eine retrospektive Analyse von 480 mittels der Standard-NIH-
Methode mit Gber Nylonwolle separierten T- und B-Zellen
durchgefiihrten Untersuchungen (344 Organempfanger und 136
sonstige Patienten) ergab, dal die HLA-A,B,C-Bestimmung bei
insgesamt 2 Patienten nicht mdglich, bei 6 Patienten fraglich war.
Die HLA-DR,DQ-Bestimmung (insgesamt 417 Untersuchungen
bei 292 Organempfangern und 125 sonstigen Patienten) war
dagegen 82mal fraglich bzw. nicht moglich (67 Organempfanger,
15 sonstige Patienten). Die erganzend durchgefiihrte Typisierung
mit Immunomagnetic Beads ergab bei den Klasse-1-Antigenen
nur 1mal ein fragliches Ergebnis. Bei den Klasse-2-Antigenen
war die Dynabeads®-Methode der NIH-Methode liberlegen: es
zeigten sich 10 fragliche Befunde, 4mal war kein Ergebnis zu
erheben, allerdings nur bei Organempfangern.

Ein Vergleich beider Methoden ergibt somit bei der HLA-DR,
DQ-Typisierung mittels der Standard-NIH-Methode die Not-
wendigkeit zur Wiederholung der Untersuchung in 19,66% fur
das gesamte Patientenkollektiv (16,06% Organempfanger und
3,6% sonstige Patienten), mit der Dynabeads®-Methode lieR sich
dieser Prozentsatz auf 3,35% senken. Auch erste Ergebnisse der
Organspendertypisierung bestatigen mit nur 11,1% fraglichen
Befunden diese Tendenz bei allerdings noch kleiner Falizahl
(n =18).

Diese Ergebnisse lassen darauf schliefen, daR bei Schwierigkei-
ten mit der Typisierung HLA-Klasse-2-Antigenen die Immuno-
magnetic Beads-Methode die NIH-Technik erfolgreich ergdanzen
bzw. sogar ersetzen kann, um Doppelbestimmungen zu vermei-
den.

Schrifttum:

1. VARTDAL, et al.: Transplantation Proceedings (3) 20, 384 (1988).
2. VARTDAL, et al.: Tissue Antigens 28, 301 —312 (1986).
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Nachweis erythrozytarer Antigene
mit der Immunperoxidase-Methode:
Klinische Fragestellungen

M. U. Heim, D. Jahne, B. Siskind, Ch. Clemm, U. Pachmann
und W. Mempel

Transfusionszentrum Med. lll, Klinikum GroBBhadern,
Universitat Minchen

Die meisten Methoden zur Darstellung erythrozytérer Antigene
konnen weges des technischen Aufwandes nur in wenigen La-
boratorien angewendet werden. Wir haben daher in Anlehnung
an die Immunfluoreszenz-Technik von A. Poschmann [Vox Sang.
24, 489 (1973)] eine Immunperoxidase-Methode etabliert.
Hierzu werden gewaschene, in Rinderalbumin suspendierte Ery-
throzyten auf Objekttrager ausgestrichen. Nach Trocknung wird
eine perforierte Klebefolie aufgebracht, die als Reservoir fiir die
nachfolgenden Inkubationen der Testseren dient:

1. Anti-A, -B oder -D (monoklonal oder human), danach
2. Peroxidase-(POX)konjugiertes Anti-Maus-Immunglobulin

174 Lab.med. 13: 174 (1989)

oder POX-konjugiertes Anti-human-IgG von Kaninchen, da-
nach

3. POX-konjugiertes  Anti-Kaninchen-Immunglobulin  vom
Schwein,

Zwischen den Inkubationsschritten erfolgt jeweils eine Spilung
mit PBSB. Zur Anfarbung wird eine Peroxidasereaktion sowie
eine Gegenfiarbung mit Hamalaunlésung durchgefithrt. Ab-
schlieRend werden die Objekttrager eingedeckt und die Antigen-
positiven (braun) sowie -negativen Erythrozyten (blau/lila) im
Lichtmikroskop ausgezahit.

Wir erzielten eine unterschiedliche Anfarbbarkeit der Erythrozyten
gemafl den bekannten Antigendichtedifferenzen im ABO-Sy-
stem im Gegensatz zu einer homogenen Anfarbung bei der Rhe-
sus-Antigendarstellung. Kleinste Antigen-differente Populatio-
nen (1:1000) lieBen sich in kunstlich gemischten Proben, wie
auch nach Fehltransfusionen nachweisen. Eine wichtige klini-
sche Anwendung ergibt sich bei Knochenmarktransplantierten
Patienten, da das Persistieren von Empfanger-Erythrozyten
(Split-Chimérismus) oder deren Wiederauftreten nach einem
vorherigen kompletten Chimarismus als Friithzeichen fir ein dro-
hendes Leukamierezidiv gewertet werden kann.
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Screeningverfahren zur Bestimmung
von Tetanus-Antikorperkonzentrationen
in Blutprodukten

M. Pietsch' und K.-H. Schiitt?
' Hygiene-Institut der Universitit Mainz
2 Transfusionszentrale der Universitétskliniken Mainz

Bei starken Blutverlusten, beispielsweise infolge eines Traumas
oder intraoperativ, kommt es im Plasma zu einem Absinken von
Antikorperkonzentrationen, das durch Gabe von bestimmten
Blutprodukten ausgleichbar ist. Insbesondere posttraumatisch
kann dabei ein Verlust von Tetanusantikorpern bedeutungsvoll
sein. Empfohlen wird in solchen Fallen die Gabe von 500 IE
homologes Tetanusimmunglobulin zur Verhinderung eines
Wundstarrkrampfes. Durch die Verabreichung von Blutproduk-
ten, insbesondere FFP, mit hohen Tetanus-Antikorperkonzentra-
tionen konnte diese zusatzliche Immunglobulingabe entfallen.
Ein weiterer Vorteil dabei ist die intravendse Verabreichung mit
einer schnelleren korporalen Umverteilung.

Zur Bestimmung solcher hohen Konzentrationen wurde ein
Screeningverfahren in der Technik des indirekten ELISA entwik-
kelt (Konjugat: Peroxidase-markierte Kaninchen-Antikorper an-
ti-IgG (human), Substrat: ABTS). Durch die Messung einer ein-
zelnen Serumverdiinnung im Doppelansatz (1:130in PBS) und
das Mitfiihren einer positiven Kontrolle eines Immunglobulinpra-
parates ‘mit definiertem Tetanus-Antikorpergehalt ist der Test
schnell und leicht handhabbar zu praktizieren. Zur Entwicklung
des Tests wurden 50 unausgesuchte Seren von mannlichen Blut-
spendern verwendet. Davon hatten 18% bei der quantitativen
Antikorperbestimmung keinen nachweisbaren Titer, bei 24% lag
er bei 5 |IE/ml und dariiber. Als erforderlich fir das Screeningver-
fahren wurde diese Mindestkonzentration definiert. Maximale
OD-Werte (405 nm) lagen dann bei 1,1. Ab einem Wert von 0,5
betrug die Sensitivitdt des Verfahrens 100%, die Spezifitat 45,5%.
Die zu fordernde Spezifitat von 100% wurde ab einem Wert von
0,8 erreicht, die Sensitivitat lag dann bei 58,3%. Der Bereich von
0,5 bis 0,8 ist bei dieser Testkonzeption demnach als Grauzone zu
betrachten, die eine weitere quantitative Bestimmung des Titers
erfordert. Ab einer OD von 0,8 werden dagegen sicher erhdhte
Tetanus-Antikérperkonzentrationen gemessen, die mit einer
Mindestkonzentration von 5 IE/ml angegeben werden kénnen.
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Fallstudie: Gelierung durch Kryoglobu-
line (IgA x) bei Non-Hodgkin-

"Lymphom IV

E. Strutzenberger', M. Jung?, M. Rohac', A. Lapin®

und F. Gabl'

' Inst. f. Klin. Chem. u. Lab. Diagn., Lazarettgasse 14,

1090 Wien

2 Abt. f. Angiologie d. I. Med. Univ.-Klinik, Lazarettgasse 14,
1090 Wien

Das Auftreten von Kryoglobulinen ist fast immer mit der Bildung
von Paraproteinen im Rahmen von multiplen Myelomen, M.
Waldenstrom oder malignen Lymphomen assoziiert (1). Bei
einem Patienten, 81a, mit niedrig malignem Non-Hodgkin-
Lymphom IV kam es im Rahmen der routinemaBig durchgefiihr-

ten Blutabnahmen zu einer massiven Gelierung des Blutes, die

bei Abkihlung auf Raumtemperatur sofort auftrat und bei Erwar-
mung reversibel war. In der Serumelektrophorese fand sich ein
atypischer Extragradient zwischen der - und der y-Fraktion. In
der Immunfixation wurde eine monokionare Gammopathie vom
Typ IgA « identifiziert. Ig quantitativ (Nephelometer/Behring):
IgA 3610 mg/d! x 450 U/I. Im Harn fand sich keine Ausschei-
dung der Paraproteine. Rheumafaktor: neg. Um den EinfluB der
Kryoglobuline auf die Serumviskositédt zu untersuchen, beurteil-
ten wir mittels eines Harkness-Kapillarviskosimeters sowohl die
Konzentrationsabhangigkeit bei verschiedenen Temperaturen in
einer Verdiinnungsreihe bei 25, 30, 37°C als auch definierten wir
den kritischen Punkt des Uberganges in den Gelzustand (26°C).
Um eine Quantifizierung der fiir die Gelierung verantwortlichen
Globuline vorzunehmen, erhoben wir folgende Parameter (T-
Prot., Ig quant., Serumelektrophorese, Immunfixation) in der Ur-
probe sowie nach Kihlzentrifugation (Sorvall, Du Pont, 30 min,
16000 U/min, 4°C) ebenso im entstandenen Niederschlag und
im Uberstand. ,, Kryokrit” (prozentueller Anteil des Gels am Ge-
samtserum nach Kihlzentrifugation): 28,8%. Des weiteren wur-
den sowohl Prézipitat als auch Uberstand 2D -elektrophoretisch
analysiert. Auch hier fand sich einen Konzentrierung der bekann-
ten Paraproteine IgA x. Atypische Fragmente wurden nicht iden-
tifiziert. Der Ubergang in den Solzustand durch Zugabe von kon-
zentrierter Harnstofflosung konnte nicht notiert werden.

Urprobe Uberstand Differenz
(Serum) nach
Kihlzentri-
fugation
T-Prot. 951 g/1 67,7 g/| —-27,4 g/l
IgA 3610 mg/dI 595 mg/d| — 3015 mg/di
X 450 U/l 105 U/ —345 U/I
Schrifttum:

1 MELTZER, M., FRANKLIN, E. C.: Am. J. Med. 40, 828 —836 (1966).
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Neopterin und zellulare Immunaktivierung
bei malignen Tumoren und bei HIV-1-
infektion

G. Reibnegger'-®, H. Denz?, D. Fuchs''5, L. C. Fuith®,

M. P. Dierich®® und H. Wachter'-®

Institut fiir Medizinische Chemie und Biochemie

Univ.-Klinik fir Innere Medizin

Univ.-Klinik fir Frauenheilkunde

Institut fiir Hygiene

Ludwig Boltzmann Institut fiir AIDS-Forschung, Universitét
Innsbruck, A-6020 Innsbruck

Neopterin wird in vitro von humanen Monozyten/Makrophagen
nach Stimulation mit Interferon y bebildet. Bei Patienten mit
verschiedenen malignen Erkrankungen eignet sich die Bestim-
mung des Neopterin zur Erfassung des Aktivierungszustandes

Lab.med. 13: 175 (1989) 175
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der zellvermittelten Immunitat. Die Wertigkeit der Neopterinbe-
stimmung 2ur Prognose und Verlaufskontrolle bei Patienten mit
malignen Erkrankungen wurde bei 74 Patientinnen mit Ovarial-
karzinom (Beobachtungsdauer 5 Jahre) und 186 mit Zervixkarzi-
nom (4 Jahre), sowie bei 85 Patienten mit hamatologischen
Neoplasien (8 Jahre) und 92 mit Lungenkarzinom (2 Jahre) un-
tersucht. Bei allen Tumorarten konnte ein signifikanter Zusam-
menhang zwischen erhéhten pratherapeutischen Neopterinwer-
ten und einer schlechteren Prognose nachgewiesen werden, der
vom EinfluR anderer Variablen statistisch unabhangig ist. Ebenso
zeigt ein steigender Neopterinwert wihrend der Verlaufskontrolle
mit hoher statistischer Signifikanz eine Verschlechterung des
klinischen Zustandes an. Bei Patienten mit hamatologischen
Neoplasien wurde zirkulierendes Interferon y gefunden, dessen
Konzentration mit der Hohe der Neopterinwerte positiv korreliert
ist. Des weiteren wurden bei 43 HIV-1-seropositiven Personen
Neopterin und Interferon y gemessen. Beide Variablen waren
signifikant und positiv miteinander korreliert, und beide korrelier-
ten signifikant mit dem CDC-Stadium der Erkrankung. Diese
Resultate weisen auf das Vorliegen einer persistierenden Immun-
aktivierung bei diesen Erkrankungen hin.
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Das karzinoembryonale Antigen (CEA) —
unterschiedliche Differenzierung bei ver-
schiedenen gynakologischen Karzinomen

P. Rahn, W. Jager und L. Wildt
Universitats- Frauenklinik Erlangen

Das CEA ist ein hochmolekulares Glykoprotein. Es ist charakteri-
siert durch mindestens sechs verschiedene Epitope, die auf dem
Proteinanteil lokalisiert sind. Wahrscheinlich in Abhéangigkeit von
dem Grad der Glykosilierung kann ein Teil dieser Determinanten
maskiert werden. Dadurch kénnen Epitope dem immunologi-
schen Nachweis entzogen werden.

Um den EinfluB dieses Phanomens auf die im Serum gemessenen
CEA-Werte zu (berpriifen, haben wir die CEA-Konzentrationen
in 11260 Seren von 3350 Patientinnen mit Mamma-, Kollum-,
Korpus- und Ovarialkarzinomen mit zwei immunologischen
Nachweismethoden bestimmt. Die eine enthélt eine Mischung
polyklonaler Anti-CEA-Antikorper (CEAK-PR, ID-CIS, Dreieich,
BRD), wahrend die andere aus drei monoklonalen CEA-Antikor-
pern besteht (ELSA-CEA, ID-CIS), und somit nur drei unter-
schiedliche Epitope erkennen kann. Die CEA-Standards des mo-
noklonalen Assays wurden im polyklonalen Assay und die Stan-
dards des polyklonalen Assays wurden im monoklonalen Assay
gemessen. Durch die Regressionsanalyse der so ermittelten Kon-
zentrationen wurde ein Referenzbereich fir die CEA-Konzentra-
tionen beider Assays definiert.

Von den 718 Patientinnen, die erh6hte CEA-Serumkonzentratio-
nen aufwiesen, zeigten je nach Art des Tumors zwischen 4 und
17% Werte, die nicht in dem definierten Referenzbereich lagen.
Sie waren nicht durch die Varianz der Assays zu erkldren. Im
einzelnen waren dies die CEA-Serumkonzentrationen von 78 von
467 Patientinnen mit Mammakarzinom, 13 von 117 Patientinnen
mit Kollumkarzinom und 3 von 69 Patientinnen mit Ovarialkarzi-
nom. Bei den 65 Patientinnen mit Korpuskarzinom konnte kein
unterschiedlich immunreaktives CEA festgestellt werden. Weiter-
hin wurde das Auftreten unterschiedlicher CEAs mit dem Krank-
heitsverlauf verglichen. Diese Analyse ergab keine Hinweise auf
eine besondere Histologie, Ausbreitung oder einen bevorzugten
Metastasierungstyp bei den verschiedenen Karzinomen. Unsere
Ergebnisse zeigen, daB wahrend des Krankheitsverlaufs unter-
schiedlich immunreaktives CEA gebildet werden kann, das von
den verschiedenen Nachweismethoden in unterschiedlichem
AusmaR erfaRt wird.
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[(p27]

CA 19-9: diagnostischer Tumormarker
fur gastrointestinale Tumoren?

G. Oremek, U. B. Seiffert, R. Baum und M. Lorenz
Zentrallabor-Zentr. Inn., Zentr. d. Nuklearmedizin, Zentr. d.
Chirurgie, Universitatsklinikum Frankfurt, Theodor-Stern-Kai 7,
6000 Frankfurt

Zur Zeit sind 8 Methoden zur Bestimmung des Carbohydrat-
Antigens 19-9 (CA 19-9) mit unterschiedlichen Testprinzipien
kommerziell verfiigbar: es sind enzymimmunologische (EIA), ra-
dioimmunologische (RIA) und lumineszenzimmunologische
(LIA) Methoden. Als Referenmethode diente die radioimmuno-
logische Methode, mit dieser wurden alle anderen Methoden
verglichen. Fir den CA 19-9 EIA und den LIA-mat-Ca 19-9
wurden an 100 gesunden Probanden die Normwerte ermittelt.
Fir den RIA lagen die Normwerte zwischen 1—37 U/ml, die
EIA-Normwerte lagen im.Bereich von 3—-30 U/ml, die LIA-
Normwerte lagen im Bereich von 8 —25 U/ml. Die Stabilitat im
Probenmaterial wurde bei +25°C, +4°C und — 20°C untersucht.
Die Proben, die bei —20°C gelagert wurden, weisen bis zu 3
Monaten keinen Aktivitdtsverlust auf. Bei +25°C betrigt der
Aktivitatsverlust in 12 Std. 6,5%, bei +4°C 3,4%.

Wir haben bei 100 Patienten mit einem gastrointestinalen Tumor
die CA 19-9-Konzentration gemessen. Es handelte sich hierbei
um Pankreaskarzinome, Magen-, Colon- und Rektumkarzinome
in den StadienT, —T,. Bei Pankreaskarzinomen fanden wir mit
dem Enzymimmunoassay Werte, die zwischen 160—300 U/ml
lagen, bei Pankreatitis lagen die Werte zwischen 60—90 U/ml.
Bei Magenkarzinomen, abhingig vom Stadium, haben wir zwi-
schen 100 U/mlim Stadium T, und bis zu 1500 U/ml im Stadium
T4 gemessen. Bei Colon- und Rektumkarzinomen streuen die
Werte im Bereich von 80 U/ml bis 800 U/ml. Tumoren im Sta-
dium T, konnten mittels CA 19-9 nicht sicher erkannt werden.

Schrifttum:

1. BUAMAH, P. K., CORNELL, C, VENABLES, C. W., SKILLEN, A. W.: An initial
appraisal of the value of serum carbohydrat antigenic determinant (CA 19-9) levels in
patiénts with pancreatic cancer. Europ. J. Cancer Clin. Oncol. 23, 87—91 (1987).

2. MALESCI, A, TOMMASINI, M., BONATO, C., BOCCHIA, P., BERSANI, M.: Deter-
mination of CA 19-9 in serum. Gastroenterology 92, 60—67 (1987).
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Diagnostische Aussagekraft des Tumor-
nekrosefaktors (TNF)

G. Oremek, U. B. Seiffert und J. Weygandt
Zentrallabor — Zentrum der Inneren Medizin, Universitatsklini-
kum Frankfurt, 6000 Frankfurt, Theodor-Stern-Kai 7

Wir priifen an einem Kollektiv von 208 Patienten mit unterschied-
lichen Tumoren im Stadium T, —T, die diagnostische Aussage-
kraft des Tumornekrosefaktors (TNF). Die Probenahme erfolgte
praoperativ und am 1., 3. und 7. postoperativen Tag. Die Norm-
werte ermittelten wir an 100 gesunden Probanden im Alter von
18—65 Jahren. Die TNF-Bestimmung wurde mit einem Enzym-
Immunoassay (ELISA) und einem Radio-immunoassay (RIA)
mittels monoklonaler Antikérper durchgefiihrt. Die Stabilitat des
TNF im Probenmaterial wurde im Zeitraum von 24 Std. bei
+25°C, +4°C und —20°C untersucht. Nach 3.Std. Lagerung
bei +25°C liegt der durchschnittliche Aktivitatsverlust bei 12,5%.
Bei +4°C betragt der Verlust in 3 Std. 8,6%, lediglich bei Lage-
rung von —20°C finden wir keinen Aktivitatsverlust. Bei dem

Normalkollektiv lag der Mittelwert des TNF bei 8,5 pg/ml. Pa- ~

tienten mit Prostatakarzinomen (n = 50) zeigten in 80% einen
normalen TNF-Wert. Patienten mit einem Epithelzelikarzinom der
Prostata (n = 10) zeigten zu 100% Werte von im Mittel 855 pg/
ml. Bei Patienten mit einem Hodentumor (n = 38) lag der TNF-
Wert in 86% im Normbereich. Bei 5 kleinzelligen Hodenkarzino-
men lag der Mittelwert bei 950 pg/ml. Bemerkenswert ist hier,
daR bei allen Patienten dieser Gruppe vollig unauffillige PSA,
PAP, AFP und B-HCG-Werte vorlagen, trotz fortgeschrittener
Tumorstadien. Bei Patienten mit Magenkarzinom (n = 57), Ova-
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rialkarzinom (n = 50), Pankreaskopfkarzinom (n =
3 ten sich die TNF-Mittelwerte im Normbereich.

, Zusammenfassend stelien wir fest, daR der TNF sich bei bestimm-
ten Tumorarten haufiger erhoht erweist als die bisher bekannten
Tumormarker. Weitere Untersuchungen beziiglich der Relevanz
sind in Arbeit.

13) beweg-
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=i MCA — ein Tumormarker fir Mammakarzi-

: nome?

G. Oremek, M. Albrecht und U. B. Seiffert

Zentrallabor — Zentrum der Inneren Medizin;

Zentrum der Frauenheilkunde, Universitétsklinikum Frankfurt,
Theodor-Stern-Kai 7, 6000 Frankfurt/Main

Wir haben bei 100 Patientinnen mit einem Mammakarzinom in
verschiedenen Stadien das MCA (mucin like carcinoma associ-
ated antigen) bestimmt. Die Normwerte ermittelten wir an 100
gesunden Probanden (80 Frauen und 20 Manner) im Alter von

" 18—70 Jahren. Die MCA-Bestimmung wurde mit einem Enzym-
* Immunoassay mittels monoklonaler Antikorper durchgefiihrt. Die

Stabilitdt des MCA wurde bei +25°C, +4c und —20°C unter-
sucht. Zusatzlich sollte die Relevanz in Diagnostik und Prognose

* bei Mammakarzinomen festgestellt werden. Bei der Normalwert-

gruppe lag in 95% der MCA-Wert unter 9 U/ml. Lobuldre und
mucinose Karzinome sowie progresteron- und oestrogenrezep-
torpositive und negative Karzinome bilden MCA. Andere Karzi-
nome produzieren wenig bzw. kein MCA.

MCA ist bei +25°C 18 Std. stabil, bei +4°C drei Tage, am 4.Tag
liegt der Aktivitatsverlust bei 7,5%, bei —20°C ist bis zu 4 Wochen
kein Aktivitatsverlust zu beobachten. Fiir Mammakarzinome ist
MCA als Diagnostikum anzusehen, vor allem zur Verlaufskon-
trolle bei konservativer oder nach operativer Therapie. Die Aktivi-
tat von MCA liegt bei anderen Karzinomen, z.B. Ovarialkarzino-
men, Magen- und Kolonkarzinomen im Normbereich.

Weitere Untersuchungen beziiglich der Relevanz und Korrelation
mit anderen Tumormarkern wie CA 15-3 sind in Arbeit.

Schrifttum:

1. STAHLI, C., TAKACS, B., MIGGIANO, V., STAEHELIN, T., CARMAN, H.: Monoclo-
nal Antibodies Against Antigens on Breast Cancer Cells. Experientia 41, 1377—1381
(1985).

2. MULLER-BRAND, J.. CARAVATTI, M., MACKE, H., KNUSLI, C.: MCA, a New
Monoclonal Antibody (b-12) for in Vitro Monitoring of Breast Cancer Patients. Nuc-
lear Medicine Communication 8, 297 (1987).
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Prostataspezifisches Antigen (PSA) und
Prostataspezifische Phosphatase (PAP) als
Marker des Prostatakarzinoms

G. Oremek, U. B. Seiffert, R. Kirsten und D. Jonas
Zentrallabor — Zentrum der Inneren Medizin, Universitétsklini-
kum Frankfurt/M., 6000 Frankfurt, Theodor-Stern-Kai 7

Bei 50 Patienten mit Prostatakarzinom wurde die Aktivitit von
Prostataspezifischer Phosphatase (PAP) und Prostataspezifi-
schem Antigen (PSA) iberpriift mit immunologischen und ra-
dioimmunologischen Methoden sowie der postoperative Verlauf
im Zeitraum von 1 Jahr untersucht. Die beiden Methoden wur-
den untereinander verglichen. Das operative Procedere umfafit
die transurethrale Elektroresektion der Prostata bei Tumoren der
Stadien T3 —T4 mit Obstruktion der prostatischen Harnréhre und
signifikanter Restharnbildung. Bei den Patienten wurde ein pra-
operativer Basalwert bestimmt und die Aktivitdt der Tumormarker
am 1., 3., 7., 60, 120., 180., 270. und 360. postoperativen Tag
bestimmt. Fir die PAP wurde am 1. postoperativen Tag eine
Aktivitdtszunahme zu 29,1% gemessen, am 3, postoperativen Tag
ist die Enzymaktivitit gegeniber dem Ausgangswert um 15,3%
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abgefallen. Diese Tendenz setzt sich fort bis zum 7. postoperati-
ven Tag, an dem der Aktivititsverlust 43,9% betrug. Das PSA
zeigte einen dhnlichen Aktivitatsverlauf. Am 1. postoperativen
Tag war eine Zunahme von 12,8% zu beobachten gegentiber dem
Basalwert, am 3. postoperativen Tag war die Aktivitdt um 14%
gesunken und am 7. reduzierte sich der Wert um 29,5% gegen-
Uber dem Basalwert. Im Normalbereich stabilisiert sich die Aktivi-
tat der beiden Marker. Bei 11 Patienten mit gesicherten Metasta-
sen zeigt das postoperative Tumormarkerprofil folgendes Bild:
am 1. postoperativen Tag steigt PAP um 28% an, am 3. postope-
rativen Tag um 13,85% und am 7. um 46,25% gegeniber dem
préoperativen Wert. PSA zeigt geringere Unterschiede der Seru-
maktivitdt im zeitlichen Verlauf. Das PSA ist in der Verlaufs-
kontrolle des Prostatakarzinoms im Gegensatz zum PAP sensiti-
ver bei vergleichender Spezifitat. Die PSA-Konzentrationen wer-
den von den Manipulationen der Prostata geringer beeinflut als
das PAP (Belstungs-EKG, TUR, rektale Palpation).

Fir Prostatakarzinome ist die PAP und das PSA als geeignetes
Diagnostikum anzusehen, vor allem zur Verlaufskontrolle bei
konservativer oder operativer Therapie.
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Erhohung der Serum-AFP-Konzentra-
tion nach vorheriger KCl-Inkubation?

G. Fischer und W. Jager
Frauenklinik der Universitdt Erlangen-Niirnberg, Erlangen

In friheren Untersuchungen von amerikanischen und japani-
schen Arbeitsgruppen wurde nachgewiesen, daR nach Inkuba-
tion mit 0,4 M KCl-Lsg. hohere Serum-AFP-Werte gemessen

. wurden als in den entsprechenden unbehandelten Seren. Dieser

Effekt wurde dadurch erklart, da durch die KCl-Inkubation aus
dem hochmolekularen AFP kleine Fragmente freigesetzt werden
konnen, die ebenfalls mit den AFP-Antikérpern reagieren. Dies
kann zu héheren AFP-Konzentrationen im Serum fiihren. Da
dieser Effekt auch in Seren von postmenopausalen Mammakarzi-
nompatientinnen nachgewiesen wurde, diskutierte man, ob
durch diese Modifikation des Assays AFP als Turmormarker bei
diesen Patientinnen eingesetzt werden kann.

Wir haben die Seren von 40 Schwangeren, 15 gesunden Proban-
den und 40 Mammakarzinompatientinnen ohne (20) und mit
(20) nachgewiesenen Fernmetastasen nach dem normalen Ver-
fahren und nach einstindiger Inkubation mit 0,4 M KCl-Lsg.
bestimmt. Die Bestimmung beider Ansitze erfoigte jeweils in
einem Assay. Zur Messung wurden einerseits ein IRMA mit zwei
monoklonalen Anti-AFP-Antikérpern (AFP-2 ELSA, ID-CIS,
Dreieich), andererseits ein polyklonaler RIA (AFP-RIA, Amers-
ham-Buchler, Braunschweig) angewandt:

Die Serumkonzentrationen der Gesunden und der Patientinnen
mit nichtmetastasiertem Mammakarzinom lagen jeweils unter-
halb der MeRbereiche der Assays. Dies galt auch fiir die KCI-
inkubierten Seren.

Bei metastasierten Patientinnen lagen 13 von 20 Seren unterhalb
des MeRbereichs und 7 im MeRbereich. Nach Inkubation mit
KCl-Lsg. waren im IRMA keine Konzentrationsdnderungen
nachweisbar, jedoch im RIA bei zwei Patientinnen. Die Konzen-
trationen dieser Patientinnen waren zirka doppelt so hoch, wie
ohne KCl-Inkubation. Der Verlauf der AFP-Konzentrationen von
zwei Patientinnen vom Zeitpunkt der Primaroperation bis zur
Metastasendiagnose lag jeweils im Normbereich. Nach KCli-In-
kubation waren die Seren wiederum leicht erhoht, jedoch wurde
auch dann nicht der Normbereich iberschritten. Die Seren der
40 Schwangeren lagen alle im MeRBbereich. Nach Inkubation
konnten bei 13 Frauen.hdohere AFP-Konzentrationen im RIA,
nicht jedoch im IRMA gemessen werden. Die Konzentrationen
Uberstiegen jedoch nicht die zweifache Standardabweichung der
Mittelwerte der herkdmmlichen MeRmethode. Aufgrund dieser
Untersuchung kénnen wir eine Erh6hung der Serum-AFP-Kon-
zentration nach vorheriger Inkubation mit 0,4 M KCl-Lsg. nicht
ausschlieBen, jedoch miissen weitere Untersuchungen zeigen,
ob dadurch AFP als Tumormarker fir Mammakarzinompatientin-
nen geeignet ist. :

178 Lab.med. 13: 178 (1989)
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RIA fiir PDN-21: Empfindlicher
Nachweis flr einen Tumormarker des
medullaren Schilddriisencarcinoms

T. Klaiber, E. Blind, F. Raue und R. Ziegler
Abteilung Innere Medizin I, Endokrinologie und Stoffwechsel,
Universitit Heidelberg

PDN-21 (Katacalcin) ist ein Expressionsprodukt des Calcitonin-
gens und wird als Peptid mit 21 Aminosauren (Mol-Gew. 2600)
vom Procalcitonin abgespalten und dann sezerniert. Es eignet
sich daher als weiterer Tumormarker des medulldren Schilddri-
sencarcinoms (MTC), neben dem schon langer hierfiir verwen-
deten Calcitonin (CT).

Methode: Ziegen wurden iiber 8 Monate mit an Thyreoglobulin
gekoppeltem synthetischen PDN-21 immunisiert. Ein geeignetes
Antiserum wurde in einer Verdiinnung von 1:500 zum Aufbau
eines homologen Radioimmunoassays (RIAs) eingesetzt; syn-
thetisches PDN-21 diente zur Herstellung von Standards, das
radiojodmarkierte, tyrosylierte Peptid als Tracer. Als Trennme-
thode wurde die Fallung mit Polyethylenglykol eingesetzt. Das
Inkubationsschema umfa8te 3 Tage Vorinkubation und 1 Tag
Inkubation mit dem Tracer.

Ergebnisse: Der Assay besitzt eine untere Nachweisgrenze von
40 ng/! (15 pmol/l). Keine Kreuzreaktionen ergaben sich mit hu-
manem Calcitonin, Lachs-Calcitonin und Parathormon, eine ge-
ringe Kreuzreaktion von 0,1% mit Calcitonin Gene-Related Pep-
tide. Probenverdiinnungsreihen von Patienten mit MTC wiesen
eine gute Parallelitat zur Eichkurve auf. 35 von 36 Patienten mit

MTC hatten PDN-21-Werte zwischen 40 und 17300 pmol/|, bei .

einem Patienten lagen die Serumspiegel unter der Nachweis-
grenze. Seren von 17 Patienten mit MTC zeigten eine Korrelation
der PDN-21-Werte des vorgestellten Assays mit einem kommer-
ziell erhéltlichen Assay der Firma IRE (r = 0,64) sowie mit einem
weiteren Assay fir PDN-21 (r = 0,64; Raue et al. [Klin.
Wochenschr. 65,82—86 (1987)). Die PDN-21-Spiegel korre-
lierten gut mit den CT-Spiegeln bei 36 MTC-Patienten (hausei-
gener Assay, r = 0,91). Im Pentagastrintest beobachteten wir
einen parallelen Anstieg von PDN-21 und CT. In Langzeitverldu-
fen von Patienten mit MTC zeigte sich meist ein dquimolekulares
Sekretionsverhalten der beiden Tumormarker, im Einzelfall jedoch
findet sich eine starke Diskrepanz (im Vergleich zu PDN-21 ver-
héltnismaRig niedrige CT-Werte), deren Ursache noch nicht ge-
kldrt werden konnte.

SchluBfolgerung: PDN-21 bietet sich somit als Tumormarker an
zur Ergdnzung der Diagnostik beim medulldren Schilddriisencar-
cinom.
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Massenscreening zur Friherkennung
des Neuroblastoms im Sauglingsalter
mit Hilfe einer hochautomatisierten
Hochleistungsflissigkeitschromato-
graphie- (HPLC)-Methode*

R. Erttmann und N. Erb
Abt. Hamatologie u. Onkologie, Universitats-Kinderklinik
Hamburg

Das Neuroblastom ist der haufigste solide Tumor des Kindesal-
ters. Er wird in der BRD bei ca. 70—100 Kindern pro Jahr mit
einem Altersgipfel in den ersten beiden Lebensjahren diagnosti-
ziert. Die derzeitigen Heilungschancen variieren in Abhangigkeit
vom Ausbreitungsstadium der Erkrankung zwischen 10% und
100%. Leider werden wegen der unginstigen anatomischen
Lage dieses Tumors 70% der Patienten erst in fortgeschrittenen
Krankheitsstadien klinisch erfat. Hieraus ergibt sich die drin-
gende Notwendigkeit einer praktikablen Frihdiagnostik. Auf-
grund der histologischen Zugehorigkeit des Neuroblastoms zum
autonomen sympathischen.System scheiden Patienten mit die-
sem Tumor in erhdhtem MaRe die Katecholaminmetaboliten
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Vanillinmandelsdure (VMA) und Homovanillinsdure (HVA) als
Tumormarker mit dem Urin aus, so daB deren Bestimmung als
Neuroblastomsuchtest dienen kann.

Damit sind die biologischen und therapeutischen Voraussetzun-
gen fur ein Massenscreening gegeben. Aufgrund der bisher vor-
liegenden Daten aus den bundesdeutschen Neuroblastom-The-
rapiestudien von 1979—1988 diirfte eine Urinkatecholamin-
bestimmung im 6. bis 10. Lebensmonat geeignet sein.

Hierzu wurde eine Methode zur praktikablen Uringewinnung °

mittels brieflich trockenversandfahiger Papierwindeleinlagen
entwickelt. Nach Elution der absorbierten Urinmenge kann mit-
tels HPLC die VMA und HVA bezogen auf die Urin-Kreatinin-
konzentration quantitativ bestimmt werden. Dabei werden we-
gen des groRen Probenaufkommens im Rahmen eines Mas-
senscreeningsprogrammes hochste Anforderungen an Analyse-
zeit und Automatisierbarkeit der HPLC-Methode gestellt.

In der vorgestellten Arbeit werden erste Erfahrungen unseres
Labors mit diesem integrativen Massenscreeningkonzept anhand
von 300 Saduglingen unter Einbeziehung von 20 Kinderarztpraxen
und 3 Kinderkliniken in der BRD vorgestellt.

* Geférdert von der Werner-Otto-Stiftung, Hamb!
Erforschung und Heilung von Kreb
RECIPE, Minchen,

; der Ford inschaft zur
im Kind Hamburg; der Firma
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Lymphozyten-Subpopulationen
bei Neugeborenen, Sauglingen
und Kindern

P. Kapaun', U. Schledt?, L. J. Behnken' und B. Kornhuber?®
' BIOSCIENTIA; Institut fir Laboruntersuchungen GmbH,
Ingelheim

2 Berufsgenossenschaftl. Unfallklinik, Frankfurt

3 Zentrum der Kinderheilkunde, Universitit Frankfurt

Durch den Einsatz von monoklonalen Antikorpern und standardi-
sierten MeBverfahren ist die Lymphozyten-Differenzierung zu
einem wichtigen Bestandteil in der Diagnostik und Verlaufskon-

trolle verschiedener Erkrankungen geworden. Die Interpretation .

der Befunde bleibt jedoch problematisch, da es sich neben der
groBen biologischen Varianz mehrfach beschriebene Hinweise
auf eine alters- und geschlechtsabhéngige Variabilitat der Lym-
phozyten-Subpopulationen finden (1, 2). Durch die Zunahme
der HIV-infektionen im Sauglings- und Kindesalter wird es not-
wendig, Ergebnisse der Lymphozyten-Differenzierungen in die-
sen Altersgruppen zu interpretieren. Uns interessierte deshalb
vor allem die Frage, ob sich innerhalb der Gruppe 0—13 Jahre
altersspezifische Unterschiede in der Verteilung der Lymphozy-

ten-Subpopulationen verbergen. Lymphozyten aus EDTA-Voll-
blutproben von 94 klinisch gesunden Kindern wurden ohne
Gradientenisolierung mit monoklonalen Antikdrpern markiert
(OKT4/CD4, OKT8/CD8, OKT11/CD2, Anti-Leu 10/CD19, An-
ti-Leu 7/NK-Zellen) und mit einem DurchfluRzytometer analy-
siert. Es zeigte sich eine signifikante Abhéngigkeit vom Alter. Im
Vergleich zu Erwachsenenwerten waren die absoluten Zellzahlen
fur die Gesamt-T-Zellen und B-Zellen bei der Geburt erhéht,
nahmen in den ersten vier Lebensmonaten weiter zu und fielen
dann mit zunehmendem Alter auf Erwachsenenwerte ab. Die
absoluten Zellzahlen der Helfer- und Suppressor-Population
folgten dem gleichen Trend. Der Anstieg der Suppressorzellen
war jedoch weitaus geringer als der der Helferzellen, was zu

. einem deutlichen Anstieg der Ratio CD4/CD8 im Séuglingsalter

fiihrte. Die NK-Zellen stiegen kontinuierlich an und lagen auch
im Alter von 13 Jahren unter den Erwachsenenwerten. Nach
diesen Ergebnissen ist es nicht zulassig, MeBwerte von Kindern
anhand der Erwachsenen-Referenzwerte zu beurteilen. Mit der
Erstellung von orientierenden Referenzbereichen soll unsere Ar-
beit dazu beitragen, das Einordnen pathologischer Befunde bei
Kindern zu erleichtern. Wichtiger Hinweis: Unsere Referenzwerte
gelten fir die Vollblutmethode.

Schrifttum:

1. HICKS, et al.: Arch. Pathol. Lab.med. Vol.107, 518523 (1983).
2. RODECK, et al.: DMW 108, 1880 —1883 (1983).
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Erstmalige verteilungsfreie 95%-
.Normal”bereiche fur Leukozyten und
Thrombozyten bei deutschen Gesunden
Erwachsenen (n = 162)

D. Oppermann
Uniklinik Mainz

Fir deutsche Erwachsene existieren keine prézise definierten
(1) Blutbild-,,Normal“bereiche. Bei Schilling gilt als ,,normal”:
5000—8000 Leukozyten/ul, 54—72% Neutrophile, 51 —67%
Segmentkernige, 21 —35% Lymphozyten. Ganz anders bei Un-
dritz. (3): 3500—-10000 Leukozyten/ul (nlichtern, morgens),
45 —-70% Segmentkernige, 20—45% Lymphozyten. Wieder an-
ders bei Begemann (4): siehe Tabelle. Bodemann (5) empfiehit
20 Jahre alte US-Referenzwerte [(6) zitiert in Wintrobe's Cli-
nical Hematology 1981], die nicht fir Deutsche 1988 gelten
kénnen, da die Referenzindividuen in 1400 m Hohe (Salt Lake
City) lebten, 65 der 291 Referenzindividuen Schwarze mit niedri-
geren Leukozytenzahlen waren, und die deutsche Ernahrungs-
lage 1988 anders ist als die der US-Referenzindividuen: 188
Studenten (Caucasier, 166 M + 22 F), 39 Gefangnisinsassen

Orientierende Referenzbereiche (90% Konfidenzintervall) zur Beurteilung von Meldaten bei Neugeborenen, Séuglingen und Ki indern’

Parameter Neugeborene <1 Jahr 1-5 Jahre 6-13 Jahre
n=20 n=23 n =27 n=24
Lymphozyten/pl 2248 -6688 2619—-8889. 1466 —7982 9223795
Rel. % 22,8—-64,2 41,2-80,6 25,7-71,6 25,2—80,2
Gesamt-T-Zellen/pl 14383863 1581 —-6020 967 —-6155 697 —2864
Rel. % 46,0—80,1 52,4—82.,8 54,9-83,8 54,3-97,1
Gesamt-B-Zellen/ul 234-1231 415-2621 193-1451 104-871
Rel. % 71-243 9,4-371 7,1-35,2 6,56—29,1
Helferzellen/pl 957—-3106 1143—-4380 511-3774 355—-1685
Rel. % 22,9-61.6 38,0—-59,8 30,1—54,6 26,3-50,9
Suppressorzellen/pl 315—-1420 244-1521 260—1374 216-940
Rel. % 10,1-30,5 9,0—23,6 9,7—28.9 10,4—29,6
Ratio 11-45 2,0-59 1,3-5.4 1,4-35
NK-Zellen/ul 1-18 11-190 70-519 52—-592
Rel. % 0-05 0,.2-3,2 1,7-133 2,9-18,6

' Als Dissertation ei icht am Kfinikum der Johann Woltgang Goethe-Uni

kfurt a.M.'(Dez. 1988)
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jetzige Studie
n = 162 Deutsche

Begemann 1986 (4)
n =
7, Erwachsene

? .,Normal”werte
? Grenzen nicht definiert
?

Orfanakis 1970 (5, 6)
= 226 US-Caucasier
Gefangnisinsassen,
Studenten, Soldaten
95%-Range: grafisch
2,5-97,5 Percentilen
g:oulter A&F + Visuell

R e e T

Referenzindividuen: gesunde Blutspender
Refrenzbereich: 95%-Range: berechnet
2,5-97,5 Percentilen
Methode Ortho ELT-15
Blutentnahme 8—-20 Uhr
Leukozyten/pl 3900-11700
Lymphozyten/pl 1200-4000
Monozyten/pl 300-1000
Granulozyten/pl 2000--7900
Neutrophile/pl -
Lymphozyten % 21,2-46,1
Monozyten % 50-125
Granulozyten % 44,0-73,0

Thrombozyten/jl 145000—-380000

?

4000-9000 4550-10100
10003600 15004000
80-540 220-950
2200-6300 20506800
25--40 -

2-6 -

150000—250000 Zdhlkammer  —

mit Vitaminmangelernahrung (14 Schwarze + 15 Caucasier), 74
Soldaten (51 Schwarze + 23 Caucasier), Alter: 16 —49 Jahre.

Die jetzige Studie prasentiert ,Normalwerte” (zentrale 95%-
Bereiche) gesunder deutscher Erwachsener. Die Messung er-
folgte mit dem Ortho ELT-15 Laser-Hamatologie-Zellzahler, der
ein 3teiliges Diff.-Blutbild (Lymphozyten, Monozyten, Granulo-
zyten) herstellt. Als Referenzindividuen dienten alle konsekutiven
Thrombozytenspender im Juli 1988, die offensichtlich gesund
waren und eine normale GTP hatten: 162 Spender (10 Frauen,
152 Manner), 20—64jahrig. Die 2,5 und 97,5 Percentilen wur-
den mit einem Apple Macintosh Computer bestimmt, nonpara-
metrisch (1) wegen der schiefen Verteilungen der Blutzellen. Die
Ergebnisse zeigt die folgende Tabelle:

Schrifttum:

1. SOLBERG, H. E.: Establishment and use of reference values. In: TIETZ, N. W.
(Hrsg.) Textbook of Clinical Chemistry. WB S: Philadelphia. 356 — 386 (1986).
2. SCHILLING, V.: Das Blutbild. Fischer, Jena. 207 213 (1943) und Praktische
Blutlehre. Fischer, Jena (1959).

3. UNDRITZ, E.: Himatologische Tafeln. Seite 45 Sandoz (1972).

4. BEGEMANN, H., RASTETTER, J.: Klinische Hal logie. Thieme, Stuttgart 1986.
5. BODEMANN, H. H. et al.: Blutbild. In: THOMAS, L. (Hrsg.) Labor und Diagnose.
Med. Verl.Ges. 559 —564 (1988).

6. ORFANAKIS, N. G. et al.: Normal blood leukocyte concentration values. Am. J.
Clin. Pathol. 53; 647 (1970).
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Vergleich der automatisierten Blutbild-
Differenzierung durch Streulicht-
cytochemische (H1) und Streulicht-
konduktometrische Analyse (VCS)

B. Marti, T. Lenz und N. Katz

Zentrallabor am Universitatsklinikum Freiburg
Institut fir Klin. Chemie und Pathobiochemie
Klinikum Giessen

Fir die automatisierte Differenzierung der fiinf klassischen Leu-
kozytenpopulationen stehen derzeit die cytochemisch-streu-
lichtcytometrische Analyse am H1 und H6000 (Technicon) und
die kombinierte Impedanz- Leitfahigkeit-Streulicht-Messung am
VCS (Coulter) zur Verfligung. An 834 unausgewahiten Blutpro-
ben erwachsener Patienten eines Universitatsklinikums wurden
beide Analysenverfahren miteinander verglichen und der mikros-
kopischen Auswertung gegeniiber gestelit. 376 Proben wurden
von allen drei Analysatoren nicht als kontrollbedrftig signalisiert.
Zwischen allen Systemen war eine gute Ubereinstimmung der
neutrophilen Granulozyten, eosinophilen Granulozyten und
Lymphozyten zu beobachten. Die Monozyten wurden am VCS
im Mittel um 18% hoher als an den beiden cytochemischen Ana-
lysatoren bestimmt. Die Korrelation der Neutrophilen, Eosinophi-
len und Lymphozyten zwischen den verschiedenen Geréten war
mitr = 0,97 —0,99 deutlich héher als die Korrelation der Mono-
zyten mit r = 0,88 —0,94. Die basophilen Granulozyten wurden
am VCS um 50% niedriger bestimmt als an den cytochemischen
Analysatoren.

180 Lab.med. 13: 180 (1989)

123 Proben wurden von allen drei Geraten Gibereinstimmend als
kontrollbediirftig signalisiert. Die mikroskopische Kontrolle ergab
in nahezu allen Fallen eine qualitative Abnormalitit und damit
eine richtig-positive Signalisierung.

336 Proben wurden divergierend von den Analysatoren als kon-
troll- oder nicht kontrollbedirftig gekennzeichnet. Die mikrosko-
pische Untersuchung ergab, daR ‘4 dieser Proben leicht- bis
mittelgradige qualitative Abnormalitaten aufwiesen, diez. T. nicht
signalisiert wurden. Insgesamt lag die Rate falsch-positiver Be-
funde und damit die Zahl ,unnétiger” mikroskopischer Kontrollen
an allen Systemen weit héher als die Zahl falsch-normaler Be-
funde, die zum ,,Ubersehen” einer qualitativen Abnormalitat fih-
ren wiirden.
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Vergleich der Ergebnisse cytometrischer,
cytochemischer, konduktivmetrischer
und mikroskopischer Verfahren

zur Differenzierung der Leukozyten —
ein Erfahrungsbericht

R. J. Klosson
Hygiene-Institut des Ruhrgebiets, Gelsenklrchen
(Direktor: Prof. Dr. N, DickgieBer)

Neben der mikroskopischen Differenzierung des weifen Blut-
bildes stehen heute mehrere Analysengerate zur Verfiigung, die
mit verschiedenen Verfahren die fiinf ,,Standardzellen” unter-
scheiden kénnen. Im Rahmen einer Gerdteerprobung konnten
die Ergebnisse von zwei Analysengeraten (Coulter VCS, Techni-
con H1) mit den Ergebnissen der trimodalen Leukozytenvertei-
lung (Coulter Stacker) und mit der mikroskopischen Analyse
verglichen werden. Zur Untersuchung kamen 169 (VCS) bzw.
160 (H1) unselektierte EDTA-Blutproben aus dem Einsendela-
bor einer Laborgemeinschaft. Mit einer begrenzten Probenanzahl
(n = 20) konnte im Laufe einer Geradtedemonstration auch ein
erster Eindruck Uber ein neues Analysengerat (Sysmex NE 8000)
gewonnen werden, das demnéchst erhaltlich sein wird.

H1, Stacker und NE 8000 ermitteln auch die Parameter des sog.
.kleinen Blutbildes”. Hier zeigte sich eine sehr gute Ubereinstim-
mung der Ergebnisse fir Himoglobin, Erythrozyten-, Leukozy-
ten- und Thrombozytenzahl.

Fiir die neutrophilen Granulozyten und die Lymphozyten zeigten
VCS, H1, und soweit bei der kleinen Probenzahl beurteilbar auch
der NE 8000 eine gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
des Stackers sowie der mikroskopischen Analyse. Dagegen wa-
ren fir die Zahlrate der sog. ,,monozytaren Zellen” z.T. beachtli-
che Unterschiede feststellbar. So zeigte der Stacker keine gute
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des mikroskopischen Be-
fundes oder mit den Ergebnissen der Gbrigen Analysengerite.
Beim VCS war keine zufriedenstellende Korrelation der Monozy-
tenzahlung mitden mnkroskoplschen Ergebnissen feststellbar. Fir
den H1 konnte zwar eine gute Korrelation zu den mikroskopi-
schen Befunden festgestellt werden, das Gerdt gab aber im Mittel




eine etwas hohere Zelizahl an als bei der mikroskopischen Beur-
teilung gesehen wurde. Eosinophile Granulozyten werden dage-
gen von beiden Analysengeréten (VCS, H1) sicher und in guter
Ubereinstimmung zum mikroskopischen Befund erkannt. Zum
NE 8000 waren wegen der geringen Probenzahl im Rahmen die-
ser Untersuchung keine gesicherten Aussagen zu erhalten, ana-
log verhélt es sich auf Grund der kieinen Zellzahlen auch fir die
Interpretation der Ergebnisse der Basophilenzihlung.

¢ Proben schwankte bei den zur Verfiigung gestellten Geriten zwi-
» schen 27,5 und 37,5%. Abnormalititen wurden beim VCS und
_beim H1 deutlich sicherer als beim Stacker angezeigt, der je
- nach Art der Verdnderung ca. 25 bis 70% der mikroskopisch
* als pathologisch eingeordneten Proben signalisierte. Vom VCS
+ wurden Abnormitaten bei ca. 50 bis 75%, vom H1 bei 55 bis
¢ 100% der betroffenen Proben angezeigt. Dabei wurden Proben
i mit Verdnderungen des weiRen Blutbildes im Rahmen hamatolo-
i gischer Grunderkrankungen sicherer erkannt als Proben mit reak-
i tiver Linksverschiebung und sog. ,lymphatischen Reizformen”.

' Soweit im Rahmen dieser Untersuchung beurteilbar, kann die
Zahl der mikroskopischen Blutbild-Differenzierungen durch
Analysengerdte ohne eine wesentliche Einschrinkung der di-

agnostischen Aussagefahigkeit erheblich reduziert werden, wenn

vom Gerdt 5 Zellklassen unterschieden werden.
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EinfluR der Alterung von EDTA-Blutpro-
ben auf die Ergebnisse von hamatologi-
schen Analysengeraten (einschlieRlich
der Differenzierung der Leukozyten)

R. J. Klosson
Hygiene-Institut des Ruhrgebiets, Gelsenkirchen
(Direktor: Prof. Dr. N. DickgieRer)

Einsendelabors haben oft groRe Probleme, fiir himatologische
Untersuchungen geeignetes Material zu erhalten. Blutausstriche
werden bei den Einsendern in sehr unterschiedlicher Qualitat
angefertigt. Beim Versand von EDTA-Blutproben liegt zwischen
der Blutentnahme und der Bearbeitung der Probe eine groRere
Zeitspanne, die bis zu 48 Std. betragen kann. Inzwischen werden

Der Anteil der zur mikroskopischen Kontrolle gekennzeichneten -

eine Reihe von Analysengeriten fir das sog. ,.groRe Blutbild"
bzw. fir die Leukozytendifferenzierung angeboten, die sich vor
allem in der Differenzierungstechnik unterscheiden. Bei drei Ge-
réten (Coulter Stacker, Coulter VCS, Technicon H1) bestand nun
bei einer Geréteerprobung im Labor die Méglichkeit, die Verin-
derungen der Ergebnisse einer kleinen Anzahl von EDTA-Blut-
proben (n = 4) liber einen Zeitraum von 24 (VCS) bzw. 48 Std.
(Stacker, H1) bei Raumtemperatur zu verfolgen. Im Rahmen einer
Geratedemonstration konnten auch 24 Std. alte EDTA-Blutpro-
ben Gber ein demnéchst in Deutschland erhaltliches Gerat (Sys-
mex NE 8000) vermessen und die Ergebnisse mit denen des
Coulter Stacker verglichen werden.

Bei allen Gerdten, die ein groRes Blutbild erstellen, zeigten sich
keine wesentlichen Veridnderungen der Analysenergebnisse fiir
das rote Blutbild, die Thrombozytenzahl und die Gesamtleukozy-
tenzahl nach 24 und 48 Std. Dagegen fanden sich bei den unter-
suchten Proben z.T. gravierende Veranderungen der Differenzie-
rung des weiBen Blutbildes. Gerite, die die einzelnen Leukozy-
tenpopulationen cyzometrisch mit Hilfe der trimodalen Vertei-
lungskurve sowie mit Hilfe von verbesserten Widerstandsmes-
sungen und der Messung von Streulichtsignalen unterscheiden,
zeigten einen z.T. bereits nach 8 Std. einsetzenden Abfall der
Granulozytenzahlen bei entsprechender Zunahme der sog. ,,mo-
nozytaren Zellen” (besonders Monozyten und basophile Granu-
lozyten). Bei mehrfachen Wiederholungsmessungen fanden sich
auch erhebliche Unterschiede in den Ergebnissen einzelner Pro-
ben. Der Anteil der Lymphozyten blieb oft unverindert, bei ein-
zelnen Proben kam es mit der Alterung aber auch zu erniedrigten
oder erhShten Werten. Parallel zu diesen Verdnderungen kam es
zum Auftreten von , Suspect”-Meldungen, die eine mikroskopi-
sche Kontrolle erfordern. Nur bei einem Gerdt, das neben der
cytometrischen Analyse auch eine cytochemische durchfiihrt,
waren die Ergebnisse fiir Granulozyten, Lymphozyten und Mo-
nozyten Gber 48 Std. weitgehend unverdndert. Lediglich bei den
eosinophilen Granulozyten fand sich nach mehr als 24 Std. eine
diskrete Verminderung, bei den basophilen Granulozyten ein ent-
sprechender Anstieg. Nach 24 Std. gibt das Gerat auch eine
~Suspect”-Meldung (i.d.R. ,Linksverschiebung”) an. Die Re-
produzierbarkeit der Ergebnisse einer Probe war auch nach
48 Std. noch zufriedenstellend.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, daB beim Einsatz cytochemi-
scher Methoden mit Analysengerédten bis zu 24 Std. nach der
Blutentnahme verlaRliche Resultate fir das ,,groRe Blutbild” er-
halten werden kénnen. Zur Sicherung dieses Befundes sind aber
noch weiteré, umfangreichere Untersuchungen erforderlich.

: STTUminogent(9IvonT43C) I
MO Vienzeit etwayi[Sekunde I

nes
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Korrelation der aktivierten partiellen
Thromboplastinzeit und der Plasma-
Heparin-Konzentration bei konstanter
i.v. Heparinapplikation

H. A. Weinand, M. Erdweg und M. Hoffmann
Institut fir Hygiene und Laboratoriumsmedizin
der Stadtischen Krankenanstalten Krefeld
(Direktor: Prof. Dr. med. H. Finger)

Als laborchemische Kontrolimethoden fir eine Heparintherapie
stehen heute die Vollblutgerinnungszeit, die Thrombinzeit, die
aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) sowie die Heparin-
bestimmung mit Hilfe von chromogenen Substraten zur Verfi-
gung. Von diesen Parametern hat sich die aPTT fir die Uber-
wachung der intravendsen Heparinapplikation mittels Perfusor
durchgesetzt. Daneben bietet auch die Heparinbestimmung im
Plasma die Maglichkeit einer sinnvollen Kontrolle. Da sich bei
konstanter Heparinzufuhr eine Verldangerung der aPTT nicht in
allen Fallen in dem erwarteten MaRe einstellt, haben wir Untersu-
chungen zur Korrelation der aPTT und der Plasma-Heparin-Kon-
zentration durchgefiihrt.

Material-Methode: Wir haben bei 39 Intensivpflegepatienten, die

einer standigen Heparinzufuhr bedurften, die Effektivitat dieser
TherapiemaBnahme mittels aPTT kontrolliert und parallel dazu
die Heparin-Konzentration im Plasma bestimmt. Alle Patienten
erhielten 1000 E Heparin/h iber einen Perfusor. Beriicksichtigt
wurden nur Probanden mit einem normalen Antithrombin-Il|-
Spiegel sowie einem normgerechten Saure-Basen-Haushalt. Die
aPTT wurde mit dem Reagenz Pathromtin (Behring) bestimmt.
Die Untersuchung der Heparin-Konzentration erfolgte mit dem
chromogenen Substrat S 2222 (KABI).

Ergebnisse: Die Untersuchungsergebnisse zeigen, daB trotz kon-
stanter Heparinzufuhr bei jedem Patienten ein individuelles An-
sprechen der Gerinnung auf diese Therapie gegeben ist. Dies IaRt
sich auch an Hand der gemessenen Heparin-Plasma-Konzentra-
tionen bestatigen. Die Korrelation zwischen aPTT und Heparin-
Konzentration betragt 0,57.

Diskussion: Da Heparin im menschlichen Organismus neben sei-
ner gerinnungsphysiologischen Wirksamkeit unter bestimmten
Bedingungen auch Affinitaten zu anderen Stoffwechselvorgéan-
gen hat, sind unsere Untersuchungsergebnisse dahingehend zu
interpretieren, daR eine standardisierte Therapie mit.einer kon-
stanten Heparindosis weder mit der aPTT noch mit der Plasma-
Heparinbestimmung exakt zu Uberwachen ist. Die Ergebnisse
zeigen, daR jeder Patient individuell im Rahmen seiner Stoff-
wechselbedingungen auf eine Heparinapplikation reagiert.

Schrifttum:
BOTTCHER, D.: Heparin: Indikationen, Applikationsf 1 und Labork len.
Nieren und Hochdruckkrankheiten 3, 106 —110 (1981).
WIT, J.: Amidolytische Antith bin-11- und Heparinb ing. Klinik 9,779~
780 (1980).
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Eine Plattchenfaktor 4 unabhangige
Methode fur die Bestimmung
von Heparin

K. Fickenscher, U. Buckler und U. Konheiser
Behringwerke AG, Postfach 1140, Marburg

Die Bestimmung von Heparin in vitro wird vor allem durch
Plattchenfaktor 4 (PF4) in der Probe beeinflut. Aus diesem
Grund muBte Heparin bisher unter streng kontrollierten Bedin-
gungen bestimmtt werden. Die hier vorgestelite Methode erlaubt
eine PF4 unabhangige Heparin-Bestimmung aus Citratplasma.
Der'Test beruht auf einer durch Heparin oder Heparinfragmente
katalysierten Inaktivierung von Faktor.Xa durch Antithrombin il
(AT {l1). Sowohl hochmolekulares als auch niedermolekulares
Heparin kann Gber den gesamten therapeutischen Konzentra-
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tionsbereich bestimmt werden. Zuerst wird dem Plasma AT |l
zugesetzt, um einen eventuellen Mangel auszugleichen. An PF4
gebundenes Heparin wird durch sulfatierte Polysaccharide, die
im Faktor Xa-Reagenz enthalten sind, freigesetzt. Faktor Xa wird
durch das sekundar freigesetzte Heparin und durch freies Heparin
gehemmt. Nach der Inkubation der Plasmaprobe mit AT Ill und
Faktor Xa-Reagenz wird dem Test ein spezifisches chromogenes
Substrat zugesetzt, das durch die restliche FXa-Aktivitat umge-
setzt wird. Die Umsetzung des Substrates wird kinetisch mit
einem Photometer gemessen. Die Extinktions-MeBwerte werden
an einer Bezugskurve ausgewertet.

Probleme bei der Labortiberwachung der
thrombolytischen Therapie mit rekom-
binantem tissue Plasminogen-Aktivator
(rt-PA)

E. Seifried" und P. Tanswell?

' Zentrale Einrichtung Klinische Chemie und Abt. Innere
Medizin 11l des Klinikums der Universitat Ulm

2 Dr. Karl Thomae GmbH, Biberach

In einer Phase-I-Studie an gesunden freiwilligen mannlichen
Probanden (n = 36) wurden unterschiedliche Mengen rt-PA
intravends infundiert und wahrend und nach der Infusion eng-
maschige Untersuchungen des Gerinnungs- und Fibrinolyse-
Systems durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde eine Plazebo-Gruppe
mitgefiihrt. Die Plasminogen- und a,-Antiplasmin-Aktivitaten
fielen wahrend der Infusion auf ca. 70%/35% (0,25 mg/kg/
60 min) bzw. 40%/20% (0,50 mg/kg/60 min) des Ausgangs-
wertes ab und stiegen nach Ende der Infusion wesentlich schnel-
ler wieder an, als die bekannten biologischen Halbwertszeiten
dieser Proteine erwarten lassen. Dies deutet auf eine in vitro
Fibrinolyse hin. In vitro-Untersuchungen an frisch gepooltem
Zitratblut ergaben rt-PA-dosisabhingige Veranderungen von
Quick-Wert, partieller Thromboplastinzeit, Thrombinzeit, Fibri-
nogen, a,-Antiplasmin und Plasminogen. Bei therapeutischen

-Spiegeln, wie sie bei der thrombolytischen Therapie des Myo-

kardinfarktes erreicht werden, wurden in vitro Aktivitatsverluste
der Gerinnungsparameter um bis zu 50 —80% beobachtet. Diese
Veranderungen konnten durch Zugabe eines anti-rt-PA-Antikor-
pers oder des synthetischen rt-PA-Inhibitors PPACK verhindert
werden. In einer weiteren Probanden-Studie (n = 18) und bei
Patienten mit akutem Herzinfarkt (n = 12) wurden Gerinnungs-
analysen mit und ohne Verwendung der genannten Inhibitoren
durchgefiihrt. Dabei konnten erhebliche Diskrepanzen der ver-
bliebenen Restaktivitditen gemessen werden. Die Unterschiede
entsprechen einer in vitro-Aktivierung des Fibrinolyse-Systems
mit konsekutivem Abbau einzelner Gerinnungsparameter. Die Er-
gebnisse zeigen, daB zur korrekten Bestimmung von Gerin-
nungsparametern wahrend der Thrombolysetherapie mit rt-PA
Inhibitoren erforderlich sind.
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Fibrin monomer has a high predictive
value for the prethrombotic state in
postoperative deep vein thrombosis

E. Spanuth® and G. Vogel?

' Boehringer Mannheim GmbH, Abt. Blutgerinnung,
Sandhofer Str. 116, D-6800 Mannheim

2 Medizinische Akademie Erfurt, Nordhéuser Str, DDR-5020
Erfurt

Intravascular activation of the coagulanon $ystem produces dis-
seminated intravascular coagulation (DIC) or deep vein throm-
bosis (DVT) and is characterized by the occurrence of circulating
soluble fibrin monomer complexes (FM) in plasma. In order to
evaluate the prognostic and diagnostic value of thiis parameter
in 156 patients with fractures of femur, neck of the femur, tibia,
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fibula and with knee joint of elective hip surgery FM have been
determined using the FM-Test Boehringer Mannheim (erythro-
. cyte agglutination test acc. to Largo). Plasma samples were taken
prior to and on the 1st, 2nd, 3rd, 5th, 7th and 9th day following
the operation. Diagnosis of DVT was carried out by '25-J-
labelled fibrinogen test in parallel. Positive results were checked
by phiebography on the 7th or 9th postoperative day. In patients
without DVT positive FM resuits were obtained only in 26%
regarding the lowest detection limit of FM-Test. On the other

hand in 34 of 36 (94%) patients with postoperative DVT con- .

firmed by phlebography elevated FM levels could be detected
1 -2 days before the fibrinogen test gave positive results. The
predictive value calculated on the basis of elevated FM levels is
to be 63—73%. These results show that the FM-Test allows an
early detection of prethrombotic state in the development of
postoperative DVT.
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Use of citrated plasma and capillar blood
in the prothrombin time determi-

nation — A comparison in the course of
Hepato Quick standardisation accord-
ing to the who model

E. Spanuth and E. Zimmer
Boehringer Mannheim GmbH, Abteilung Blutgerinnung,
Sandhofer StraBe 116, 6800 Mannheim 31, FRG

In the monitoring or oral anticoagulation the use of capillary
blood instead of citrated plasma has several advantages. The
patient does not have to undergo vein puncture and the prep-
aration of citrated plasma, a possible source of errors, can be
omitted. In seven centres the ‘Hepato Quick citrated plasma
method and the Hepato Quick capillary blood method for deter-
mination of prothrombin time (PT) were evaluated on plasma
and capillary blood samples from healthy subjects and from
patients on oral anticoagulant therapy. The standardization of
Hepato Quick using capillary blood and citrated plasma for PT
determination was performed by comparison with a lot of the

International Reference Thromboplastin OBT/79 according to -

the WHO model. For all Hepato Quick lots evaluated, a mean
International Sensitivity Index (1SI) of 0.95 was obtained for the
citrated plasma method and of 1.0 for the capillary citrated blood
method. Expressed in percent of normal the therapeutical range
was confirmed for both the citrated plasma method and the
capillary citrated blood method in comparison with the Inter-
national Reference Thromboplastin OBT/79 to be 10—20%. The
good congruence of the ISl values also shows that capillarry
blood may be used the same way as citrated plasma for PT
determination with Hepato Quick.

{ D45

D-Dimer indicates the progression
of malignant disease-in patients
with breast cancer

M. Neises, M. Platz, H.-J. Strittmatter, F. Melchert

and E. Spanuth *

Universitats-Frauenklinik, Klinikum Mannheim,
Theodor-Kutzer-Ufer, 6800 Mannheim 1

* Boehringer Mannheim GmbH, Abteilung Blutgerinnung,
Sandhofer StralBe 116, 6800 Mannheim 31

Patients with benign breast tumor (group A), carcinoma of the
breast (group B) and primary metastasized breast cancer or sec-
ondary malignancy (group C) were included in a prospectiv
study. The aim of the study was to examine the diagnostic validity
of several coagulation parameters connected to activation pro-
cesses of the coagulation and fibrinolytic system.

Plasma sarpples were obtained prior to and 10 days after surgery
for determination of fibrinmonomer, D-Dimer, Antithrombin 11|
and Protein C. In order to compare these parameters with estab-
lished tumor markers CEA and CA 15-3 were measured.

]\lo differences were found between the various patient groups
in AT lll, Protein C, CEA and CA 15-3 concentrations. On the
other hand a different behavior was seen in case of D-Dimer.
Whereas no significant elevated D-Dimer values were found in
group A and B before and after surgery group C shows
postoperatively markely rised levels.

This result show that a discrimination between patients with
metastasized breast cancer or secondary malignancy and others
with benign breast tumors or primary carcinoma of the breast is
possible by D-Dimer determination.
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Evaluation of ELISA PF 4 and ELISA
B-TG for determination of platelet specific
proteins platelet factor 4 (PF 4) and
B-thromboglobulin (B-TG) by enzyme-
linked immunosorbent assay

K.-E. Stotzer and E. Spanuth
Boehringer Mannheim GmbH, Abteilung Blutgerinnung,
Sandhofer StraBe 116, 6800 Mannheim 31, FRG

We repot about two new methods for determination of PF 4 and
B-TG by enzyme-linked immunosorbent assays, ELISA PF 4 and
ELISA B-TG (Boehringer Mannheim).

Samples are obtained by clean venipuncture using CTAD-Tubes
(Boehringer Mannheim) which contained citrat, theopylline,
adenosine and dipyridamole to avoid platelet activation during
sample preparation.

With standard sample dilution of 1:5 for ELISA PF 4 and 1:10
for ELISA B-TG the assay range was 1—100 IU of PF 4 and 5—
200 IU of B-TG.

In working solution the lowest detection limit was found to be
0.25 |IU/ml for B-TG and 0.2 IU/ml for PF 4. The high reliability
of ELISA PF 4 and ELISA B-TG can be concluded from the
within-run and day-to-day coefficient of variation of 3.1—-6.2
respectively 5.5—6.7 ELISA PF 4 and 2.2 — 3.6 respectively 5.1 —
7.1 for ELISA B-TG. Recovery studies with various levels of PF 4
and B-TG shows the good accuracy of the ELISA methods. With
ELISA PF 4 we obtained a recovery of 96 —104% (PF 4 values
from 6.9 —39 IU/ml) and with ELISA B-TG of 96 -102% (B-TG
values from 28—122,5 IU/mt).

Methodcomparison with PF 4 RIA-KIT (Abbott) respectively
B-TG RIA (Amersham) shows good correlation (r = 0.89 respec-
tively r = 0.97).
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Automatisierung eines neuen zweistufi-
gen Tests zur photometrischen Bestim-
mung der partiellen Thromboplastinzeit
mit einem chromogenen Substrat

F. Keller, M. Kraus, F. Metz, J. Sieber, E. Solleder, G. Zang,
P. Ziirrlein, F. Dati* und .U. Konheiser *

Medizinische Universitatsklinik, Zentrallabor, Wiirzburg;
* Behringwerke AG, Postfach 1140, Marburg

Die Einfihrung der Photometrie bei Gerinnungstests stelit nicht
nur einen wichtigen Schritt zur Optimierung und Standardisie-
rung, sondern auch zur Automatisierung der hdmostaseologi-
schen Diagnostik dar. Photometrische Gruppentests fir gjne
Thromboplastinzeit und die aktivierte partielle Thromboplastin-
zeit (PTT) sind bereits beschrieben (1).
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Um die Automatisierung der PTT-Bestimmung zu erreichen,
wurde ein neuer chromogener Test (CTS-Neothromtin, Behring-
werke AG) am Cobas Fara, einem Zentrifugalanalysator (Hoff-
mann-La Roche, Basel/Schweiz) adaptiert. Dieser Test basiert
auf einer fixed-absorbance Messung und wird Gber einen an das
Analysengerit angeschlossenen, externen Rechner ausgewertet.

Bestimmungen der PTT mit diesem System in Plasmen eines
Referenzkollektivs (n = 50) ergaben einen Referenzbereich von
28-45 sec fir diese chromogene Methode. Fir Faktor VI
wurde eine Empfindlichkeit des Tests von 45% der Norm ermittelt.

Die Heparinempfindlichkeit dieses neuen Tests liegt bei 0,08 E/
ml (HMW-Heparin). Vergleichsmessungen zwischen der photo-
metrischen Zweistufen-PTT am Cobas Fara und einer traditionel-
len PTT (Neothromtin, Behringwerke AG) am KC10 (Amelung,
Lemgo) in Plasmen von Patienten mit Hamophilie oder v. Wille-
brand Syndrom (n = 15) sowie von Patienten unter Antikoagu-
latien- oder Lysetherapie (n = 63) ergaben gute Korrelationen.

Das System aus Cobas Fara und dem hier evaluierten Reagenz
(CTS-Neothromtin, Behringwerke AG) bietet daher einen neuen
Weg zur zuverldssigen, automatisierten Gerinnungsdiagnostik.
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Determination of immunosuppressive
acid protein (IAP) in patients with

thyroid medullary cancer: comparison
with carcinoembryonic antigen (CEA)

I. Karbowiak, S. Dotto, G. L. Gessoni, P. Maturi, M. E. Girelli
and F. Callegari

Ospedale Civile Piove di Sacco and Istituto Semeiotica
Medica, University of Padua, Italy

IAP is a low molecular weight glycoprotein which has been
isolated in its pure form in plasma. It is still not clear which is the
function of this factor, but recent studies reported that 1AP is
elevated in several neoplastic diseases (1, 2, 3). These studies
have also shown that |AP elevationis more evident in advanced
stage of these diseases. The aim of the present study was to
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measure plasma IAP in patients with medullary thyroid cancer,
and to compare IAP values with CEA values.

Patients

40 patients with medullary thyroid cancer were studied. IAP was
also measured several times during the follow up of 10 of these
patients with metastases, after thyroidectomy.

Method

|AP was measured by nephelometric method adapted to Behring
nephelometer, using a commercial kit (Bio-Line Diagnostics).
For the standard curve the IAP standard (1 mg/ml) was diluted
till 1:20, using accelerator and buffer of N-ASL-CRP (Behring).
Normal values are considered less than 500 pg/ml.

Results

"1AP was elevated in 42% of the 40 cases studied, while CEA

increased in 97%. No correlation was evident between the two
parameters. Considering the follow up of patients with metastatic
disease, IAP was elevated in 26% of the determinations (108
determinations in 10 patients). In most of these cases the increase
of IAP started in the advanced stage of the disease and was a
negative prognostic factor. It is interesting to note that in two
cases with multiple metastasis, where CEA and TCT were nega-
tive, IAP was elevated.

Conclusions

Determination of CEA is usually a better marker for evaluation of
medullary thyroid cancer. Increase of IAP is however a marker of
advanced stage of the disease. In selected cases, where CEA is not
elevated it could be possible to consider IAP for the evaluation of
the patients.
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"I Klinische Relevanz und laborchemische
Eigenschaften von ANF und cGMP

K. P. Vorderwinkler, E. Artner-Dworzak, G. Jakob
und B. Puschendorf

Institut fiir Medizinische Chemie und Biochemie
der Universitat Innsbruck,. Osterreich

ANF (atrialer natriuretischer Faktor), ein Peptidhormon, das von
myoendokrinen Zellen des rechten Vorhofes gebildet und bei
Vorhofdehnung in das Blut sezerniert wird, wirkt an seinen Ziel-
zellen Uber ein Rezeptorsystem, das die membrangebundenen
Guanylatcyclase zur Bildung von cGMP anregt. Das von diesem
Enzym gebildete cGMP kann im Blut proportional zu seiner intra-
zellularen Konzentration nachgewiesen werden. Erhohte ANF-
Werte wurden bei Tachyarrhythmien, Herzinsuffizienz, Hyper-
volamien und bei chronischen Nierenerkrankungen beschrieben.
Wir untersuchten die laborchemischen’ Eigenschaften und die
klinische Relevanz von ANF und cGMP.

Wihrend cGMP bei Blutabnahme mit EDTA, das auch ein Hem-
mer der Phosphodiesterase ist, sowohl bei Raumtemperatur als
auch gekuiihlt Giber mindestens sechs Tage stabil bleibt, erweist
sich ANF in seinem praanalytischen Verhalten unbefriedigend.
Aufgrund dieser laborchemischen Eigenschaften von ANF sowie
der guten Ubereinstimmung zwischen ANF und cGMP im Plasma
scheint cGMP fiir die routinemaRige Labordiagnostik kardialer
Erkrankungen besser geeignet zu sein.

Die an 74 herzkranken Patienten ermittelte Sensitivitdt des cGMP
von 78% 1aRt sich nach ersten Ergebnissen durch ergometrische
Belastung noch wesentlich erhohen, so daR auch latente Herz-
erkrankungen erkannt werden konnen. Die von uns an 128 nicht-
herzkranken Patienten ermittelte Spezifitdt von 96% zeigt, daR
erhéhte cGMP-Werte im Blut nahezu ausschlieBlich durch ge-
steigerte ANF-Freisetzung zustandekommen. Unsere eigenen
Befunde deuten darauf hin, daR Erhéhungen von ANF und cGMP
nicht nur bei Herzinsuffizienzen, sondern auch bei Nierenschadi-
gungen (Kreatinin > 1,6 mg/dl) und bei Leberzirrhose (hepato-

renales Syndrom) auftreten und somit iibereinstimmende Ein-

schrinkungen der Spezifitat fir ANF und cGMP gegeben sind.
Die erhéhten ANF- und cGMP-Plasmakonzentrationen bei Nie-
renerkrankungen zeigen, daR beide Substanzen lber die Niere
eliminiert werden, obwohl der Nachweis von immunreaktivem
ANF im Urin wegen Maskierung bisher unbefriedigend ist und
daher eine genaue Messung der ANF-Clearance nicht mdglich
war; deshalb findet sich auch keine Korrelation zwischen den
ANF-Werten im Plasma und im Urin (1).

Hingegenzeigen vorliufige-Untersuchungen aus unserer Arbeits-
gruppe eine gute Korrelation zwischen cGMP-Werten im Urin
und im Plasma; die cGMP-Clearance betrdgt 100 —140 mi/min.
Da die cGMP-Bestimmung im Urin ohne Extraktion durchgefihrt
werden kann, ergibt sich eine weitere Vereinfachung dieses Tests,
so da8 er fiir die routinemaRige Anwendung bei Herzerkrankun-
gen geeigneter ist als die ANF-Bestimmung im Serum, zumal
beide Parameter nahezu die gleiche Spezifitat aufweisen.

Schrftium:

1. MISSBICHLER, A., HARTTER, E., WOLOSZCZUK, W., PITTNER; F.: Biol. Chem
Hoppe-Seyler 369, 878 (1988).
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Zur Bedeutung der mAst beim akuten
Myokardinfarkt

S. W. Golf, H. Temme, N. Katz und L. Réka .
Institut fiir Klinische Chemie und Pathobiochemie des Klini-
kums GieBen

Die mitochondriale Aspartat-Aminotransferase (mAst) wird nach
akutem Myokardinfarkt (AMI) zusammen mit anderen Enzymen,

;.B. der Creatinkinase (CK) und Laktat-Dehydrogenase (LDH)
in das Plasma abgegeben. Die katalytische Konzentration (Aktivi-
tat) der mAst verlauft zeitlich ahnlich wie die der LDH. Wahrend
eines viertagigen Stationsaufenthaltes von 53 Personen mit AMI
korrelierte die Aktivitat der mAst signifikant mit der Aktivitit der
CK, Hxdroxybutyrat-Dehydrogenase (HBDH), LDH, Isoenzym
MB der CK, und dem C-reaktiven Protein. Die Holoenzymfraktion
der mAst-Aktivitat verblieb im Gegensatz zur cytosomalen AST
bei 0,6 wahrend der Beobachtungsperiode. Das Komplikations-
risiko wurde anhand des Risikoindex (1) unter Verwendung des
Lebensalters, seriellen Messungen der Plasma-Harnstoffkonzen-
tration, sowie der LDH- oder mAst-Aktivitdt abgeschatzt. Die
Patienten wurden unabhangig vom Risikoindex doppelblind in
zwei Gruppen aufgeteilt, eine erhielt standardisierte Heparin-
Behandlung, die andere eine hochdosierte Streptokinase-Be-
handlung (2). Die Berechnung des Risikoindex in der urspriingli-
chen Form mit der LDH-Aktivitat ergab fir beide Gruppen keinen
Unterschied. Ein Austausch von LDH-Aktivitdt mit mAST-Akti-
vitdt ergab auf der Basis des berechneten Risikoindex fir die
Streptokinase-Gruppe eine giinstigere Prognose. Wenn der ur-
springliche Risikoindex der Patienten den nachtréaglich eingetre-
tenen Todesféllen, Reinfarkten und notwendigen Bypass-Opera-
tionen gegenubergestellt wurde, wiesen 54% Patienten mit nach-
traglichen Komplikationen bereits initial einen erhéhten Risikoin-

~dex auf. Wurde zur Berechnung von Risikoindex und Prognose

die mAST-Aktivitat anstelle der LDH-Aktivitdt verwendet, wie-
sen 70% der Patienten mit nachtraglichen Komplikationen einen
initial erhdhten Risikoindex und eine verschlechterte Prognose
auf.

Schrifttum:

1. ALBERT, A., HARRIS, E. K., CHAPELLE, J.-C., HEUSGHEM, C., KULBERTUS, H.
E.: On the interp ion of serial lab y in acute my dial infarc-
tion. Clin. Chem. 30, 69 —76 (1984).

2. GOLF, S. W., TEMME, H., KAMPF, K. P., BLEYL, H.,BRUSTLE, A, BODEKER, R.,
HEINRICH, D.: Systemic short term fibrinolysis with high dose streptokinase in acute
myocardial in fraction: time course of biochemical parameters. J. Clin. Chem. Clin.
Biochem. 22, 723729 (1984).
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Expression von fMet-Leu-Phe-Rezep-
toren und Produktion von Sauerstoff-
radikalen in Granulozyten septischer
Patienten

K. Tschaikowsky, U. Pfeiffer, M. Georgieff und T. Anhéup!
Institut fiir Andsthesiologie, Universitat Erlangen-Ndirnberg

Die Aktivierung von Granulozyten (GR) als unspezifische Im-
munantwort auf Infektionen und mogliche Ursache irreversibler
Zellschiadigungen (ARDS und Multiorganversagen) in der Ent-
wicklung einer. Sepsis, ist von vitaler Bedeutung. Hierzu leisten,
neben den lysosomalen Enzymen, freigesetzte Sauerstoffradikale,
aufgrund ihrer deletdren Wirkungen einen wesentlichen Beitrag.
Die GR-Aktivierung erfolgt durch chemotaktische Faktoren bak-
teriellen (Endotoxin, N-Formylpeptide) oder endogenen Ur-
sprungs (C5a, LTB4, etc.). Ziel unserer Untersuchung war es,
den EinfluR der Sepsis auf die Expression von fMet-Leu-Phe
(FMLP)-Rezeptoren fir N-Formyl-Peptide sowie die Produk-
tion von Sauerstoffsuperoxid (SO) zu bestimmen.

Material und Methodik

GR wurden aus heparinisiertem Blut (Ficoll-Separation, hypo-
tone Ery.-Lyse, Reinheit > 97%) gesunder Probanden und septi-
scher Patienten gewonnen. Die Freisetzung von SO aus nichtsti-
mulierten, sowie mit Phorbol-myristat-acetat (PMA) und FMPL
stimulierten GR wurde durch eine Superoxiddismutase inhibier-
bare Reduktion von Cytochrom ¢ gemessen. Die Berechnung
der FMLP-Rezeptorendichte erfolgte durch die Bestimmung der
spez. Bindung von *H-FMLP. Die eingesetzten Ligandkonzen-
trationen waren 1 nM (high affinity) und 120 nM. Die Bindung
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in Gegenwart von 0,6 mM unmarkiertem FMLP wurde als unspe-
zifische Bindung bericksichtigt.

Ergebnisse
SO-Freisetzung (nmol/10" Zellen/30 min):
FMLP PMA Unstimm.
Kontrolle
(n=12) 76+1.3 59,2+ 6.8 31+14
Septiker
(n=10) 122428" 36,5+10,3" 39127
FMLP-Rezeptoren pro Granulozyt
Gesamtanzahl High affinity
Kontrolle
(n = 5) (24 £04)-10* (3.8+0,2) - 102
Septiker
(n =6) (46 +£1,3)-10% (9,3+0,8) - 10%*

(Mittelwerte + SEM, * = p <0,01)

Diskussion

In der Entwicklung einer Sepsis kommt es zu einer drastischen
Zunahme der N-Formylpeptid-Rezeptoren (+91% Gesamtzahl,
+145% high affinity) in der GR-Membran. Daraus resultiert eine
verstarkte Ansprechbarkeit auf entsprechende Stimuli mit deut-
lich vermehrter (+60%) SO-Freisetzung und wahrscheinlich
auch anderer, ko-stimulierter Reaktionen. Die Rezeptor-Respon-
se-Kopplung (SO-Bildung) ist jedoch ca. 32% niedriger als auf-
grund der Rezeptorzunahme zu erwarten wiére. Ein Mangel intra-
zelluldrer Kofaktoren in der GR septischer Patienten konnte, we-
gen der um ebenfalls ca. 38% reduzierten, rezeptorunabhangigen
SO-Bildung unter PMA, urséchlich dafir sein.

ANF und cGMP beim traumatischen
Schock

A. Pomaroli, E. Artner-Dworzak, J. Koller, N. Mutz
und B. Puschendorf

Klinik fir Anaesthesie & Allgemeine Intensivmedizin
und Institut flir Medizinische Chemie und Biochemie
der Universitit Innsbruck, Osterreich

Die Ausbildung einer Hypovolamie beim traumatischen Schock
bedingt die Entwicklung pathophysiologischer Regulationsme-
chanismen. Bei solchen Mechanismen ist méglicherweise auch
das von den myo-endokrinen Zellen liberwiegend des rechten
Vorhofs bei volumenbedingter Dehnung in das Blut ausgeschiit-
tete atriale natriuretische Peptid (ANF) von Bedeutung. Ausge-
hend von ersten tierexperimentellen Ergebnissen (1) haben wir
das Verhalten von ANF und seinem second messenger, dem cycli-
schen Guanosin Monophosphat (cGMP) bei polytraumatisierten
Patienten in der Frithphase des traumatischen Schocks unter-
sucht.

Krankengut und Methodik

Die Untersuchung erfolgte an insgesamt 17 polytraumatisierten
Patienten. Die Klassifizierung des Traumaschweregrades erfolgte
nach dem Injury Severety Score (ISS). Die Patienten wurden
nach dem Schweregrad und dem Verletzungsmuster zwei Grup-
pen zugeteilt. Gruppe A: 9 Pat. mit Thoraxbeteiligung; (X =
39,8a; ISS: 41,3+17,7), Gruppe B (als Vergleichsgruppe):
8 Pat. ohne Thoraxbeteiligung; (X = 27,7a; 1SS: 28,3 + 16,1).

Samtliche Patienten wurden beginnend von der Aufnahme
kinstlich beatmet und erhielten standardisierten Fliissigkeitsvo-
lumenersatz. Zu festgelegten MeRzeitpunkten (unmittelbar nach
der Aufnahme = 0, nach der 3., 7., 12, 24., 36. Std. und am
5.Tag nach der Aufnahme) wurde aus zentralvenésem Blut ANF
und cGMP bestimmt. Die Blutabnahmen erfolgten in gekihliten
EDTA-Monovetten; das Blut wurde gekihlt zentrifugiert und
anschlieRend bei —20°C eingefroren. ANF und cGMP wurden
radioimmunologisch bestimmt (ANF: Eiken-Kit, Jpn., cGMP:
J125 — Amersham-Kit, GB).
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Ergebnisse

In beiden Gruppen zeigen ANF und cGMP wihrend des gesam-
ten Untersuchungszeitraumes einen annahernd parallelen Ver-
lauf. In der akuten posttraumatischen Phase sind sowoh! das
ANF (Gruppe A: 149 + 51 pg/mi: Gruppe B: 130 + 28 pg/ml)
als auch das cGMP (A: 9,4+ 2,6; B: 84 1,3 pg/ml) erhoht.
Bereits nach 3 Std. liegen die ANF/cGMP-Werte wieder im
Normbereich (ANF: bis 120 pg/ml; cGMP: bis 6,8 pmol/ml).

Diskussion

In der akuten posttraumatischen Phase konnten wir bei unseren
Patienten signifikant erhohte ANF/cGMP-Werte nachweisen.
Dies steht im Widerspruch zu bisher beschriebenen Releaseme-
chanismen. Eine als Folge des Thoraxtraumas auftretende Herz-
kontusion kdnnte mégliche Ursache fiir die gefundenen erhohten
ANF-Werte sein (2). Andererseits fihrt auch die beim traumati-
schen Schock plétzlich auftretende Hypovoldmie zu konsekutiver
Kreislaufzentralisation (periphere Vasokonstriktion zur Sicherung
der Durchblutung lebenswichtiger Organe). Der dadurch plotz-
lich gesteigerte BlutriickfluR fihrt zur Dehnung des rechten
Atriums. Direkte Folge ist eine ,relative Hypervolamie”. Sie 16st
die ANF-Liberation als direkten Regulationsmechanismus aus.
Dardiberhinaus wurde auch ein katecholamin-abhangiger ANF-
Release bei Notfallsituationen beschrieben (3), welcher zur Stei-
gerung der Durchblutung primédr minderperfundierter Vital-
fC)"rﬁ)ane bei gleichzeitig bestehender peripherer Vasokonstriktion
uhrt.
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Pankreas-Elastase 1-ELISA: Bedeutung
fir die Pankreastransplantation

A. Sziegoleit', R. Linder?, B. Peters®, C. Brattstrém?,

G. Tyden? und C. G. Groth?

' Institut fiir Med. Mikrobiologie der Universitit GieBen
2 Dept. of Transplantation Surgery, Huddinge Hospital,
Sweden

Die Pankreaselastase 1 (E1) hat sich als wertvoller Parameter fir
die Diagnose der akuten Pankreatitis erwiesen. Dieses pankreas-
spezifische Enzym kann im Serum sowohl durch einen RIA (1)

" als auch mittels ELISA (2) bestimmt werden. Bei dem von uns

entwickelten ELISA sind spezifische Antikérper vom Schaf an
die feste Phase gebunden. Nach Inkubation mit dem Serum wird
das gebundene Enzym mit einem zweiten spezifischen Antikorper
vom Kaninchen markiert, anschlieBend durch enzymkonjugierte
Antikorper gegen Kaninchen-immunglobuline kenntlich ge-
macht.

E1 wurde mittels ELISA ifn Serum von 12 Patienten mit fortge-
schrittenem Typ | Diabetes nach Pankreastransplantation Gber
einen Zeitraum von 6 Wochen postoperativ regelmaRig bestimmt.
In den ersten postoperativen Tagen stiegen die Werte ausnahms-
los stark an (zwischen 50 und 150 ng/ml, normal unter 0,2 ng/
ml) um sich in den folgenden Wochen auf einen niedrigeren Wert
zwischen 10 und 50 ng/ml zu stabilisieren. Ob dies auf eine
chronisch entziindliche Destruktion des Transplantats hinweist,
muB durch Langzeitkontrollen noch geklart werden. In dieser
frihen Phase waren zytologisch nachgewiesene AbstoBungskri-
sen im ELISA nicht erkennbar. 4 Patienten wiesen aber spater
als 6 Wochen nach der Operation erneut einen E1-Anstieg auf,
einmal im Rahmen einer akuten AbstoRungsreaktion, 3mal wah-
rend einer CMV-Infektion.

Fir die spatere Beobachtung von Patienten mit einer Pankreas-
transplantation kénnte sich E1 somit als nitzlicher Parameter zur
Transplantatiiberwachung erweisen.

Schrifttum:
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Elastase 1 (E1) und Chymotrypsin B
(ChTB) Sekretion im Vergleich
mit anderen Pankreasenzymen

A. Sziegoleit', H. Weidenbach? und G. Adler?
1 Institut fir Med. Mikrobiologie der Universitit GieBen
2 Zentrum fiirlnnere Medizin der Universitit Marburg

E1 und ChTB sind auBergewdhnlich stabile pankreasspezifische
Enzyme, welche die Darmpassage als weitgehend intakte Pro-
teine Uberstehen. Ihre Konzentration im Stuhl, die mit quantitati-
ven immunologischen Methoden gemessen werden kann, spie-
gelt somit die Funktion des exocrinen Pankreas wider (1). In der
vorliegenden Studie wurde die Sekretionsleistung der Bauch-
speicheldrise bestimmt. An der Untersuchung nahmen 3 Ge-
sunde, 3 Patienten mit leichter und 7 Patienten mit schwerer
Einschrdankung der Pankreasfunktion teil. Nach Legen einer drei-
lumigen Duodenalsonde wurde Sekretin (1 U/kg KG) iber
120 min infundiert. Nach 60 min wurde zuséatzlich Caerulein
(7.5 ng/kg KG) gegeben. Unter Anwendung einer Markerperfu-
sion.(PEG 4000) wurde das Duodenalsekret in 15 min-Portio-
nen zur Bestimmung der Pankreasenzyme gesammelt. E1 und
ChTB wurden durch radiale Immundiffusion quantifiziert. Amy-
lase, Lipase und die enzymatische Chymotrypsinaktivitat wurden
mit den entsprechenden Kits der Fa. Boehringer, Mannheim, be-
stimmt, die enzymatische Aktivitdt von Trypsin nach Hummel (2)
gemessen.

Bei Gesunden wurde fiir E1 eine Basissekretion von 6 ~8 mg/
15 min gefunden, die unter Stimulation auf 20—25 mg/15 min
anstieg. Fir ChTB betrugen die entsprechenden Werte etwa 2 mg
und 7 —8 mg. Bei den 7 Patienten mit schwerer Pankreasinsuffi-
zienz konnten beide Enzyme weder in Ruhe noch nach Stimula-
tion nachgewiesen werden (Nachweisgrenze 10 ug/ml), wah-
rend bei den Patienten mit leichter Insuffizienz die Enzyme nach
Stimulation in meRbaren Konzentrationen gefunden wurden.
Dies entsprach weitgehend dem Verhalten der Uibrigen Enzyme.
Die Bestimmung von E1 und ChTB kann als einfache Alternative
zur Erfassung einer Pankreasinsuffizienz Verwendung finden,
wobsei signifikante Befunde bereits mit einer Stuhlprobe erhoben
werden kénnen.

Schrifttum: .
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Porphyrinurie bei erythrohepatischer
Protoporphyrie: Bedeutung fir
Diagnose und Prognose

Margareta Frank und M. Doss

Abteilung fiir Klinische Biochemie im Fachbereich Human-
medizin der Philipps-Universitit Marburg, Deutschhaus-
straBe 17"/, D-3550 Marburg

Die Protoporphyrie beruht auf einer autosomal dominant vererb-
baren Storung des Porphyrinstoffwechsels (Defekt der Ferroche-
latase). Klinisches Leitsymptom ist eine prognostisch giinstige
phototoxische Hautreaktion unmittelbar nach Sonnenexposition.
Diese Photodermatose wurde primér als erythropoietisch, heute
zunehmend als erythrohepatische Protoporphyrie bezeichnet, da
in einigen Fallen eine Protoporphyrie-assozierte, pathogenetisch
ungeklérte schwere Leberschiadigung dokumentiert wurde (1).

Bei 75 Patienten mit Lichtsensibilitdt wurde die Diagnose Proto-
porphyrie durch biochemischen Nachweis erhéhter Konzentra-
tionen von freiem Protoporphyrin in Erythrozyten, Plasma und
Stuhl gesichert. Die Porphyrine wurden durch HPTLC und HPLC
analysiert und die Differenzierung des freien, nicht Zink-gebun-
denen Protoporphyrins spektrophotometrisch und spektrofluo-
rometrisch vorgenommen.

Zeichen einer gestorten Leberfunktion, Anstieg von Aminotrans-
ferasen und Bilirubin, wurden bei 21 (28%) Patienten beobach-
tet. 7 (10%) Patienten wiesen eine histologisch gesicherte mikro-
noduldre Leberzirrhose mit intrahepatischer Cholestase auf. Eine
20jahrige Frau und ein 22jahriger Mann starben an den Folgen
der irreversiblen Leberinsuffizienz. Ein weiterer Patient wurde im
Stadium der dekompensierten Leberzirrhose lebertransplantiert.
Er erlag postoperativ pulmonalen und renalen Komplikationen.
Bei 53 Patienten (70%) war die Porphyrinexkretion im Urin nor-
mal. Alle Patienten mit Leberfunktionsstdrungen entwickelten
eine sekundare Porphyrinurie mit Dominanz von Koproporphyrin.
Dabei korrelierte die Hohe der Koproporphyrinurie mit dem Aus-
mal der hepatischen Funktionseinschrankung (p <0,01). In 4
Fallen trat die pathologische Koproporphyrinurie bei normwerti-
gen biochemischen Leberfunktionsparametern, bioptisch jedoch
nachweisbaren Organverdnderungen, auf. Bei 12 Patienten mit
symptomatischér Koproporphyrinurie war das Isomer | auf Werte
zwischen 43 und 91% (normal < 31%; p <0,01) angestiegen.
Die hochste Ausscheidung von Isomer | (> 80%) fand sich bei
den 3 Patienten mit terminalem Leberschaden.
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Die vorliegenden Ergebnisse dokumentieren 1, reversible hepati-
sche Funktionsstorungen bei 26% und irreversible Leberpare-
chymschéden bei 10% der Patienten mit Protoporphyrie; 2. die
diagnostische Bedeutung der sekunddren Koproporphyrinurie
mit Dominanz des Isomer | als sensitiven Indikator der Leber-
beteiligung und 3. die ernste Prognose klinische manifester
Leberinsuffizienz.

Eine therapeutische Beeinflussung der Protoporphyrin-induzier-
ten hepatobilidren Komplikationen ist nur in der initialen Phase
der Leberbeteiligung moglich. Die frithzeitige Gabe von Chole-
styramin oder Gallensduren scheint hierbei erfolgversprechend
2u sein (2).

Schriftium:
1. DOSS. M.: Erythrohepatische Protoporphyrie. | ist 26, 411 ~419 (1985).
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Zno,-Glycoprotein in humanen Korper-
flussigkeiten

W. Biirgi®, A. Llanto, W. Stoll', S. Baudner? und K. Schmid®
' Kantonsspital Aarau, Schweiz

2 Behringwerke AG, Marburg/Lahn, BRD

3 Boston University School of Medicine, Boston, USA

Zna,-Glycoprotein (Znay) ist ein kleines, globulédres Protein mit
einem Molekulargewicht von 41 kD und einem Kohlehydratge-
haltvon 18,2%. Seine Struktur ist erst kiirzlich aufgeklart worden.
Sie weist Homologien zum Histokompatibilitdts-Antigenkom-
plex auf. Die Funktion von Zna, ist unbekannt. Als Grundlage
fur das Studium seiner biologischen Rolle wurde Zna, mittels
radialer Immunodiffusion in verschiedenen Korperflissigkeiten
und bei verschiedenen Krankheiten bestimmt. Es wurden fol-
gende Konzentrationen ermittelt (' = X + 2s; 2 = absoluter
Bereich; w = weiblich; m = méannlich; Angaben in mg/100 ml):

Blutserum,
normale Kontrollen w 38— 75’
m 44— 80"

Blutserum,

Leberzirrhose w,m <1,0- 35?2
Nabelschnurserum w,m 10— 352
Samenplasma,

Fertilitatskontrolle 7,3—-56,5'

Status nach Vasektomie 6,7—-55,1"
Brustzysten-Fliissigkeit 80—174%
Colostrum 7.4—10,52
Muttermilch <1,0- 1,772

Die Resultate zeigen, dal im Normalserum ein geringer, jedoch
signifikanter Geschlechtsunterschied in der Konzentration von
Zna, besteht. Die signifikant niedrigen Werte im Nabelschnurblut
konnen moglicherweise auf eine Leberunreife zuriickgefiihrt
werden. Diese Vermutung stiitzt sich auf friihere Mitteilungen
anderer Autoren, wonach Zna, in der Leber synthetisiert wird.
Eine Stérung der Leberfunktion, wie sie bei der Leberzirrhose
typisch ist, konnte auch die signifikant niedrigeren Werte bei
dieser Krankheit erkldren. An anderer Stelle konnte gezeigt wer-
den, daR Znx, auch in der Prostata synthetisiert wird und zu
gegenliber Serum signifikant hheren Konzentrationen von Zna,
im Samenplasma fiihrt. Die sehr hohen Zna,-Konzentrationen in
mehreren Brustdrisenfliissigkeiten lassen die Vermutung auf-
kommen, daB das Epithel der Brustzyste ebenfalls Zna, syntheti-
siert. Die Werte, die im Colostrum gemessen wurden, und
die sehr niedrige Konzentration von Zna, in der Muttermilch
schlieRen eine solche Méglichkeit jedenfalls nicht aus.
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Endogene Kreatininclearance bei ikteri-
schen Patienten: Quantifizierung und
Eliminierung des Bilirubinfehlers

F. da Fonseca-Wollheim und W. Pommer
Zentrallaboratorium Krankenhaus Zehlendorf (Berlin)
und Nephrologische Abteilung Humboldtkrankenhaus
(Berlin)

Im Rahmen des nephrologischen Konsiliardienstes auf einer In-
tensivstation wurden wiederholt bei ikterischen Patienten un-
plausible Kreatinin-Clearancewerte beobachtet. Zur Kldrung die-
ses Phanomens bestimmten wir die Kreatinin-Clearances bei
einem ikterischen Patientenkollektiv und einer anikterischen
Kontrollgruppe mit unterschiedlichen Analysenmethoden.

Methodik

Hitachi 704 Analyzer, Reagenzien der Fa. Boehringer Mannheim,
Methoden: a) Jaffé kinetisch; b) Creatininase-PAP; c) Crea-
tininase-MPA (1). Die Urin Kreatininbestimmungen erfolgten
direkt im vorverdiinnten Harn. Als Probenmaterial fir die Bestim-
mung der Serum-Kreatininkonzentration wurde einerseits Serum
direkt, andererseits Bilirubin-freies Serum-Ultrafiltrat (2) (UF)
eingesetzt. Die Regressionskonstanten fir die Umrechnung von
UF-Kreatinin in S-Kreatinin lauten (bestimmt durch Parallelana-
lysen bei 48 anikterischen Proben und Auswertung nach Passing
und Bablok (3):

Methode a(mg/ml) b ' r

Jaffé kinetisch 0,113 0,941 1,000
Creatininase-PAP 0,004 0,943 1,000
Creatininase-MPA 0,000 0,973 1,000

Bei dem ikterischen Kollektiv (Gesamtbilirubin: X = 17,8 mg/dl;
s = 94mg/dl n = 10) ergab die Clearancebestimmung auf
der Basis der im Harn und Serum bzw. Serum-UF gefundenen
Kreatininwerte:

Methode Clearance (ml/min)
p
U-/UF-
U-/S-Analyse Analyse
% " s X s
Jaffé
kinetisch 141,7** 167,56 692 402 <001
Creatinin- :
ase-PAP 190,8** 165,7 844 594 <0,01
Creatinin- :
ase-MPA 80,1 50,1 80,3 484 >0,05

Die statistisch hochsignifikanten und klinisch gravierenden Ab-
weichungen der Clearancéwerte bei der Jaffé- und der Crea-
tininase-PAP-Methode-erklaren sich aus der fir beide Methoden
bekannten negativen Bilirubininterferenz bei der direkten
S-Kreatininbestimmung (2). Dagegen erhielten wir bei dem an-
ikterischen Kollektiv mit allen drei Methoden keine signifikanten
Abweichungen, wenn Serum oder UF analysiert wurde. Die
Creatininase-MPA-Modifikation ist frei von Bilirubininterferenz,
aber kommerziell nicht mehr erhéltlich. Bis zur Verfigung von
Bilirubin-insensitiven Kreatinin-Methoden sollte gezielt bei
ikterischen Patienten an Stelle von Serum das einfach zu
erhaltende Serum-UF analysiert werden.
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Messung der hepatischen Glukose-
produktion mit Hilfe der stabilen
Isotopentechnik

F. Grellner, K. Tschaikowsky, T. Anhdupel, J. Weindler und
M. Georgieff :

Institut fir Andsthesiologie, Universitét Erlangen-Niirnberg,
Maximiliansplatz, 8520 Erlangen

Einleitung: Die Messung des Blutglukosespiegels erlaubt nur
eine limitierte Aussage liber den Gesamtkorper-Glukosestoff-
wechsel. Eine wesentlich prazisere Einsicht erméglicht hingegen
die Messung des Glukosestoffwechsels mit Hilfe stabiler Isotope.

Methodik: Als Isotop wird 6,6-Dideutero-Glukose in Form einer
Bolus-Dauerinfusion nach Bier et al. und Alisop et al. zugefiihrt.
Dabei wird zunachst 6,6-Dideutero-Glukose in einer Dosierung
von 4 mg/kg Uber eine. Minute verabreicht, gefolgt von einer
kontinuierlichen Infusion in einer Dosierung von 0,05 mg/kg
- min. Die Entnahme der Blutproben erfolgt von der Bolus-Infu-
sion zur Bestimmung der natiirlichen Anreicherung von zweifach
deuterierter Glukose sowie nach 60, 70 und 80 min zur Plateau-
verifizierung.

Nach Isolierung der Glukose aus dem entnommenen Blut und
Derivatisierung erfolgt die analytische Bestimmng mit Hilfe des
Gaschromatographen 58390A in Verbindung mit dem Massen-
spektrometer 5970 der Firma Hewlett Packard im SIM-Modus
(Selected lon Monitoring).

Ergebnisse: Nach 12stindiger Nahrungskarenz lag bei sechs
Probanden der Blutglukosespiegel bei 4,78 + 0,32 mmol/I; die
hepatische Glukoseproduktionsrate ergab 2,38 + 0,07 mg/kg
- min. Unter Glukoseinfusion stieg der Blutzucker auf 9,95 +
0,55 mmol/lan. Die endogene Glukoseproduktionsrate fiel signi-
fikant auf 1,06 + 0,09 mg/kg - min ab.

Sechs Intensivpatienten wiesen ohne Glukoseinfusion eine Glu-
koseproduktionsrate von 10,21 + 1,85 mg/kg - min und einen
Blutglukosespiegel von 7,24 mmol/I auf.

Zusammenfassung: Obwohl die Analytik stabiler Isotope im
Plasma mittels GCMS aufwendig ist, ermoglicht sie neue Ein-
blicke in organbezogene Funktionsleistungen in Diagnostik und
Therapie.
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Logistische Regression der Serum-
konzentrationen von Laminin und
Hyaluronsaure zur Vorhersage der
portalen Hypertension bei fibrotischen
Lebererkrankungen

J. Kropf, A. M. Gressner und E. Grobe
Abteilung fir Klinische Chemie und Zentrallaboratorium
Klinikum der Philipps-Universitit Marburg, 3550 Marburg

Die Entwicklung der portalen Hypertension (PH) ist eine wich-
tige Folge des fibrotischen Umbruchs in der chronisch gescha-
digten Leber. Wie wir zuvor gezeigt haben, besteht eine positive,
diagnostisch verwertbare Korrelation zwischen der Konzentration
von Laminin im Serum und dem Portaldruck (PVP) (1). Wir
haben nun untersucht, ob durch eine Kombination mit weiteren
Parametern und bei Verwendung geeigneter statistischer Metho-
den eine verbesserte diagnostische Vorhersage der PH erreicht
werden kann.

Die Serum-Konzentrationen von Laminin, N-terminalem Procol-
lagen 11l Peptid (PIIINP), Hyaluronsaure (HA), Bilirubin und die

Aktivitdten von AST, ALT und gGT wurden in Seren von Patien-
ten mit fibrotischen und cirrhotischen Lebererkrankungen (n =
102) bestimmt. Von allen Patienten war weiterhin der Portaldruck
bekannt, der indirekt iiber den Lebervenendruckgradienten ermit-
telt wurde (1). In Abhéngigkeit vom Portaldruck wurden zwei
Gruppen (Diagnosen) definiert mit PVP <5 mm Hg (,normal’,
n = 53) bzw. PVP >5 mm Hg (.erhéht’, n = 49). Zur Diskrimi-
nation zwischen beiden Gruppen wurde die Methode der logisti-
schen Regression auf die analytischen Ergebnisse fiir die oben
genannten Parameter angewendet. Fiir einen gegebenen Satz
von analytischen Resultaten liefert die logistische Regression
die .Likelihood Ratio (LR), die die ,Chance’ beschreibt, daR ein
Individuum bei gegebenen Resultaten zu der Gruppe ,normal’
oder ,erh6ht’ gehort. Zusatzlich kann bei bekannter Pravalenz aus
der LR ein individueller pradiktiver Wert berechnet werden.

Unter allen untersuchten Analyten ergaben nur Laminin und Hy-
aluronsaure, und zwar sowohl einzeln als auch in Kombination,
einen signifikanten Beitrag zur Vorhersage der PH. Zur Abschit-
zung der diagnostischen Validitdt des Modells wurde eine LR von
1, d.h. gleiche Wahrscheinlichkeiten fir ,normal’ und ,erhoht’,
als Entscheidungsgrenze angenommen, und alle 102 Patienten
wurden erneut klassifiziert. Aus dem Vergleich zwischen dem aus
der Formel vorhergesagten und dem gemessenen PVP wurden
eine diagnostische Sensitivitdt von 0,88 und eine diagnostische
Spezifitat von 0,88 ermittelt.

Durch die Kombination von Laminin und Hyaluronséure, von der
ebenfalls signifikante Erhohungen in Seren von Patienten mit
Lebercirrhose beschrieben sind (2), wurde somit eine weitere
Verbesserung der diagnostischen Kriterien gegeniiber den einzel-
nen Parametern erreicht. Die klinische Brauchbarkeit dieses Mo-
dells wird gegenwartig an einem unabhangigen Patientengut
Uberprdft.
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Zur Entbehrlichkeit der konventionell
bestimmten Totalen Eisenbindungs-
kapazitat (TEBK) im Rahmen
der Eisenmangel-Diagnostik

B.-E. Braun, R. Goes, M. Krieg und H. J. Trampisch *
Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
Berufsgenossenschaftliche Krankenanstalten Bergmanns-
heil — Universitatsklinik der Ruhr-Universitat, Gilsingstr.

14, D-4630 Bochum 1

* Abteilung fiir Medizinische Informatik und Biomathematik
der Ruhr-Universitat, Overbergstr. 17, D-4630 Bochum 1

Bereits 1979 wurde darauf hingewiesen (1), daR mit Einfihrung
der mechanisierbaren nephelometrischen Transferrinbestim-
mung die konventionell bestimmte TEBK entbehrlich sei. Trotz-
dem wird von klinischer Seite adch heute noch die TEBK vielfach
angefordert, nicht selten sogar zusammen mit dem Transferrin.
Wir haben deshalb versucht, statistisch zu belegen, inwieweit
durch die Transferrinbestimmung auf die MeRgroRe TEBK ver-
zichtet werden kann.

Bei 195 Patienten mit der Verdachtsdiagnose Eisenmangel auf-
grund eines erniedrigten Serumeisenspiegels und/oder eines er-
niedrigten MCH sowie bei 46 Patienten mit diesbeziiglich unauf-
filigen Werten wurden gemessen: Erythrozytenzahl, Hamoglo-
bin, Hamatokrit, MCH, MCHC und MCV mit dem Coulter
Counter S-plus-|ll, das Serumeisen ohne EnteiweiBung mit der
Ferro-Zine®-Methode (Technicon SMA Il), die TEBK in Modifi-
kation nach Ramsay (2) mittels Eppendorf-Photometer PCP
6121 und Ferritin radioimmunologisch (Gamma Dab®-'2*I, Fa.
Baxter). Die MeRwerte wurden einer Regressions- sowie Clu-
steranalyse unterworfen, um den diagnostischen Zusa'.'nmen.hang
zwischen Transferrin und TEBK zu beschreiben. Dariberhinaus
wurden Prazision und Richtigkeit beider Methoden verglichen.
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Die Ergebnisse im einzelnen: 1. Die Transferrinbestimmung ist
hinsichtlich analytischer Qualitét (Intra-, Interassayvarianz, Rich-
tigkeit) und Praktikabilitat (Zeitbedarf, Man power, Proben-
menge, Reagenzienverbrauch) der TEBK-Bestimmung eindeutig
uberlegen. 2. Die Korrelation 2wischen TEBK- und Transferrin-
Werten ist gut (TEBK [ug/dl] = 0,74 x Transferrin [mg/di] +95;
n = 241;r = 0,74; p < 0,0001). 3. Die multivariante Regres-
sionsanalyse mit Transferrin oder TEBK als abhangige Variable
und den restlichen MeRgroRen als unabhangigen Variablen zeigt,
daR TEBK bzw. Transferrin wechselseitig mit Abstand den gréR-
ten EinfluB aufeinander haben. 4. Die Clusteranalyse mit auf die
Referenzintervalle normierten Einzelergebnissen unter Einbezie-
hung aller MeBgroBen zeigt eine nur schlechte Strukturierung.
Sie wird wesentlich besser, wenn man sich auf die MeRgroRe
MCH, Hamoglobin sowie Transferrin bzw. TEBK beschrankt, wo-
bei die Zuordnung zu den einzelnen Clustern nahezu unabhéangig
davon ist, ob man TEBK oder Transferrin in die Analyse miteinbe-
zieht.

Die Korrelationsstudien belegen, daR die TEBK keine diagnosti-
schen Vorteile gegeniiber dem Transferrin besitzt. Sie ist somit
entbehrlich, da ihre Bestimmung der des Transferrins hinsichtlich

analytischer Qualitat und Praktikabilitdt unterlegen ist. Weiterhin-

zeigt die Clusteranalyse von RoutinemeRgroen des Eisenstoff-
wechsels, daB ein Patientenkollektiv mit der Verdachtsdiagnose
Eisenmangel eine vielschichtige Strukturierung aufweist. Die
Einordnung eines Patienten in einen bestimmten Cluster, der
wiederum fiir eine bestimmte Form der Eisenstoffwechselstorung
stehen konnte, ist nach den bisher von uns ermittelten
Ergebnissen nicht mdglich.

Schrifttum:

1. HAECKEL, R., OELLERICH, M.: Lab.med. 3, 163166 (1979).
2. RAMSAY, W. N. M.: Clin. Chim. Acta 2, 221 -226 (1957).

Biochemische und EEG-Befunde
beim Kleine-Levin-Syndrom

V. Maier und W. Fréscher

Zentrale Einrichtung Klinische Chemie des Klinikums der
Universitdt Ulm und Neurologische Abteilung des PLK
WeiBBenau, Abt. Psychiatrie | der Universitit Ulm

Bei der periodischen Hypersomnie handelt es sich um eine Sto-
rung des Schlaf-Wach-Rhythmus mit Schlafphasen, die (ber
Tage anhalten kénnen. Neben schweren organischen Erkrankun-
gen wie Encephalitiden und Tumoren im Diencephalon missen
differential-diagnostisch Kleine-Levin-Syndrom, Petit mal-Sta-
tus, vermehrte Tagesmudigkeit bei Schlaf-Apnoe-Syndrom und
die Narkolepsie differential-diagnostisch abgegrenzt werden.

Wir berichten Uber einen 23jdhrigen Patienten mit einer periodi-
schen Hypersomnie, die am ehesten als abortives Kleine-Levin-
Syndrom anzusehen ist. Die erste Aufnahme erfolgte wegen einer
seit Tagen bestehenden Schiafrigkeit. Vor dieser Schiafperiode
waren bereits vier dhnliche Phasen, jeweils im Winterhalbjahr,
von 1,5 bis 3 Wochen Dauer aufgetreten. '

Wesentliche Befunde wahrend der Schlafperiode:
Klinisch: Bradykardie, Hyporeflexie, schlafrig, stets erweckbar.

EEG: 8,5—9/s-Grundtatigkeit, occipital bds. einzelne abortive
Slow-SW-Komplexe. Unter HV selten um 3/s Delta-Parenrhyth-
mie.

Biochemisch: 10fache Erhohung des Leucin-Enkephalin im
Serum, Cystein im Aminosdurenspektrum i. S. fehlend.

Wesentliche Befunde ein' halbes Jahr spater:

Klinisch: Weiterhin Bradykardie und Hyporeflexie. Psychisch
0.B

EEG: 10—10,5/s-Grundtétigkeit (sonst keine Anderung).

Biochemisch: Leucin-Enkephalin kaum erh6ht, Cystein im
Aminosaurenspektrum wieder vorhanden.
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Die Erhohung des endogenen Opioid-Peptids Leucin-Enkepha-
lin konnte beim Zustandekommen der Vigilanzstorung bedeut-
sam sein und damit erstmals einen biochemischen Schilissel zur
Aufklérung dieses seltenen Krankheitsbildes bieten. Die Bedeu-
tung des Fehlens von Cystein ist noch véllig unklar.

Apolipoprotein A-l und B Serumkonzen-
trationen in einer badenwirttembergi-
schen Bevolkerungsstichprobe

A. Berg, M. Baumstark, |. Frey und J. Keul
Medizinische Universitétsklinik Freiburg

Die Serumkonzentrationen der Apolipoproteine A-I und B wer-
den vermehrt als Marker fiir ein mogliches koronares Risiko her-
angezogen (1). Im Gegensatz zur Serumcholesterinverteilung
(2) liegen allerdings fir Apolipoproteine nur begrenzt Ergebnisse
Gber Verteilungen in der Normalbevélkerung vor. Zudem wird die
Standardisierung ihrer Analytik durch die Unterschiedlichkeit der
Methoden erschwert. — So wurden anlaBlich einer 6ffentlichen
Veranstaltung in einer badenwiirttembergischen Bevélkerungs-
stichprobe (n = 1056, 63,7 + 14,5 J.) mittels kinetischer Ne-
phelometrie (Beckmann, Array Protein System, Miinchen) die
Serumkonzentrationen fir Apo A-l und B bestimmt und mit den
Ergebnissen der Lipoproteinelektrophorese (Immuno Diagno-
stika, Heidelberg) verglichen. In Abhédngigkeit von Alter und
Geschlecht wurden die folgenden Perzentilen berechnet.

Maénner n Frauen

10. 50. 90. 10. 50. 90.

Alter n

Apo A-I (mg/dl)
<45 141 99 133 171 140 113 151 204
45—60 176 104 132 178 211 119 158 203
>60 156 111 141 182 233 116 149 199
Gesamt 472 105 136 176 584 116 152 202

: Apo B (mg/dl)
<45 141 50 71 97 140 45 60 88
45-60 175 656 81 112 211 52 74 105
> 60 156 69 . 84 113 233 64 86 120
Gesamt 472 56 79 110 584 53 77 110

Bei Ubereinstimmung der Apo A-I-Werte Mit den Daten der
Literatur, liegen die Apo-B-Konzentrationen niedriger als anhand
der korrespondierenden LDL-C-Konzentration und der Ver-
gleichsliteratur erwartet (3). Eigene Untersuchungen zur LDL-
Struktur zeigen jedoch, daB® die benutzte Analytik gegeniiber
Referenzmethoden verldBliche Daten liefert; so messen sich die
Apo-B-Konzentrationen nach Lowry erwartungsgema um 8%
héher (4), die Abweichung zur Konzentrationsmessung durch
Aminosaureanalyse betragt weniger als 2% (5). — Die Ergebnisse
unterstreichen die Notwendigkeit einer einheitlichen und stan-
dardisierten Apolipoproteinanalytik.

Schrifttum:
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Lipoproteinanalytik im Vollserum mittels
Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC)

H. Scharnagl, R. Siekmeier, W. Mérz und W. GroB
Gustav Embden-Zentrum der biologischen Chemie,
Johann Wolfgang Goethe-Universitat, Frankfurt/Main

In der klinisch-chemischen Routine werden Lipoproteine mittels
Prézipitation oder Lipoproteinelektrophorese aufgetrennt, wah-
rend die Fraktionierung durch Ultrazentrifugation Spezial-
laboratorien vorbehalten ist.

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung einer einfachen chromato-
graphischen Methode zur Beurteilung individueller Lipoprotein-
muster.

Methode. Zur Auftrennung von Vollserum (50 pl) an Superose 6
(Pharmacia, 30 cm Trennstrecke) dient ein rechnergestiitztes
HPLC-System (Kontron Analytik). Die Elution erfolgt in Phos-
phatbuffer pH 7.4. Lipoproteine werden durch kontinuierliche
Zumischung von Cholesterolreagenz (CHOD-PAP, Boehringer)
zum Eluat photometrisch nachgewiesen. Eine Teflonkapillare mit
spezieller Geometrie (Strickliesel nach Engelhardt) gewahrleistet
eine optimale Durchmischung wahrend der inkubation.

Ergebnisse. Bei guter Reproduzierbarkeit erlaubt die Methode,
VLDL, LDL und HDL voneinander abzutrennen. Vorteile gegen-
uber bisherigen Methoden sind geringe Probenvolumina unter
Einsatz von nicht vorbehandeltem Serum, geringer Reagenzver-
brauch und rasche Durchfiihrbarkeit.
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Immunblotting des Apolipoprotein E
nach isoelektrischer Fokussierung
im immobilisierten pH-Gradienten

W. Maérz, Sabine Cezanne, R. Siekmeier und W. Gro8
Gustav-Embden-Zentrum der biologischen Chemie,
Johann Wolfgang Goethe-Universitat, Frankfurt/Main

ApoE ist Ligand zellularer Lipoproteinrezeptoren und daher we-
sentlich am Katabolismus triglyceridreicher Lipoproteine betei-
ligt. Mittels isoelektrischer Fokussierung werden sechs Phéanoty-
pen dargestelit. Sie kommen durch Expression dreier alleler Gene
€4, €3, €2 des ApoE Locus zustande. Man kennt je drei homozy-
gote (E4/4, E3/3. E2/2) und heterozygote Phanotypen (E4/3,
E4/2, E3/2). Das Allel €4 ist mit hohen, das €2 Allel mit niedrigem
LDL-Cholesterin assoziiert. Dementsprechend beschleunigt €4
die Atheroskleroseentstehiting, wahrend €2 eher protektiv wirkt.
Allerdings entwickeln etwa 5% Trager des E2/2 Phénotyps eine
familidre Hyperlipoproteindmie vom Typ Il nach Fredrickson.

Die Analyse des ApoE Polymorphismus erfolgt derzeit mittels
isoelektrischer Fokussierung der VLDL-Apolipoproteine. Dieses
Vorgehen macht die Isolierung der VLDL mit préparativer Ultra-
zentrifugation notwendig und ist nur wenigen Laboratorien zu-
ganglich. Die hier vorgeschlagene Methode erlaubt die Analyse
des ApoE Polymorphismus aus Vollserum.

100 pl Serum werden zweimal mit je 10 mi Aceton: Ethanol (1:1
v/v) und einmal mit 10 mi Diethylether bei — 20°C delipidiert. Die
Plasmaproteine werden in 400 pi 100 mM TRIS-HCI, pH 10,0,
10 mM Dithiothreitol, 1% Natriumdecylsulfat und 6 M Harnstoff
geldst. Immobiline Dry Plates pH 4—7 (LKB) werden in 8 M
Harnstoff, 2 mM TRIS, 50 mM Dithiothreitol und 0,6% Servalyt
4—7 rehydratisiert. 30 pl delipidierte Probe werden mit 10 pl
einer Ultrodexsuspension (40 mg in 1 ml Servalyt 4 —7) versetzt
und direkt auf die Geloberflache aufgetragen. Fokussierungsbe-
dingungen: zundchst 400 V fiir 4 Std., dann 2500 V fir 16 Std.,
15°C. Der Transfer auf eine Nylonmembran wird als Kapillarblot
durchgefihrt. Nach dem Blockieren (30 g/I Gelatine) werden die
Membranen mit monospezifischem anti-ApoE als Erstantikorper
und mit biotinyliertem Zweitantikorper inkubiert. Biotin wird
schlieRlich mit einem Komplex aus Avidin und.biotinylierter
Peroxidase nachgewiesen.

Das Verfahren erlaubt die reproduzierbare Phéanotypisierung des
ApoE ohne Ultrazentrifugation. Sialoformen von ApoE kénnen
durch Vorinkubation der Proben mit Neuraminidase differenziert
werden. Auf die Delipidierung kann nicht verzichtet werden.
§Iektroblotting hat gegeniiber dem Kapillarblot keine wesent-
Ilclrl‘eln Vorteile. Nylonmembranen binden ApoE besser als Nitro-
zellulose.

Zur Bestimmung der HDL-Subfraktionen
HDL, und HDLj: Ein Vergleich
zwischen Polyanionenprazipitation

und Ultrazentrifugation

R. Siekmeier, W. Mérz und W. GroB
Gustav-Embden-Zentrum fir biologische Chemie,
Johann Wolfgang Goethe-Universitat, Frankfurt/Main

Zwischen der Konzentration der HDL und dem kardiovaskuliren
Risiko besteht eine negative Beziehung. Der kardioprotektive
Effekt der HDL ist mit der Konzentration der HDL,, weniger
dagegen mit den HDL; assoziiert. Die Bestimmung von HDL-
Subfraktionen nach praparativer Ultrazentrifugation gilt als kost-
spielig und technisch anspruchsvoll. Daher wurden Prazipita-
tionsmethoden zur Bestimmung von HDL-Subfraktionen ausge-
arbeitet. Einer dieser Ansatze wird hier einer eingehenden Be-
wertung unterzogen. Das Verfahren bedient sich zweier Poly-
ethylenglykol (PEG) enthaltender Fallungsreagenzien A und B:
Reagenz A félit die ApoB enthaltenden Lipoproteine und belafit
die HDL im Uberstand, Reagenz B fallt zusatzlich die ,HDL,'. Als
Referenzmethode dient die Ultrazentrifugation bei dygec =
1,125 kg/I nach Fallung der ApoB enthaltenden Lipoproteine mit
Phosphowolframat/MgCl, (PhT/MgCl,).

HDL-C nach Fillung mit Reagenz A stimmt gut mit den im Uber-
stand nach PhT/MgCl, Prazipitation gemessenen Werten tiberein
(n = 375;r = 0,89). Im Vergleich mit der praparativen Ultrazen-
trifuge wird mit Reagenz B die Konzentration der HDL, um 33%
zu niedrig (r = 0,65) bestimmt. Damit fallt HDL3; zu hoch aus
(r = 0,66). Variationskoeffizienten von Tag zu Tag (n = 21) fur
den Prazipitationstest belaufen sich auf 5,8% (HDL-C), 10,1%
(HDL2-Q) 6,2% (HDL3-C).

Die Richtigkeit der Fallungsmethode wurde iiberdies an diefi-
nierten Mischungen aus isolierten. Lipoproteinfraktionen und
lipoproteinfreiem Serum untersucht. Es zeigte sich, dal weder
Reagenz A noch Reagenz B LDL quantitativ ausfallen. Rea-
genz A koprazipitiert HDL,, wobei der koprazipitierte Anteil von
der Konzentration an HDL, abhadngt. Reagenz B erfaBt HDL,
nicht quantitativ und prazipitiert HDL;.

Der PEG-Prazipitationstest zur Bestimmung von HDL-Subfrak-
tionen weist eine noch akzeptable Prazision von Tag zu Tag auf.
Leider korrelieren die Ergebnisse nicht gut mit der praparativen
Ultrazentrifugation und angesichts der Untersuchungen an ge-
reinigten Lipoproteinen ist davon auszugehen, dal der Assay
HDL-Subfraktionen liefert, die sich in ihren physikochemischen
Eigenschaften von den HDL, und HDL;, wie sie in der Ultrazen-
trifuge gewonnen werden, deutlich unterscheiden.

Radioimmunologische Bestimmung
von Lipoprotein Lp(a) bei Patienten
mit thromboembolischen Erkrankungen

M. Trommlitz', W. Mérz*, Sabine Cezanne’,

Christine von Hayn 1, Inge Scharrer* und W. GroB'

' Gustav-Embden-Zentrum fir biologische Chemie und

2 Zentrum der inneren Medizin, Johann Wolfgang Goethe-
Universitét, Frankfurt/Main .

Das Lipoprotein Lp(a) dhnelt in einer Reihe physikochemischer
Eigenschaften den LDL. Sein Proteinanteil setzt sich aus ApoB-
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100 und dem Apolipoprotein(a) zusammen, die durch eine oder
mehrere Disulfidbricken miteinander verkniipft sind. Kiirzlich
wurde eine ausgeprigte Homologie der Gene fiir Apo(a) und
Plasminogen nachgewiesen. In vitro hemmt Lp(a) die Aktivie-
rung des Plasminogens durch Streptokinase, wéhrend die durch
ADP und Adrenalin induzierte Thrombozytenaggregation ver-
starkt wird. Diese Befunde werfen die Frage auf, ob hohe Lp(a)-
Konzentrationen ein gehiuftes Auftreten thromboembolischer
Erkrankungen bedingen.

Hier wurde daher Lipoprotein Lp(a) bei 180 Patienten mit throm-
boembolischen Komplikationen bestimmt. Die Messungen wur-
den mit einem {ir Apo(a) spezifischen Sandwich-Radioimmu-
noassay vorgenommen.

Die im Patientenkollektiv beobachtete Haufigkeitsverteilung des
Lp(a) unterscheidet sich praktisch nicht von der Verteilung bei
Gesunden. Zwischen Lp(a) einerseits und funktionell sowie
immunologisch bestimmten Plasminogen andererseits besteht
keine Korrelation.

Eine offensichtliche Beziehung zwischen der Plasmakonzentra-
tion des Lp(a) und der Inzidenzt thrombotischer Erkrankungen
ist demnach zur Zeit nicht erkennbar.
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Immunelektrophoretische Charakterisie-
rung der Lipoproteinfamilien LpA,
LpA-I und LpA-Il im Humanplasma

W. Maérz, Sabine Cezanne und W. Gro8
Gustav-Embden-Zentrum fir biologische Chemie,
Johann Wolfgang Goethe-Universitat, Frankfurt/Main

Die High Density Lipoproteine (HDL) sind ein polydisperses
System von Lipoproteinpartikeln. Sie dienen dem reversen Trans-
port von Cholesterin aus peripheren Geweben zur Leber. HDL
unterscheiden sich in physikochemischen Charakteristika wie
Dichte, PartikelgroRe und Molekulargewicht. Beim Stoffwech-
selgesunden besteht der Proteinanteil der HDL zu etwa 90%
aus ApoA-l und ApoA-ll. Bisher werden zwei Klassen
Apolipoprotein A enthaltender Partikel beschrieben: Lipopro-
teine mit ApoA-l und ApoA-Il (LpA) und Lipoproteine mit
ApoAl, jedoch ohne ApoAll (LpA-I1).

Hier werden ApoA enthaltende Lipoproteine in der zweidimen-
sionalen Immunelektrophorese mit Zwischengelen untersucht.
Dabei enthalt die zweite Dimension monospezifische Antikdrper
gegen ApoA-| und ApoA-Il in verschiedener Anordnung.

Neben den Lipoproteinen LpA und LpA-l werden in diesem
System erstmals Lipoproteinpartikel mit ApoA-Il, jedoch ohne
ApoA-| nachgewiesen (LpA-I1). LpA-1l wird im normolipidami-
schen Plasma nur in Spuren angetroffen. Deutlich héhere Kon-
zentrationen findet man dagegen bei Hypertriglyceridamie.

Etwa 80% des mit ApoA-1 nicht assoziierten ApoA-Il werden mit
den HDL isoliert. Der Rest findet sich in der Fraktion dagec
>1,126 kg/I. VLDL und LDL enthalten kein LpA-Il. Durch ge-
eignete Interposition weiterer monospezifischer Antikérper und
im Immunblott kann gezeigt werden, daB LpA-Il weder ApoB,
ApoE, ApoC-1l noch ApoC-IlI enthalten.

Es unterscheidet sich damit von einem Assoziat aus ApoA-Ili
und ApoB wie wir es mit analoger Technik bei einem Patienten
Tangier Disease nachweisen.

Die Wirkung von niedermolekularem
Heparin auf den Fettstoffwechsel
chronischer Hamodialysepatienten

Y. Schmidt' und H. Schneider? )

' Institut fiir klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin

2 Nephrologische Abteilung im Zentrum fiir Innere Medizin,
KriegsbergstralBe 60, Katharinenhospital, 7000 Stuttgart, FRG

Bei einer Gruppe von 22 chronischen Hémodialysepatienten,
deren Dialysepflichtigkeit 1anger als 12 Monate betrug, wurde
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das wihrend der Dialysedauer benutzte Heparin durch das nie-
dermolekulare Analogon fiir einen Zeitraum von 6 Monaten er-
setzt. Vor Beginn der Umstellung wurden die Ausgangswerte
ermittelt, mit denen die Resultate innerhalb und am Ende der
Umstellungsperiode verglichen wurden. Nach Wiederumstellen
auf konventionelles Heparin erfolgte eine nochmalige Kontrolle.

Dabei wurde festgestelit, daB sich hinsichtlich verschiedener
Fettstoffwechselparameter Verbesserungen ergaben. So fiel das
Gesamtcholesterin signifikant ab, wobei dies hauptséchlich auf
einen Abfall des LDL-Cholesterins zuriickgefiihrt werden konnte.
Gesamt-HDL-Cholesterin und die verschiedenen Subfraktionen
blieben im wesentlichen unveridndert. Begleitet wurde diese Ver-
anderung von einem ebenfalls signifikanten Abfall der Apolipo-
proteine A1 und B. Apolipoprotein B sank wahrend der 6monati-
gen Versuchsdauer konstant ab, wobei Apolipoprotein A1 inner-
halb der ersten 2 Monate deutlich abfiel und sich dann auf einem
gleichbleibenden Niveau stabilisierte. Die Triglyzeride stiegen in-
nerhalb der ersten 2 Monate signifikant an und fielen dann bis
zum Ende der Versuchsperiode auf den Ausgangswert zuriick.

So ergibt sich der SchluB, daR der Einsatz von niedermolekularem
Heparin wahrend der Dialyse zu einer Besserung der Fettstoff-
wechselparameter beitrdgt und so den Risikoquotienten mindert.

Trockenchemische Bestimmung von
Liquorprotein (CSFP) mit dem Kodak
Ektachem 700 XR

G. Steinbach, Sabine Kénig * und V. Maier

Zentrale Einrichtung Klinische Chemie des Klinikums
der Universitat Ulm und

* KODAK AG, Stuttgart

In den Notfallaboratorien des hiesigen Klinikums arbeiten zwei
Kodak Ektachem 700 XR-Analysatoren rund um die Uhr.

Die Korrelationen zu Serumproben, die mit dem Hitachi 717
(Boehringer Mannheim) gemessen wurden, sind hervorragend.

Inzwischen wurde von Kodak ein Test fiir die Bestimmung von
Liquorprotein (CSFP) eingefiihrt.

Das Testprinzip basiert auf einer modifizierten Biuret-Reaktion.
Diese beruht auf der bevorzugten Bindung von Cu-lonen an
Proteine im Vergleich zur komplexen Bindung an einen Azofarb-
stoff.

Die Bildung des Biuret-Komplexes wird verfolét durch die Ab-
nahme der Absorption des Kupfer-Azo-Farbkomplexes bei
670 nm.

Die Charakteristika firr diese Bestimmung sind folgende:

— Probenvolumen: 10 pl unverdiinnter Liquor.

— MeRbereich: 5 bis 300 mg/dl.

— Prazision innerhalb eines Laufes: Bei 49 mg/dl 3,3%, bei
150 mg/dl 1,7% und bei 362 mg/dl 1,0% VK.

— Der Korrelationskoeffizient zwischen ACA (DuPont) und dem
Ektachem (Kodak) betrdgtr = 0,986 (n = 48).

Bei dem Vergleich mit der Coomassie-Phosphorsiure-Methode
von Biomed ergibt sich ein Korrelationskoeffizient von r = 0,989
(n = 48).

Bis heute konnten keine Interferenzen gefunden werden.

In der Praxis hat sich diese Methode aufgrund ihrer Einfachheit,
ihres besonders kleinen Probenvolumens und ihrer sehr schnellen
Durchfiithrung auRerordentlich bewahrt.

Der Einsatz der Trockenchemie erscheint ideal fiir Notfallaborato-
rien und wird auch in die Routineanalytik Einzug halten.
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Albumin/Praalbumin-Quotient
zur Diagnostik der Liguorrhoe

J. Bohner und W. Hesse
Institut fir Laboratoriumsmedizin der Stidtischen Kliniken
Fulda

Liquorfisteln konnen sich als Oto- oder Rhinoliquorrhoe manife-
stieren. Die diagnostischen Empfehlungen zum Nachweis einer
Liquorrhoe reichen von grob-informativen Verfahren (Taschen-
tuchtest) Uber eine quantitative Glukose- und EiweiBbestim-
mung im Sekret bis zu den invasiven Methoden der Liquormar-
kierung mit Hilfe von radioaktiven Isotopen oder Farbstoffen
wie Fluorescein. Neuerdings wird der immunelektrophoretische
Nachweis des liquortypischen B,-Transferrins zur ldentifizierung
von Liquor vorgeschlagen (1). Alternativ zu diesem arbeits- und
zeitaufwendigen Verfahren haben wir den Albumin/Préalbumin-
Quotienten auf seine Eignung in der Liquorrhoe-Diagnostik ge-
pruft.

Die quantitative Bestimmung der Albumin- und Prdalbumin-
Konzentrationen in Liquor (L) und Serum (S) erfolgte nephelo-
metrisch (Behring Nephelometer-Analyzer) mit Antiseren der
Firma Behring. Bei einem Probenbedarf von insgesamt 150 pl
(L) bzw. 100 ul (S) fir eine simultane Bestimmung von Préalbu-
min und Albumin sind beide Proteine exakt und mit hoher Prazi-
sion (Variationskoeffizienten von 2 bis 5%) innerhalb von 20 min
bestimmbar.

Der im Liquor ermittelte Albumin/Praalbumin-Quotient liegt im
Bereich von 5 bis 29. Serum oder serése Flussigkeiten sind dem-
gegenlber durch einen Albumin/Praalbumin-Qutienten von
> 85 charakterisiert.

Nach den uns bisher vorliegenden Erfahrungen ist die diagnosti-
sche Wertigkeit des Albumin-Praalbumin-Quotienten im Ver-
gleich zum B,-Transferrinnachweis wie folgt zu bewerten:

1. Liquor ist durch den Albumin/Praalbumin-Quotienten ein-
deutig identifizierbar (keine falsch-positiven Resultate!); falsch-
negative Ergebnisse sind durch Beimengungen von Blut oder
Nasensekret moglich.

2. Der Albumin/Praalbumin-Quotient basiert auf quantitativen
Proteinbestimmungen. Im Gegensatz zum qualitativen B,-Trans-
ferrinnachweis erfordert seine Interpretation keine spezielle Er-
fahrung.

3. Gegeniiber dem B,-Transferrin ist der AIbumin/Préalbumin-
Quotient einfach und schnell zu bestimmen. Im Bedarfsfall ist er
deshalb auch im Bereitschaftsdienst durchfiihrbar.
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Vergleich der colorimetrischen nal3-
und ,,trockenchemischen” Magnesium-
bestimmung mit den Ergebnissen der
Atomabsorptionsspektrometrie

A. M. Marx, R. Eckle und A. M. Gressner
Abteilung fiir Klinische Chemie und Zentrallabor Klinikum der
Universitdt Marburg, BaldingerstraBe, 35560 Marburg

Zur Bestimmung der Serum-Mg-Konzentration werden neben
der als Referenzmethode angesehenen Atomabsorptionsspek-
trometrie verschiedene photometrische Verfahren eingesetzt
(1 —4). In der vorliegenden Untersuchung wurden die Xylidyl-
Blau-Methode ohne Enteiweiung (3) der Firma Wako unter
Verwendung eines Cobas-Bio Zentrifugal-Analysators
(Hoffmann/La Roche) und die von der Firma Kodak entwickelte,
auf einen Formazan-Derivat basierende trockenchemische Be-

stimmung mit dem Kodak Ektachem 700 XR-Analysator mit der
Atomabsorptionsspektrometrie verglichen. Beide photometri-
schen Verfahren basieren auf der Bestimmung eines sich ausbild-
enden Mg-Farbstoff-Komplexes und wurden nach unserem
Wissen bisher nicht miteinander verglichen. Durch Aufstockung
bzw. Verdlinnung eines Serumpools wurden Proben mit Mg-
Konzentrationen zwischen 0,26 mmol/l und 3,04 mmol/! herge-
stellt. Die konventionelle Xylidyl-Blau-Methode (konv. Meth.)
war linear bis 1,8 mmol/l, die Kodak-Methode (Kodak Meth.)
bis 3,02 mmol/l und die Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)
bis 20 mmol/I. Innerhalb einer Serie von 22 Proben ergab sich
fiir die konv. Meth. bei 3 verschiedenen Konzentrationen ein
durchschnittlicher  Variationskoeffizient (VK) von 3,4%
(1,44 mmol/I: 1,6%, 0,8 mmol/I: 3,3% und 0,29 mmol/i: 5,3%).
Bei den gleichen Proben erreichte die Kodak Meth. einen mittle-
ren VK von 1,5% (1,44 mmol/l: 0,5%, 0,78 mmol/i: 1,4% und
0,32 mmol/I: 2,6%). Fir die AAS wurde ein VK von 1,4%
(1,36 mmol/i: 1,3%, 0,80 mmoi/l: 1,02% und 0,28 mmol/I:
1,8%) ermittelt. Innerhalb eines Untersuchungszeitraumes von 2
Wochen lag fir diese Proben der VK von Tag zu Tag fiir die konv.
Meth. bei 1,6%, 4,4% und 3,9% (Mittel: 3,3%) und fiir die Kodak
Meth. bei 0.8%, 1,7% und 1,5% (Mittel: 1,3%). Die in unserem
Labor routinemaRig eingesetzte AAS hat bei einer Konzentration
von 1,45 mmol/l einen VK von 1,6% von Tag zu Tag und bei einer
Konzentration von 0,93 mmol/l einen VK von 2,7%. Fir eine
direkte Korrelation wurden 150 Patientenproben (Mg-Konzen-
trationen zwischen 0,46 mmol/l und 1,28 mmol/l, normalver-
teilt) mit allen 3 Methoden bestimmt. Die lineare Regressionsa-
nalyse ergab folgende Werte:

y: AAS; x: Konv. Meth.:y = 0,912 x + 0,046;r = 0,942.
y: AAS; x: Kodak Meth.:y = 0,959 x + 0,029;r = 0,952.
y: Kodak Meth.; x: Konv. Meth.:y = 0,872 x + 0,086;r = 0,907.

Zusammenfassend 13Rt sich feststellen, daR sich beide photome-
trische Verfahren als sehr praktikabel erwiesen haben. Die Kodak-
Methode war der Xylidyl-Blau-Methode wegen des niedrigeren
VK und der hoheren Linearitatsgrenze allerdings Gberlegen. Beide
Methoden zeigen eine gute Korrelation mit der AAS wahrend ein
Vergleich der beiden photometrischen Verfahren nur eine maRige
Korrelation ergab.
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Erfahrungen mit der mechanisierten
Auswertung von Urinteststreifen im
Hinblick auf Praktikabilitat und
Vergleichbarkeit der Ergebnisse

A. M. Marx, J. Kropf und A. M._Gressner
Abteilung fir Klinische Chemie und Zentrallabor, Klinikum der
Uhiversitat Marburg, BaldingerstraBe, 3550 Marburg

Gerate zur mechanisierten Auswertung von Urin-Teststreifen sol-
len aufgrund standardisierter Inkubations- und MeRbedingun-
gen zuverldssigere und besser reproduzierbare Ergebnisse liefern.
Die analytische Zuverldssigkeit dieser Gerdte wurde bereits in
vielen Evaluationen lberprift. Wir haben untersucht, ob durch
den Einsatz mechanisierter Teststreifenauswertung an sich tat-
sachlich eine Verbesserung der Urinanalytik méglich ist. Es sollte
dabei der Objektivitat und Vergleichbarkeit der Ergebnisse und
einer moglichen Beschleunigung der Analysen besondere Auf-
merksamkeit gewidmet werden. Hierzu haben wir drei auf dem
Markt befindliche Gerate (Rapimat® I1/T der Behringwerke AG,
Urotron® RL9 der Firma Boehringer Mannheim GmbH und
Clinitek® 200 von Ames/Bayer Diagnostic) mit der in unserem
Labor routinemiRig durchgefiihrten visuellen Auswertung des
Combur®-Teststreifens (Boehringer Mannheim GmbH) vergli-
chen. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde durch wie-
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derholte Analyse (n = 10) von drei Kontrollurinen (Kova®Trol |-
111, Madaus) bestimmt. Die Unprazision der mechanisierten Test-
streifen-Auswertung lag zwischen 3% und 11,9% und lag damit
im gleichen Bereich wie bei der visuellen Auswertung (4,6%). Die
Vergleichbarkeit der erhaltenen Ergebnisse wurde durch parallele
Analyse von Urinproben des Routine-Labors untersucht. Bei al-
len Parametern zeigte sich fur ein- und dasselbe Probenkollektiv
eine stark voneinander abweichende Haufigkeitsverteilung der

.semiquantitativen” Ergebnlsse Selbst die Beschrinkung auf die
Hauhgkenen aller posmven Teststreifenergebnisse ergab signifi-

kante Unterschiede (Chi2-Test, p < 0,001 —0,05). Erstaunlicher-
weise zeigten visuelle Teststreifenanalysen durch zwei Mitarbei-
ter keinen signifikanten Unterschied. Unter Bezug auf die mikro-
skopische Sedimentuntersuchung wurden pathologische Urine
mit einer Sensitivitdt/Spezifitdt von: 0,85/0,84 (Urotron) 0,91/
0,67 (Rapimat), 0,82/0,81 (Clinitek), 0,88/0,67 (1. Visuelle
Analyse) und 0,91/0,93 (2. Visuelle Analyse) nachgewiesen.
Auch im Hinblick auf die Analysengeschwindigkeit zeigt sich
kein deutlicher Vorteil der mechanisierten gegeniiber der visuel-
len Teststreifenauswertung.

Zusammenfassend konnten wir die von der mechanisierten Urin-
teststreifen-Auswertung erwarteten Verbesserungen in der Urin-
analytik nicht feststellen. Die geringe Vergleichbarkeit der Ergeb-
nisse durfte unserer Meinung nach in der ,,semiquantitativen”
Ergebnisausgabe und der schlechten Kalibrierbarkeit der Gerate
begrindet sein. Es sind kaum Aussagen zu Rationalisierungsmo-
glichkeiten des Urinlabors durch die getesteten Gerate méglich.
Die reine MeRzeit fir einen Teststreifen wird gegeniiber dem
Zeitbedarf einer MTA nicht verkiirzt. Eine Entlastung bei paraana-
lytischen Tétigkeiten wie Ergebnisdokumentation oder Probeni-
dentifizierung 1Rt sich kaum beurteilen, da sie von der jeweiligen
Organisation des Urinlabors vor dem Einsatz eines solchen Gera-
tes abhangen. Bei Einbindung der getesteten Analysatoren in ein
Labor-EDV-System ist eine Absenkung des Arbeitsaufwandes
2.B. durch die On-Line-Ubertragung der Ergebnisse jedoch
denkbar.

Einfache photometrische Bestimmung
von Carboxyhamoglobin

und Methamoglobin durch Mehrwellen-
langenmessung

B. Carl', H. Kaehler? und R. Schlegel’
' Dr. Bruno Lange GmbH, Berlin, Chemie-Entwicklung
2 Zentrallabor, Krankenhaus Neukélin, Berlin

Fir das Dr. Lange Spektralphotometer LS 500 wurde ein ein-
faches und schnelles direktphotometrisches Verfahren zur Be-
stimmung des Carboxyhamoglobins (COHb), des Methamoglo-
bins (MetHb) und des Gesamthamoglobins (THb) im Vollblut
entwickelt, das auf einer Messung bei 9 Wellenlangen basiert.
Auswertung und Ergebnisberechnung erfolgen Gber ein Pro-
gramm mit gerétespezifischen Faktoren, die aus den Extinktions-
koeffizienten der einzelnen Hamoglobine mit Hilfe eines Matri-
zenprogramms fiir die Multikomponentenanalyse (MCA) ermit-
telt wurden. Das Photometer wird mit einem neu entwickelten
COHb/MetHb-Standard kalibriert.

Zur Messung wird die mit einer Hdmolysel6sung verdiinnte Blut-
probe (10 ul) eingesetzt. Das Ergebnis (% COHb + THb in g/dl
bzw. % MetHb + THb in g/dl) wird sofort ausgedruckt.

Die Methode ist im Bereich von 0 bis 100% COHb bzw. MetHb
linear. Es wurden die VK-Werte in der Serie und von Tag zu Tag
in verschiedenen Konzentrationsbereichen bestimmt.

COHb

i.d. Serie: VK = 2,3& (X = 224% COHb); VK = 0,5%
(X = 58,3% COHb)

Tag zu Tag: VK = 1,3% (X = 60,8% COHb)

MetHb

i.d. Serie: VK = 5,8% (X = 1,69 MetHb); VK = 0,83%
(X = 26,8% MetHb)

Tag zu Tag: VK = 2,4% (X = 26,8% MetHb)
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Der Methodenverglich mit dem CORNING CO-Oximeter 2500
ergab eine gute Korrelation sowoh! fir COHb (y = 0,950 x +
0,494) als auch fiir MetHb (y = 1,035 x — 0,259). Die MetHb-
Bestimmung am LS 500 wurde zusitzlich mit der Evelyn-Malloy-
Methode verglichen (y = 1,020 x — 0,828).
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Eine einfache und schnelle enzymatische
Bestimmung von L-Phenylalanin

im Serum mit einer L-Phenylalanin-
Dehydrogenase

U Wendel', W. Hummel® und U. Langenbeck?
Klnderkllmk

2 Institut fir Enzymtechnologie, Heinrich-Heine-Universitét

Duisseldorf

3 Institut fir Humangenetik, Johann Wolfgang Goethe-Uni-

versitat Frankfurt/Main

Bestimmungen von L-Phenylalanin im Serum sind zur Diagnose
der Phenylketonurie sowie zur Uberwachung der Diattherapie
erforderlich. Sie erfolgen iiberwiegend durch fluorimetrische Me-
thoden, durch Austauschchromatographie (Aminosédureanaly-
ser) oder HPLC. Enzymatische Bestimmungsmethoden (unter
Einsatz von L-Aminosaure-Oxidase, Phenylalanin-Ammonialy-
ase oder L-Phenylalanin-Oxidase) finden bisher in der Praxis
keine Anwendung. Ausgehend von einer enzymatischen Bestim-
mungsmethode fir Phenylalanin unter Verwendung einer L-Phe-
nylalanin-Dehydrogenase [Hummel, W., Schiitte, H., Kula, M.
R., Anal. Biochem. 170, 397 —-401 (1988)] wurde ein einfacher,
schneller und préziser colorimetrischer Test zur Phenylalaninbe-
stimmung im Serum fiir den routinemaRigen Einsatz entwickelt.
Dabei wurde die Reaktion einer L-Phenylalanin-Dehydrogenase
[L-Phenylalanin:NAD *-Oxidoreduktase (deaminierend)] aus
Rhodococcus sp. M 4 mit einem INT/Formazan-System gekop-
pelt und die Formazanbildung iber die Adsorptionsdanderung bei
492 nm verfoigt. In einem kinetischen Test war der Reaktionsab-
lauf bei 21 °C Giber mehr als 30 min linear. Die Analyse der entei-
weiBten Uberstande von Standardlésungen von Phenylalanin in
Precinorm S ergab eine lineare Beziehung zwischen der
dAformazan/30 min und der Substratkonzentration Uber einen
Bereich von 30—1200 umol/I. Die Prazision betrug 2,3—5,5%,
die Wiederfindung lag zwischen 98 und 103%. Interferenzen
durch Tyrosin, Phenylpyruvat, Pyruvat und Ascorbat in klinisch
relevanten Konzentrationen waren nicht nachzuweisen. Die en-
zymatisch-colorimetrisch bestimmten Phenylalaninkonzentra-
tionen in Serumproben von Phenylketonurikern stimmten sehr
gut mit den sdulenchromatographisch bestimmten Werten tGber-
ein. Diese einfache colorimetrische Methoide eignet sich auch
zur Messung von Phenylalanin in Kapillarblut und Blut auf Filter-
papiertragern und kann automatisiert werden.

Standardisierung einer chromatographi-
schen Methode zur spezifischen und
empfindlichen Histaminbestimmung

F. Asskali und H. Forster
Experimentelle Anaesthesiologie, Universitédt Frakfurt

Histamin ist ein biogenes Amin, welches in Gewebsmastzellen
und in basophilen Leukozyten gebildet und dort in groRen Men-
gen gespeichert wird. Biologisch aktiv ist jedoch nur das im
Plasma in sehr niedrigen Konzentrationen um 0,5 ng/mi frei vor-
handene Histamin. Die quantitative Erfassung von soichen nied-
rigen Konzentrationen bereitete bislang analytische Schwierig-
keiten. Wir haben eine chromatographische Methode zur spezifi-,




schen und hochempfindlichen Bestimmung von Histamin in Kor-
perflissigkeiten standardisiert.

Die unmittelbar nach Entnahme eisgekihlten Li-Heparin-Pla-
smaproben wérden spatestens 30 min nach Entnahme enteiweift
und mit einem internen Standard (Aza-heptamethylen-diamin)
versetzt. Die Vorreinigung der enteiweiten Proben (zur Abtren-
nung der Aminosauren) erfoigt durch Saulenchromatographie
auf lonenaustauscherharz (Dowex 50 x 8). Nach Aufkonzentrie-
ren wird die Probe Uber eine analytische lonenaustauscher-Saule
erneut chromatographisch aufgetrennt. Die Detektion erfolgte
fluorometrisch nach mit 0-Phtalaldehyd ohne Zusatz von Mer-
captoethanol. Eine Potentierung der Fluoreszenz wird durch An-
sduern mit Phosphorsdure erreicht. Die Linearitdt wurde Uber
einen Bereich von 1-100 pmol/mi gepriift. Die Abweichung
von Tag zu Tag lag unter 5%. Zur Aufstellung eines Normalberei-
ches fur Plasma und fiir Bluthistamin bei Gesunden und bei
Patienten wurden zwei Kollektive gebildet. Das eine Kollektiv
bestand aus gesunden jungen Mannern und Frauen von 20 und
35 Jahren. Das zweite Kollektiv bildeten Patienten der Intensiv-
pflege-Station. Die Werte von Plasmahistamin liegen bei 0,38 +
0,12 ng/ml mit einem Medianwert von 0,365 ng/ml. Bei den
Intensivpflege-Patienten liegt das Plasmahistamin in einem Be-
reich von 0,48 ng/ml. Fiir das Bluthistamin wurden bei Gesunden
Konzentrationen von 50—200 ng/ml gemessen, wahrend bei
den untersuchten Patienten sehr niedrige Werte gefunden wur-
den, die z.T. mit denen des Plasmas identisch waren.

Thiamin- und Pyridoxinkonzentrationen
im Serum bei Patienten: HPLC-Analy-
tik und Untersuchung bei 200 Patienten
mit verschiedenen Krankheitsbildern

A. Schnier, F. Susanto, S. Humfeld und H. Reinauer
Abt. fir klinische Biochemie des Diabetes-Forschungs-
institutes an der Universitat Disseldorf,

Auf'm Hennekamp 45, 4000 Disseldorf 1

In einer gemeinsamen Studie mit der klinischen Abteilung des
Diabetesforschungsinstitutes sowie der neurologischen und der

gastroenterologischen Abteilung der Universitat Disseldorf wer--

den Vitaminanalysen bei Patienten mit verschiedenen Erkrankun-
gen sowie bei gesunden Personen und Vegetariern durchgefiihrt.

Diese Arbeit beschreibt die Analytik von Thiamin und Pyridoxin
im Serum mit Hilfe von Hochdruckfliissigkeitschromatographie
und Fluoreszenzdetektion. Untersucht wurden Typ |- und Typ II-
Diabetiker, M. Crohn-Patienten, chronische Alkoholiker, Epilep-
tiker sowie gesunde Probanden und Vegetarier. Die Isolation
von Pyridoxin aus dem Serum erfolgt iiber eine flissig-flussig-
Extraktion im sauren Medium, nach Denaturierung und Fallung
des Proteins.

Nach einem weiteren Reinigungsschritt mit Diethylether wird
die Probe im Laufmittel aufgenommen und direkt in die HPLC
injiziert.

Dagegen muf Thiamin vor der Extraktion zu Thiochrom oxidiert
werden, um eine empfindliche Fluoreszenzdetektion zu ermagli-
chen. Als Extraktionsmittel dieser hydrophilen Vitamine ist Isobu-
tanol sehr gut geeignet. Fur die Bestimmung von Pyridoxin wer-
den Phosphatbuffer und Acetonitril, fiir Thiamin Diisopropylether
und Methanol als Laufmittelgemisch verwendet. Als stationére
Phasen dienen Nucleosil C,g fiir Pyridoxin und eine NH,-Saule
fGr Thiamin. Die Richtigkeit und Prazision beider Verfahren wurde
Uberpriift und die gewonnenen Analysenwerte werden diskutiert.
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HochdruckflUssigkeits-
chromatographische Bestimmung
von Mezlocillin im Plasma

S. Humfeld, F. Susanto, B. Schmidt und H. Reinauer
Abteilung fiir klinische Biochemie des Diabetes-Forschungs-
institutes an der Universitat Disseldorf

Auf'm Hennekamp 65, 4000 Diisseldorf 1

Mezlocillin (BAYPEN) ist ein ringformiges Acylureido-Penicillin
mit einem breiten Wirkungsspektrum sowohl im grampositiven
als auch im gramnegativen Bereich. Eine besonders hohe Wirk-
samkeit ist gegeniiber Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen.

Diese Arbeit beschreibt eine einfache hochdruckfliissigkeitschro-
matographische Methode, mittels UV-Detektion, zur Bestim-
mung von Mezlocillin im Serum unter Verwendung von Azlocillin
als interner Standard.

Die Probenvorbereitung fiir eine Analyse mit der Hochdruckfliis-
sigkeitschromatographie benétigt keine Derivatisierungsschritte.
Die Extraktion erfolgt mit dem Baker SPE-System bei pH 7,2
ber einen Anionen-Austauscher (Baker SPE-Trennséule: qua-
ternares Amin). Der Vorteil dieser Sdulenextraktion liegt darin,
daR sich das erhaltene Eluat, ohne weitere Reinigungsschritte,
zur Direktaufgabe in das HPLC-System eignet.

Die Serumkonzentrationen, nach i.v.-Injektion von 2 g Mezlocil-
lin, wurden durch Untersuchungen an einem Patientenkollektiv
bestimmt.

Die mittleren Serumspiegel lagen eine halbe Stunde nach Bolus-
Injektion zwischen 141 mg/lund 116 mg/l und nach 4 Std. noch
zwischen 13 mg/l und 18 mg/l. Die Serumhalbwertszeit von
Mezlocillin betragt nach i.v.-Gabe etwa 57 min.

Fir die Untersuchung der Prazision dienten aufgestockte, medi-
kamentenfreie Plasma- und Urinproben (n = 90) im Konzentra-
tionsbereich von 10— 1000 mg/!I. Es ergab sich ein durchschnitt-
licher Variationskoeffizient von 3,8% fir die Plasmaanalysen bzw.
3,9% fir die Urinbestimmungen.

Bei der Uberpriifung der Prizision von Tag zu Tag lagen die
Vk-Werte bei 5,8%.

Die Nachweisgrenze betrug 50 pg/l Serum, die Wiederfindungs-
rate lag im Durchschnitt bei 96,8%.
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Ein HPLC-Analysensystem zur vollauto-
matischen Bestimmung glykierter
Hamoglobine

B. Wilmers®, K.-S. Boos® und R. Sauerbrey?

' Laboratorium fir Biologische Chemie, Universitat Pader-
born, D-4790 Paderborn, Postfach 1621

2 E Merck, D-6100 Darmstadt, Postfach 4119

Glykierte Himoglobine entstehen in den Erythrozyten durch eine
nicht-enzymatische Reaktion zwischen freien Aminogruppen der
«- und B-Globulinketten des Hamoglobins und Glucose. lhre
Bildungsreaktion verlauft Gber zwei Stufen: in einem ersten Re-
aktionsschritt entsteht eine labile Schiff'sche Base (Aldimin), die
durch eine langsam ablaufende Konversion (Amadori-Umlage-
rung) das stabile Ketoamin bildet. Dje glykierten Hdmoglobine
sind eine wichtige KenngréBe zur Uberpriifung der Diabetes-
Mellitus-Therapie.

Die chromatographische Bestimmung der glykierten Hamoglo-
bine kann prinzipiell Gber zwei unterschiedliche Verfahren erfol-
gen:

1. durch ladungsabhangige Methoden, bei denen die B-N-ter-
minal glykierten Hamoglobinfraktionen (HbA,) von dem nicht
glykierten Hamoglobin auf Kationenaustauschern abgetrennt
werden,
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2. durch glykierungsspezifische Affinititschromatographie mit
Aminophenylboronsaure als Affinitatsliganden.

In Abhéngigkeit von der chemischen Struktur des Tragermaterials
als auch der Austauschergruppen konnen mit Kationenaus-
tauschern unterschiedliche Fraktionen glykierter Hémoglobine
(HbA,,. HbA,,, HbA,.) und andere Hamoglobinvarianten (z.B.
HbF) aufgetrennt werden. Nachteile solcher Bestimmungs-
methoden sind die starke pH-Abhingigkeit der Trennung und
analytische Interferenzen. So konnen am f-N-Terminus car-
bamylierte bzw. acetylierte Hamoglobine oder labiles HbA,
(Aldimin) mit der stabilen HbA,-Fraktion coeluieren (1).

Durch die Verfahren der Affinitdtschromatographie wird der Ge-
samtgehalt an glykiertem Hamoglobin (Glycohdmoglobin) be-
stimmt, d.h. nicht nur die Glykierung am N-Terminus der
fB-Globulinketten, sondern auch die entsprechende Glykierung
der a-Globulinketten und einiger £-Aminogruppen. Interferenzen
sind bei dieser Bestimmungsmethode durch andere Hamoglo-
binvarianten (z.B. HbF), Hamoglobinmodifizierungen (Carba-
mylierung, Acetylierung) und durch Aldimine nicht nachweisbar.

Das in dieser Arbeit vorgestelite Hochleistungs-Affinitétschro-
matographische Analysenverfahren zur Bestimmung glykierter
Hamoglobine beruht auf der Immobilisierung von 3-Aminophe-
nylboronsédure (Belegungsgard 300—400 umol/g Gel) an ein
mechanisch und chemisch stabiles Polyacrylamid-Copolymer.
Unter leicht alkalischen Bedingungen werden die Glycohamo-
globine durch Ausbildung zyklischer Ester zwischen den copla-
naren cis-Diolgruppen der Glucosereste und den Boronatan-
ionen chemoselektiv reteniert, um nach saurer Hydrolyse der Ester
von der Affinitdtsphase zu eluieren.

Das Analysenverfahren ist automatisiert und erlaubt die routine-
maRige Bestimmung von mehr als 1000 Hamolysaten mit einer
Affinitatssaule, bei einer Analysenzeit von 15 min, inclusive der
Rekonditionierung der Affinitatsphase. Das Analysensystem ver-
fugt Gber eine ausgezeichnete Spezifitdt und Prazision. Die Intra-
und Interassay-Varianzen sind weitgehend unabhangig vom Ge-
halt an glykiertem Hamoglobin und liegen zwischen 2,3% und
3,2%. Die Bestimmung des Glycohamoglobins wird durch hohe
Konzentrationen an Glucose und Aldimine nicht beeinflut. Ein
Methodenvergleich mit einem Bestimmungsverfahren auf der
Basis der Hochleistungs-lonenaustauschchromatograsphie (2)
(Bestimmung von HbA, ;) ergab eine zufriedenstellende Korrela-
tion (y = 1,185 x + 1,299;r = 0,956) zwischen den bestimmten
HbA, .-Werten und dem Anteil an Glycohamoglobin. Die Werte,
die mittels Hochleistungs-Affinitdtschromatographie (HPAC)
gemessen werden, liegen durchschnittlich um 2,8%-Punkte ho-
her als die HbA, .-Werte, wobei die Differenzen mit steigendem
Anteil an glykiertem Hamoglobin zunehmen. Aufgrund der Erfas-
sung des Gesamtanteils glykierter Himoglobine erstreckt sich der
Normalbereich bei der beschriebenen HPAC-Methode von 7%
bis 10%. Das Analysenverfahren verfiigt im Vergleich zur lone-
naustauschchromatographie Uber eine hohere Sensitivitat, d.h.
es gestattet eine bessere Differenzierung zwischen Normalwerten

" und pathologischen Werten.
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2. SIVORINOVSKY; G., BARTLING, D., KEENAN, D., TANAKA, S.: BIO-RAD Labora-
tories, Wright Ave. Richmond (USA).

Absorptionsspektrometrische
Ketoisocapronat-Bestimmung mit
D-2-Hydroxyisocapronat-Dehydro-
genase aus Lactobacillus casei

P. Schadewaldt'-2, W. Hummel® und U. Wendel®

' Diabetes Forschungsinstitut, 2 Institut fir Physiologische

Chemie II, ® Institut fir Enzymtechnologie und
4 Kinderklinik, Universitit.Diisseldorf

Bei der Ahornsirupkrankheit akkumulieren die drei verzweigtket-
tigen Amino- und ihre 2-Oxoséauren. Ketoisocapronat ist wahr-
scheinlich die einzige 2-Oxosaure mit (neuro)toxischer Wirkung
(1, 2). Die Bestimmung dieses Metaboliten war bisher nur mit
aufwendigen analytischen Methoden (GC, HPLC) méglich (3).

Wir haben unter Verwendung einer aus Lactobacillus casei ssp.
pseudoplantarum isolierten, weitgehend Ketoisocapronat-spezi-
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fischen, NAD*-abhingigen Dehydrogenase, einen einfachen,
schnellen UV-Test entwickelt. Das Prinzip beruht auf der kineti-_
schen Messung der Abnahme der NADH - Absorption bei 334 nm
nach Enzymzusatz. Die Proben wurden durch Saurefallung, Zen-
trifugation und Neutralisation des Uberstandes vorbereitet. Die
Auswertung erfolgte anhand von mitgefiihrten Standards. Im
Bestimmungsansatz (d = 1 cm, 25°C) war die initiale AA/min
bei Einsatz von 15 mU Enzym/ml im Bereich von 6 —36 nmol/
ml linear mit der Ketoisocapronat-Konzentration Korreliert. Der
Variationskoeffizient betrug 5% in der Serie und 10% von Tag zu
Tag (n = 30; 0,2-0,8mM Ketoisocapronat im Plasma,
6 Konzentrationen). Die Wiederfindung war 98 + 5% (n = 10).
Bei Erhohung der Enzymaktwrtat liegt die Nachweisgrenze
fir Ketoisocapronat im Plasma < 0,01 mM. In physnologtschen
Proben traten Stérungen durch andere 2-Oxosauren nur in Aus-
nahmefallen auf (Ketoisocapronat < Ketoisovalerianat).

Zur Uberpriifung der enzymatischen wurde eine HPLC-Methode
(3) als Referenzmethode verwandt. Bestlmmung in 24 Plasmen
ahornsirupkranker Patienten ergab eine gute Ubereinstimmung
beider Methoden (y = 0,92 x + 0,01, r = 0,998).
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Analyse einer Medikamentenintoxikation

M. Erdweg, H. A. Weinand und M. Hoffmann
Institut fiir Hygiene und Laboratoriumsmedizin der
Stadtischen Krankenanstalten Krefeld

(Direktor: Prof. Dr. med. H. Finger)

Bei schweren Intoxikationen durch Medikamente sind Barbitu-
rate auch heute noch Uberproportional haufig vertreten. Neben
der langsamen Elimination, das gilt besonders fir die lipophilen
Barbituratsubstanzen, ist fiir den Verlauf und die Prognose einer
Intoxikation die synergistische Wirkung z. B. mit Alkohol oder mit
anderen Medikamenten entscheidend. Fir die gezielte Durch-
fihrung einer optimalen klinischen Therapie ist eine moglichst
rasche und exakte toxikologische Analytik Voraussetzung.

by
432, 297301 (1988).

Kasuistik

Durch den Notarzt wurde eine tief komatose Patientin unter der
Verdachtsdiagnose einer Intoxikation in die Intensivpflege ge-
bracht. Aufgrund der im Umfeld der Patientin gefundenen Arz-
neimittelpackungen und Tablettenreste war in Verbindung mit
der klinischen Symptomatlk,elne schwere Barbituratintoxikation
wahrscheinlich:

Die sofort eingeleitete Iaborchemische Analytik von Plasma- und
Harnproben mittels Enzymimmunoassay ergaben einen positiven
Nachweis fiir Barbiturate. In der parallel dazu durchgefiihrten
Dinnschichtchromatographie lief sich dieser Befund bestatigen.’
AuRerdem kam noch eine weitere Substanz in erheblicher Kon-
zentration zur Darstellung, die als Diphenylhydantoin identifiziert
wurde. Secobarbital- und Diphenylhydantoin konnten anhand
einer hochleistungsflissigkeitschromatographischen Analyse
quantitativ bestatigt werden.

Fir die toxikologische Analytik sind Screeningmethoden sicher-
lich sinnvoll, bediirfen aber fast immer einer weiteren differen-
zierten Analytik durch Dinnschichtchromatographie oder Hoch-
leistungsflissigkeitschromatographie, um das Problem einer
Intoxikation durch mehrere Medikamente zu erfassen.
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| Eine Kandidat-Referenzmethode zur

Bestimmung von Theophyllin im Serum

" mittels Isotopenverdiinnung-Massen-

spektrometrie (IDMS)

F. Susanto, S. Humfeld, B. Schmidt und H. Reinauer
Abteilung fir Klinische Biochemie des Diabetes-Forschungs-
institutes und der Universitat Disseldorf,

Auf'm Hennekamp 65, 4000 Diisseldorf 1

Eine groBe Anzahl von analytischen (GC, HPLC, GC-MS) sowie
enzymatischen Methoden zur Bestimmung von Theophyllin
(3,7-Dihydro-1,3-dimethylpurin-2,6 (1H)-dion) wurden be-
schrieben (1, 2).

Die hier vorgestellte Methode basiert auf Isotopenverdiinnung-
Massenspektrometrie unter Verwendung von einem stabil isotop
markierten internen Standard.

Nach Zugabe von (1,3-'°N.,2-'3C) Theophyllin als interner
Standard und Ausféllung des Eiweifes mit HCIO4 wird die Probe
mit Diethylether extrahiert. Die sekundaren Aminogruppen wer-
den mit Essigsdureanhydrid und Pyridin zu einem unpolaren Ace-
tylderivat umgesetzt.

Die Fragmentionen m/e 199 und m/e 193 (M*-Acetylgruppe)
von Theophyllin bzw. von internem Standard werden fiir die
Quantifizierung verwendet.

Die Prazision wurde durch Mehrfachmessungen von aufgestock-
tem, medikamentfreiem Serum ermittelt.

Der durchschnittliche Variationskoeffizient (VK) war kleiner als
1,3%. Die Wiederfindungsrate lag im Durchschnitt bei 98,6%.

Das hier beschriebene Verfahren ist als Referenzmethode zur Be-
stimmung von Theophyllin in Kontrollseren geeignet.
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Bestimmung und Interbretation von
AzidoDeoxythymidinspiegeln (AZT) im
Serum von AIDS-Patienten mit HPLC

R. Averdunk, H. J. Stellbrink und E. Vercio
Auguste Viktoria-Krankenhaus, Zentrallabor, Berlin 41,
Univ.-Krankenhaus Eppendorf, Hamburg 20

Die Bestimmung der AZT-Konzentration erfolgt mit Hilfe der
HPLC-Technik. Ausgangsmaterial 1—2 ml Serum, Erhitzung
45 min auf 57°C, Vorsdu'enextraktion: (C18-Saule), nach Aus-
waschen mit Phosphatpuffer, Extraktion mit Methanol/Heptan-
sulfonsdure. Auf die HPLC-Saule (C18) werden 200 pl aufgetra-
gen. Mobile Phase: A) Ammoniumphosphat/Acetonitril, B)
85%ige wallrige Acetonitrilldsung. Gemessen wird bei 278 nm,
die Elutionszeit fiir AZT betrdgt 11 min, fiir den internen Standard
(AZTU) 14 min.

Mefdaten: Linearitdt zwischen 0,25 und 12 pmol, Wiederfin-
dung bei 0,5 umol = 95%, bei 5 pmol = 98%. VK in Serie
(1 umol) 3,8%, VK von Tag zu Tag (1 pmol) 4,5%.

Die Patienten erreichen 30—180 min nach der Tablettenein-
nahme einen maximalen Serumspiegel. Der therapeutische Be-
reich wird von der Firma mit 3 pmol/l 1 Std. nach Tablettenein-
nahme und der toxische Bereich > 10 umol angegeben. Fir die
Beurteilung des Medikamentenspiegels gilt: Die minimale
Hemmkonzentration der reversen Transkriptase in den Zellen liegt
bei 0,05 umol. Diese intrazelluldre Konzentration wird bei einer
extrazelluldren Konzentration von 0,1 umol erreicht. Das wiirde

bedeuten, daR die Serumkonzentration vor der Tablettenein-
nahme nicht unter 0,1 umol abfallen darf.

Offensichtlich schwanken Resorptions- und Halbwertzeiten des
Medikamentes, z. B. bei Lebererkrankungen, betrachtlich. So fan-
den wir bei 4 von 68 Patienten Werte im toxischen Bereich 1 Std.
nach der Tabletteneinnahme. Andererseits wurden bei 14 Patien-
ten sehr niedrige ( < 0,7 pmol) Spiegel gemessen; bei 4 Patienten
bestanden starke Diarrhoen, die spater zur Absetzung des Medi-
kamentes fihrten.

Zur optimalen Einstellung der Patienten empfiehit es sich, die
Halbwertzeit des Medikamentes zu bestimmen. Wir fanden bei
unseren Patienten Halbwertzeiten zwischen 45 und 150 min.
Wegen der unterschiedlichen Resorptionszeit des Medikamentes
empfiehlt es sich, zur Definition der Halbwertzeit die Serumspie-
gel der 3. und 6. Stunde nach der Tabletteneinnahme heranzuzie-
hen. Im Gegensatz zu anderen Autoren fanden wir keine verin-
derten Halbwertzeiten von AZT bei Niereninsuffizienten einschl.
Dialysepatienten.

Scthdelgerung

Die Bestimmung des Plasmaspiegels von AZT zur Therapieiiber-
wachung gibt wichtige Informationen Gber optimale Zeitfolge
und Dosis.

Die Wirkung von Cocain auf die renale
Magnesium-Calciumausscheidung
beim Schaf

S. Balabanova, R. Nowak und H. Westermayer
Institut fiir Rechtsmedizin der Universitit Ulm

In dieser Studie wurde die Wirkung von Cocain auf die renale
Ausscheidung von Magnesium (Mg) und Calcium (Ca) sowie
auf die Blutkonzentration von Mg und Ca untersucht.

Die Untersuchungen wurden an 6 Merinoschafen durchgefihrt.
Uber einen Dauerkatheter eingelegt in die Arterie cervicalis super-
ficialis erhielten die Schafe taglich (30 Tage) 2,5 mg Cocain-
HCl/kg KG. Der Urin wurde iber 24 Std. gesammelt. Aus dem
Sammelurin wurde eine Probe entnommen und bei —20°C ein-
gefroren. Blut wurde durch den Dauerkatheter in stindlichen
Abstanden entnommen. Nach Zentrifugieren wurde das Plasma
bei —20°C eingefroren.

Die Bestimmungen des totalen Ca und Mg erfolgten durch kom-
plexometrische Titration mit Calzein und EDTA im Ca/Mg-Meter.

Bei allen Schafen zeigte sich nach Cocaingabe ein deutlicher
Anstieg der renalen Magnesiumausscheidung sowie eine Ab-
nahme der Magnesiumkonzentration im Blut. Die renale Calci-
umausscheidung nahm bei 3 Schafen nach Cocaingabe ebenfalls
deutlich zu, bei 4 Schafen kam es auch-zu einer Abnahme des
Blutcalciumspiegels.

Die Zunahme der renalen Magnesium- und Calciumausschei-
dung kénnte zum einen die Folge einer direkten Wirkung von
Cocain auf die tubuldre Magnesium- und Calciumreabsorption
sein, zum anderen konnte Cocain eine Wirkung auf die glomeru-
lare Filtrationsrate haben. Es konnte auch durch Cocain zu einem
Anstieg der Calcitoninsekretion kommen, die dann einen Anstieg
der Magnesium- und Calciumauscheidung verursacht. Eine
mogliche Wirkung von Cocain auf den Aldosteron- und Adren-
alinblutspiegel sowie auf die Schilddrisenhormone waére auch
denkbar.
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Enzym-Immunoassays zur quantitativen
Bestimmung von Plasma-Proteinen
auf Mikrotitrationsplatte

P. Pfleiderer, B. Auerbach und H.-P. Harthus
Forschungslaboratorien der Behringwerke AG, Marburg

Eine Serie neuer heterogener Enzym-Immunoassays zur quanti-
tativen Bestimmung von humanem IgE, carcinoembryonalem
Antigen (CEA), a-Fetoprotein (AFP), Ferritin sowie B,-Micro-
globulin (f2M) ist entwickelt worden. Durch die Verwendung
der Mikrotitrationsplatte als Festphase ergeben sich zahireiche
Vorteile im Vergleich zur konventionellen Rohrchen-Technolo-
gie. so z.B. die Verwendung kleiner Probenvolumina (10 i,
20 pl), 6konomischer Reagenzienverbrauch und die Mdglichkeit
leichter Automatisierbarkeit mit kommerziell verfiigbaren Geraten
fir Pipettier-, Wasch- und Photometrieschritte (Semi-Automati-
sierung mit dem Behring ELISA-Processor I1).

Als Festphase werden teilbare Mikrotitrationsplatten (6 x 16er
Riegel, Rundboden) verwendet. Jede analytspezifische Be-
schichtungsprozedur wurde nach Auswahl des geeigneten Plat-
tentypus sorgfaltig hinsichtlich Antikorperkonzentration, pH-
Milieus und Pufferzusammensetzung optimiert. Die Konjugation
der Antikérper, Antikorper-Fragmente bzw. des B,-Microglobu-
lins mit Meerrettich-Peroxidase erfolgte nach Methoden, wie sie
bei Ishikawa et al. (1) beschrieben sind.

Die Assays basieren auf dem Sandwich- bzw. dem Kompetitions-
prinzip; mit Ausnahme des AFP-Test erfolgt Proben und Konju-
gatinkubation simultan (Einschritt-Assay). Sie zeichnen sich vor
allem durch hohe Sensitivitdt, sehr gute Intraassay-Prazisionen
(<6% VK) und einer guten Reproduzierbarkeit der Test-
ergebnisse aus. Um ein moglichst unkompliziertes Procedere bei
der Verlaufskontrolle von Tumorpatienten zu gewahrleisten, wur-
den fur die einzelnen Tests groRzligige MeRbereiche zur Vermei-
dung von Verdiinnungsschritten gewahlt. Andere Assay-Charak-
teristika wie Wiederfindung von Serum-/Plasma-Proben, Ver-
dinnungsechtheit sowie potentielle Stoéreinflisse von Anti-
koagulantien, Bilirubin, Ascorbinsdure oder Azid erwiesen sich
als unproblematisch.

Beim Vergleich der Mikrotitrationsplatten-Assays mit anderen
kommerziellen Tests wie den Enzygnost-Rohrchen-Assays®
(Behringwerke), aber auch mit vollmonoklonalen Versionen an-
derer Dlagnostlka Hersteller wurde eine sehr gute Ubereinstim-
mung in der Serenfindung (Korrelationskoeffizient > 0,96) fest-
gestellt.

Schrifttum:
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Evaluation eines neuen homogenen
Enzymimmunoassays zur Bestimmung
der PMN-Elastase an verschiedenen Ana-
lysenautomaten

B. Utz, M. Dreher, U. Schénefeld, A. Heubner und H. Lang
E. Merck, Frankfurter StraBe 250, 6100 Darmstadt, FRG

PMN-Elastase, ein proteinspaltendes Enzym, ist in den Granula
polymorphkerniger Granulocyten lokalisiert. Bei entziindlichen
Prozessen werden die PMN-Granulocyten stimuliert und setzen
PMN-Elastase frei. Freigesetzte PMN-Elastase wird durch Pro-
teinaseinhibitoren inaktiviert und tritt im Blu Uberwiegend als
inaktiver PMN-Elastase/a,-Proteinaseinhibitor-Komplex auf.
Die Bestimmung der PMN-Elastase-Konzentration im Plasma
ermoglicht eine friihzeitige Diagnose von lebensbedrohlichen
Komplikationen bei frisch operierten und schwerverletzten Pa-
tienten. Bei einer akuten Pankreatitis kann anhand des Elastase-
Wertes zwischen 6dematoser und nekrotisierender Pankreatitis
unterschieden werden. Mit Hilfe des PMN-Elastase-Testes kon-
nen neonatale Sepsis und bakterielle Infektionen bei Kindern
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ebenso sicher dlagnostnzuert werden wie aufsteagende Infektio-
nen bei vorzeitigem Blasensprung.

Wir haben einen schnellen homogenen Enzymimmunoassay zur
Bestimmung der komplexierten PMN-Elastase im Plasma ent-
wickelt. Der neue Test basiert auf der Immunoaktivierungsme-
thode (IMAC). In einem ersten Reaktionsschritt reagieren Konju-
gate, bestehend aus Antikérpern gegen humane PMN-Elastase
und Meerrettich-Peroxidase (Ab-HRP), mit der PMN-Elastase
der Probe unter Ausbildung von Immunaggregaten. In einem
zweiten Reaktionsschritt wird dem Reaktionsansatz H,0, im
UberschuB, Phenol und 4-Aminophenazon zugesetzt. Das Prin-
2ip der IMAC-Methode beruht darauf, daB die durch H,0,-Uber-
schuB bedingte Hemmung der enzymatischen Aktivitat der Per-
oxidase durch die Immunaggregat-Bildung der Peroxidase-Kon-
jugate (Ab-HRP) weitgehend aufgehoben wird.

Eine kinetische Version dieses neuen Enzymimmunoassays
wurde an verschiedene Analysenautomaten adaptiert. Die Ergeb-
nisse zu Prazision, Richtigkeit und MeRbereichsgrenzen am
RA 1000, Hitachi® 717 und Cobas® Mira werden in dem vorge-
stellten Poster prasentiert.

Neuer Immunoassay zur Bestimmung
des Transferrins in der Routine

E. Fuchslocher, H. Drosdat und M. Dreher
E. Merck, Diagnostica

Transferrin, das metallbindende Transportprotein des Blutes, ist
ein wichtiger Parameter in der Eisenstoffwechseldiagnostik.

Zur Bestimmung des Transferrins wurde ein einfacher und
schneller homogener Enzymimmunoassay entwickelt. Der Test
basiert auf der Immunoaktivierungsmethode (IMAC). Antikor-
perkonjugate — bestehend aus Antikérpern gegen Human-
Transferrin und Meerrettichperoxidase — bilden mit in der Probe

- enthaltenem Transferrin Immunaggregate. Peroxidase in Immu-

naggregaten besitzt im Vergleich zu Peroxidase in nicht aggre-
gierter Form bei hohen H,0,-Konzentrationen eine deutlich bes-
sere enzymatische Aktivitat.

In den Aggregaten katalysiert die Peroxidase in Gegenwart von
H,0,, Phenol und 4-Aminophenazon die Farbreaktion. Die
Menge an gebildetem Farbstoff ist der Peroxidase-Aktivitat und
damit der Konzentration an Transferrin direkt proportional.

Der Test korreliert sehr gut mit turbidimetrischen und nephelo-
metrischen Methoden sowie mit der Radialimmundiffusion.

IMAC-Transferrin ist leicht automatisierbar und kann mit jedem
Photometer gemessen werden.

Lumineszenzimmunoassay zur Bestim-
mung der Immunglobulinfraktionen
nach intravesikaler BCG-Therapie

St. Kuster, A. Bohle " und W. G. Wood
Klinik fir Innere Medizin und * Klinik fir Urologie der Medizi-
nischen Universitat zu Libeck

Die intravesikale Rezidivprophylaxe des oberfidchlichen Urothel-
karzinoms der Blase mit Bacillus Calmette-Guérin (BCG) ist eine
seit 1976 etablierte und effektive Therapieform (1). Neben einer
lokalen Aktivierung des zelluldren Immunsystems wurde auch
eine Beteiligung des peripheren humoralen Systems beschrieben
(2). Um einen detaillierteren Einblick in die lokale und systemi-
sche humorale Immunantwort auf die BCG-Therapie zu erhalten,
wurde ein Testsystem etabliert, welches die spezifische Antikor-
perproduktion im Urin und Serum des Patienten mift.

Methode: Nach transurethraler Resektion und Laserkoagulation
der Tumoren wurde eine Behandlung mit 6maliger intravesikaler
Instillation von 120 mg BCG in wochentlichen Abstdnden ange-
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schlossen. Zu definierten Zeitpunkten vor, wahrend und nach der
BCG-Therapie wurden Urin- und Serumproben von bisher 30
Patienten untersucht. Zur Bestimmung der Antikdrper (Ak) im
Urin und Serum verwendeten wir einen sequentiellen SPALT
Assay (3). Als Antigen (Ag) fungiert der zur Therapie eingesetzte
Impfstoff, der eine Suspension von BCG in Humanalbumin und
Caseinautolysat darstellt. Das Ag wird in einem ersten Schritt an
Poly-Phenylalanin-Lysin-beschichtete Polystyrolkugeln immo-
bilisiert. Dann werden diese Ag-beschichteten Kugeln mit der
zu untersuchenden Probe und einem Puffer (PBS-Tween 20)
inkubiert. Es kommt dabei zu einer Bindung der spezifisch gegen
BCG gebildeten Ak an die Kugeloberflache. Nach ‘zwischenge-
schaltetem Waschschritt werden diese Kugeln mit einem lumino-
gen markierten Antiimmunglobulin inkubiert, wodurch jeder an
die Festphasenoberfliche gebundene antlgenspezlfusche Ak mit
einem zweiten Ak beladen wird. Es folgt wieder ein Waschschritt,
durch den ungebundene markierte Ak entfernt werden. Nach
Zugabe von Katalase und H,0,; werden in einem LB 952 Lumino-
meter Photonenaufschldge gezahlt und als Integral der Lichtin-
tensitat Uber 2 sec ausgedruckt. Mittels eines eigenen Standards
werden diese Signale in Laboreinheiten (LE) umgerechnet. Den
héchsten Standard definierten wir als 100 LE. Die unverdiinnt
eingesetzten Urinproben lagen alle zwischen 0 und 100 LE. Die

Messung der Serumproben erfolgte aufgrund des héheren Ak--

Gehalts nach 10— 100facher Verdiinnung.

Resultate. Ein deutlicher Anstieg der spezifischen Ak-Titer im
Urin konnte bei nahezu allen Patienten unter der Instillationsthe-
rapie nachgewiesen werden. Das zeitliche Maximum der Immun-
globulinproduktion lag zwischen der 4. und 8. Stunde nach
BCG-Instillation. Serumwerte zeigten vergleichsweise hohere
Titer fur IgG und IgA. Es konnten mehrere Charakteristika des
zeitlichen Verlaufs der Ak-Produktion herausgearbeitet werden.

SchluBfolgerung: Das beschriebene Testsystem erlaubt in ein-
facher, kostenguinstiger und zeitsparender Weise die Bestimmung
spezifischer Ak nach BCG-Immuntherapie. Hiermit ist eventuell
eine Moglichkeit zur Aufdeckung des Wirkungsmechanismus
und zur Orientierung der BCG-Therapie geschaffen.
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Einzug der Chemielumineszenz
ins immunologische Routinelabor

R. Schmidt, R. Lipecky®, U. KlauB, J. Teuber?

und R. Kattermann

Institut fir Klinische Chemie, Klinikum Mannheim

Y Fa. Henning, Berlin GmbH, Berlin

2 JI. Medizinische Klinik, Klinikum Mannheim der Universitit
Heidelberg

Als immunologisches Analysenverfahren ist der Lumineszenzim-

munoassay (LIA) eine nicht-radioisotopische Alternativ-Me-
thode zum Radioimmunoassay (RIA). Der LIA und andere nicht-
RIA-Methoden finden derzeit zumeist Anwendung in For-
schungslaboratorien. Der direkte LIA ist das einzige ,,offene Sy-
stem” neben dem RIA. Die anderen nicht-RIA-Verfahren werden
zumeist als ,,geschlossene Systeme”, bei denen Reagenzien und
MeRgerit eine Einheit bilden, vertrieben (Gadow, 1988).

Die bei allen Anbietern bisher zu geringe Zahl an zum Teil unge-
niigend ausgestatteten LIA-Assays begrenzte die Aufstellung
von Luminometern auf den Anwendungskreis, der zusétzliche
Parameter entwickeln konnte.

Obwoh! derzeit mehrere LIA-Anbieter eine wachsende Assay-
Palette auf den Markt bringen, scheiterte der Einzug der LIA-
Methode ins Routinelabor vor allem an einer geeigneten Instru-
mentierung (Missler u. Wood, 1988), die eine Personal- und
damit kostengiinstigere Durchfilhrung von LIA-Analysen nicht
zulieB.

gy (Ed. PAL, S. B.), de Gruyter, Berlin,"

Eine Alternative zu Halb- oder Vollautomaten fiir Fluoreszenz-
und Enzymimmunoassays kann das von uns evaluierte STRA-
TEC-LUMINOMETER SL 300 in Verbindung mit einem TECAN
RSP 5051 Pipettierautomaten darstellen.

Das SL 300 ist ein Gerdt mit Kasettentechnik und mtegnertem
Wascher, das nach Vorlegen von Serum und Reagenz in die
Antikdrper (AK) beschichteten Test-Rohrchen den Analysen-
ablauf vollautomatisch durchfihrt. Die MeRwerte werden mit
Hilfe eines Computers zu Endergebnissen verarbeitet und ausge-
druckt. Der umgeriistete TECAN-Sampler 4Rt direktes Arbeiten
in die in STRATEC-Kasetten befindlichen AK-beschichteten
Rohrchen zu.

Die Daten der letzten 30 Assays werden gespeichert. Standard-
kurvendaten und Qualitdtskontrollwerte (Langzeit) kénnen auf
Diskette abgelegt werden. Eine Wiederverwendung alter Stan-
dardkurven ist ebenso wie eine Ein- oder Mehrpunktrekalibration
moglich.

Zu Vergleichsuntersuchungen mit der SL 300-TECAN-Gerate-
ausstattung wurde ein HCG LIA-mat der Firma Byk-Sangtec,
Dietzenbach, durchgefiihrt, der mit einem Enzymun-Test® HCG
der Fa. Boehringer, Mannheim, gemessen mit ES 600, korreliert
wurde. Die HCG-Spiegel wurden mit Stratus® HCG der Fa. Bax-
ter, Miinchen, und mit Amerlite® HCG-60 der Fa. Amersham,
Braunschweig, korreliert.

Die guten Korrelationskoeffizienten (r = 0,92 — 0,98) sowie
das Zeit- und Personalkosten effiziente Arbeiten mit der neuen
Lumimometer-, Wasch- und Pipettier-Einheit deuten auf den
Einzug der ChemilumineszenzmeRtechnik ins immunologische
Routinelabor.
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Sensitive Quantitation of Small Peptide
Immunoactivity by Competitive
Antigen-Biotin-Adsorbed Immunoassay
for (CABIA)

A. Kage, D. Weitzel, C. Felsch, R. Kage * and E. Kottgen
Universitatsklinikum Rudolf Virchow, Institut fiir Klinische
Chemie und Klinische Biochemie, Berlin, Germany

* University of Massachusetts Medical Center, Department
of Physiology (Dir.: Prof. S. Leeman), Worchester, USA

Radioimmunoassay is the only analytical method for sensitive
quantification of small peptides. Broader applications of non-
radioactive analyses are limited by the facts that a) for each
individual peptide the number of analyses is small; b) common
techniques based on solid phase bound specific antibodies re-
quire comparably high amounts of antibody; c) to increase sensi-
tivity of these methods high affinity antigen/enzyme conjugates
must be isolated, but separation_technique of these conjugates
is limited.

N

Here, we present a new |mmunoassay procedure for small
peptides which enables highly sensitive quantification of small
peptides using a “label” with long half life time.

Methods: A biotinylated peptide is adsorbed to an avidin coated
solid phase. To remove biotin-reagent and to separate different
molecules forms obtained by the biotinylation reaction mixture
was fractionated by HPLC and the best fraction was selected.
After washing off unbeund peptide the sample or standard is
incubated together with the specific a-Substance P-antibody. In
the last step bound specific antibody is stained by a second
antibody coupled to peroxidase.

Results and discussion: Data indicate that the presented assay
has a sensitivity in the range of radiocimmunoassay. The actual
data show that the label is stable for at least 8 weeks if stored

—20°C and that the method is suited for detection of substance
P after high performance liquid chromatography.
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The presented assay is discussed as a new tool for a broader
application of sensitive, enzymatic quantification of small
peptides with sensitivity in the range or better than
radioimmunoassay. Using amine specific biotinylation reagents
the principle could be a practicable alternative for all
radioimmunoassays using iodinated haptens in the future.

[m42]

Ein Sandwich-ELISA zum Nachweis
des humanen prostatasekretorischen
Proteins PSP94 in mannlichen Seren
und Samenplasma

H. v. d. Kammer', Erika Krauhs®, K.-F. Klippel?, C. Jurincic?
und K. H. Scheit'

' Max-Planck-Institut fir biophysikalische Chemie,

3400 Géttingen, FRG

2 Aligemeines Krankenhaus Celle, Abt. Urologie,

3100 Celle

Die humane Prostata produziert im Wesentlichen 3 sekretorische
Proteine: saure Phosphatase (PAP), prostataspezifisches Anti-
gen (PSA) und prostatasekretorisches Protein mit 94 Aminosau-
ren (PSP94) (Abrahamson und Lilja, 1988). Gegen gereinigtes
PSP94 aus humanem Samenplasma wurde sowohi ein polyklo-
nales Antiserum in Kaninchen sowie durch Fusionierung von
Maussplenocyten mit einer Myelomzell-Linie PSP94-spezifische
Hybridomas erzeugt. Ein PSP94-spezifischer monoklonaler Anti-
korper (mAK) 6B6 gehort der Klasse IgG, an; die Spezifitat des
PSP94-spezifischen mAK 6B6 konnte durch proteinchemische
und immun-histochemische Experimente gesichert werden. Der
Aufbau eines Sandwich-ELISA erfolgte durch Absorption der
polyklonalen Kaninchen-anti-PSP94-1gG an die feste Phase von
Mikrotiterplatten. An die polykionalen IgGs gebundenes PSP94
reagiert mit mAK 6B6. Der gebildete Komplex Rt sich durch
anti-Maus 1gG (F.)-Peroxidasekonjugat nachweisen. Eine se-
quentielle Durchfihrung des Tests ist nicht erforderlich. Eine
Reaktionsmischiung aus mAK 6B6 und anti-Maus IgG (F.)-Per-
oxidasekonjugat kann direkt mit einer Standard- oder unbekann-
ten Probe in der Kavitat der Mikrotiterplatte in 1,5 Std. bei 37°C
reagieren. Der MeRbereich des Sandwich-ELISA betragt 2—
30 ng/ml. Die wichtigsten Testcharakteristika: Wiederfindung im
Serum 98,2 + 5,4%; intra-Testvarianz 3,3%; inter-Testvarianz
3,6%. Mit diesem Sandwich-ELISA wurde in Kollektiven norma-
ler Manner, Manner mit Prostatacarcinom sowie Prostataadenom
die Konzentration an PSP94 im Serum gemessen. Dieser Test
eignete sich auch zur Bestimmung der Konzentration von PSP94
in humanem Samenplasma.
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Zwei neue Forschungsassays fur die
In-vitro-Diagnostik. nach In-vivo-
Applikation monoklonaler Antikorper

B. Auerbach, P. Pfleiderer und N. Madry
Forschungslaboratorien der Behringwerke AG, Marburg

Die In-vivo-Applikation muriner, monoklonaler Antikorper

(MAK) zur Immuntherapie von Tumoren, der Immunsuppression *

bei Organtransplantationen und zur Immunszintigraphie stehen
im Mittelpunkt vieler klinischer Priifungen. Unter anderem wird
neben der MAK-Pharmakokinetik auch eine mégliche Immun-
antwort der Patienten gegen das applizierte FremdeiweiR unter-
sucht. Hierzu wurden zwei Enzymimmunoassays, der Enzygnost
HAMA micro (indirekter Immunoassay) zur Detektion der huma-
nen Anti-Maus-Antikérper (HAMA) und der Enzygnost migG
micro (Sandwich-lmmunoassay) zur quantitativen Bestimmung
der MAK-Serumspiegel entwickelt.
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Mit Hilfe des fir die verschiedensten Konzentrationsbereiche
ausgelegten migG-Immunoassays gelang es den MAK-Serum-
spiegel von Tumorpatienten optimal einzustellen, so daB eine
maglichst effektive Therapie gewahrleistet werden konnte.

Bei der Tumortherapie mit hohen MAK-Dosen folgen der HAMA
IgM-Primérantwort die IgG-HAMA; hingegen bilden Patienten,
die wegen der Transplantation zusatzlich medikamentds immun-
suppremiert wurden, vermehrt igM-HAMA gegden die Anti-T-
Zell-MAK. Da die HAMA-Antwort so unterschiedlich ausfallen
kann, wurde der HAMA-Test maglichst flexibel gestaltet: Der
MAK, der auch dem Patienten appliziert wurde, wird den HAMA
im Patientenserum als Festphasenantigen prasentiert. Hiermit ist
gewadhrleistet, daB auch anti-idiotypische HAMA mit diesem Test
erfaBt werden. Gerade diesen anti-idiotypischen HAMA wird
eine MAK-neutralisierende Wirkung und damit ein Verlust an
Therapieeffektivitat zugeschrieben. Im nachfolgenden Inkuba-
tionsschritt werden die gebundenen HAMA mit enzymkonjugier-
ten Anti-human-IgM- bzw. IgG-Antikorpern weiter entspre-
chend ihrer Immunglobulinklassen differenziert.

Da bisher kein klinischer ,HAMA-cut-off” existiert, dient eine
Positivkontrolle als Anhaltspunkt, wie eine unbekannte Serum-
probe bzgl. der HAMA-Konzentration einzuschéatzen ist. Mehr
als 95% (IgG-Antwort) bzw. 90% (IgM-Antwort) der Seren nor-
maler Blutspender weisen einen kleineren HAMA -Faktor auf wie
der einfache IgG- bzw. der doppelte IgM-HAMA-Faktor dieses
Kontrollserums. Erst Patienten mit einem sehr hohem HAMA-
Serumspiegel (HAMA-Faktor > 4mal Hf. d. Poskontr.) zeigen
eine verstarkte Anreicherung der MAK in Leber und Milz, die die
Interpretation immunszintigraphischer Befunde erschwert.

Die Kombination eines verallgemeinerten
Likelihood-Ratio-Ansatzes und der
logistischen Regressionsanalyse zur
Diskriminierung zwischen multiplen
diagnostischen Kategorien

G. Reibnegger, D. Fuchs, A. Hausen, E. R. Werner,

G. Werner- Felmayer und H. Wachter

Institut fir Medizinische Chemie und Biochemie, Universitat,
A-6020 Innsbruck

Das Konzept der diagnostischen Sensitivitdt und Spezifitat weist
zwei Beschrankungen auf: Es ist nur fir binére Fragestellungen
hinsichtlich der diagnostischen Kategorien geeignet (etwa
.krank” versus ,,gesund”), andererseits wird der (quasi)kontinu-
ierliche Wertebereich quantitativer analytischer MeRergebnisse
auf die dichotome Entscheidung ,.,normal” versus ,.abnormal”
reduziert. Albert hat gezeigt (1), wie aus logistischen Regres-
sionskoeffizienten Likelihood-Ratios berechnet werden konnen.
In einer neueren Arbeit hat Birkett (2) eine Erweiterung des
Likelihood-Ratio-Konzepts ,zur Berechnung der posterioren
Wahrscheinlichkeiten fir multiple einander ausschlieRBende dia-
gnostische Kategorien vorgeschlagen. Wir zeigen anhand zweier
Datensatze aus publizierten klinischen Sttudien (3, 4), daB eine

- Kombination dieser beiden Methoden die Diskriminierung zwi-

schen multiplen diagnostischen Kategorien unter optimaler Aus-
nutzung des vollen Wertespektrums auch von Kombinationen aus
diagnostischen Variablen erlaubt. Eine Anpassung an geédnderte
Pré-Test-Wahrscheinlichkeiten ist zwanglos mdglich. Gewisse
Abweichungen der mit dem Modell errechneten posterioren
Wabhrscheinlichkeiten, die auf die statistische Schatzung der logi-
stischen Regressionskoeffizienten zuriickzufiihren sind, lassen
sich mit einer von uns angegebenen Formel (5) analytisch aus-
driicken.

Schrifttum:

1. ALBERT, A.: Clin. Chem. 28, 1113 (1982).

2. BIRKETT, N. J.: J. Clin, Epidemiol. 41, 491 (1988).

3. REIBNEGGER, G., EGG, D., FUCHS, D., GUNTHER, R., HAUSEN, A, WENRER,
E. R., WACHTER, H.: Arthritis Rheum. 29, 1063 (1986).

4. PRIOR, C,, FUCHS, D., HAUSEN, A., JUDMAIER, G., REIBNEGGER, G., WER-
NER, E. R., VOGEL, W., WACHTER, H.: Lancet 11, 1235 (1987).

5. REIBNEGGER, G., FUCHS, D, HAUSEN, A, WERNER. E. R, WERNER-
FELMAYER, G., WACHTER, H.: J. Clin. Epidemiol, in press (1989). .




Anwendung eines informationstheoreti-
sche Modells in der medizinischen
Diagnostik

P. Kotanko, H. Heiss, W. Wild und R. Margreiter
Univ-Klinik fir Innere Medizin und 1. Chir. Univ.-Klinik,
Universitédt Innsbruck, A-6020 Innsbruck, AnichstraBe 35

Die Informationstheorie beschreibt ein MaR fir den Informa-
tionsinhalt einer Nachricht (1). Die Interpretation des Kanalmo-
dells wurde den diagnostischen Problemstellungen in der Medi-
zin angepalt. Dabei wurde ein im Organismus ablaufender pa-
thologischer ProzeR als eine ,,Nachricht” interpretiert, die, durch
patientenspezifische StorgroRen verandert, in Form von Sympto-
men, Laborbefunden, etc. an den Untersucher gelangt. Ahnliche
Verfahren wurden in der Vergangenheit fiir einfache diagnosti-
sche Probleme verwendet (2).

Wir untersuchten die Anwendung des informationstheoretischen
Kanaimodells an 111 Patienten nach Nierentransplantation. Ziel
war die frihzeitige Diagnose von AbstoBungen. In der doppel-
blinden Studie wurden drei Parameter herangezogen, namlich
die Harnausscheidung von Neopterin, N-acetyl-B-D-glucos-
aminidase und Anderungen des Serumkreatinins. Von 21 histolo-
gisch verifizierten AbstoBungen wurden 16 erkannt, weitere 6
von 10 klinisch diagnostizierten. Im Mittel ging die Diagnose auf
der Basis des Modells der klinischen Diagnose um 2,2 Tage
voraus. Falsch-positive Resultate traten vor allem im Zusammen-
hang mit Hamodialysen und nephrotoxischen Medikamenten
auf.

Uber die in der vorliegenden Arbeit dargestelite Anwendung hin-

aus erscheint die Applikation des Modells in zahlreichen anderen .

klinischen Situationen (z.B. Endokrinologie) sinnvoll.
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EDV-unterstutzte Verzweigungsanalyse
in der klinisch-chemischen Diagnostik

H. Bleyl, B. Klabuhn und U. Bering
Institut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie
der Justus-Liebig-Universitit GieBBen

Zur Beurteilung des Gesundheits- oder Krankheitszustandes
eines Patienten gehort ein Spektrum klinisch-chemischer Analy-
sen, Uber dessen Umfang der behandelnde Arzt entscheidet; stets
tragt er das Risiko und die Verantwortung fur ,,unterlassene” und
.Uberflissige” Laborparameter. Der nicht erwartete, iberra-
schende Befund der zur differentialdiagnostischen Abgrenzung
Zusatzuntersuchungen wiinschenswert oder erforderlich macht,
stellt dabei zweifelsfrei das Hauptproblem dar. Im stationaren
Bereich des Krankenhauses kommt hinzu, daR die Umsetzung
arztlichen Willens auf das Laboranforderungsformular in zuneh-
mendem MaBe nachgeordneten Hilfskraften Gbertragen wird, die
Uber keine ausreichende Qualifikation zur Entscheidungsfindung
flr oder gegen bestimmte Laborparameter verfiigen.

Ausgehend von ,basalen Befundmustern” als priméaren Leitpara-
metern 1381 sich eine weiterfiihrende Labordiagnostik mit sekun-
déren Folgeparametern zwischen behandelndem Arzt als Auf-
traggeber und Laborarzt vereinbaren, die zu einer wesentlich
schnelleren Befundkomplettierung fiihrt, als wenn diese erst im
sog. ,.second look” durch Nachforderung aus vorhandenem
Spezimen bzw. erneuter Blutentnahme erfolgt.

Dazu bedarf es der Erstellung von Entscheidungskriterien, unter
welchen Bedingungen welche Zusatzparameter zu analysieren
sind:

1. Welche sekundiren Folgeparameter sollen gegebenenfalls
untersucht werden? . :

2. Welche priméren Leitparameter dienen zur Entscheidungsfin-
dung fiir die zu untersuchenden sekundiren Folgeparameter?
3. Welche Verdnderungen primérer Leitparameter bedingen eine
Wiederholung eines sekundéren Parameters?

4. Welche Vorwertkonstellation eines sekundiren Folgeparame-
ters soll zu dessen Wiederholung fithren?

5. Welches Zeitintervall ist fir die Wiederholung eines sekun-
daren Parameters sinnvoll?

Beispielhaft werden Entscheidungskriterien vorgestellt fir GLDH

als Funktion fiir ALT und/oder AST, a-HBDH als Funktion von

LDH, Phosphat als Funktion von Calcium und Creatinin sowie

Chlorid als Funktion von Natrium. Die Zielvorgabe, weit Gber

90% aller als notwendig erachteten Zusatzuntersuchungen von

Zekundéren Folgeparametern durchzufiihren, kann erreicht wer-
en.
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Zur Quantifizierung von Serum-Benzo-
diazepin-Spiegeln mittels der Enzyme-
Multiplied-Immunoassay-Technique
(EMIT) in einem Du Pont ACA-SX
Discrete Clinical Analyzer

T. O. Kleine
Funktionsbereich Neurochemie im Medizinischen Zentrum
fiir Nervenheilkunde der Universitat Marburg a.d. Lahn

Der Benzodiazepin-Screen wird in Serumproben auf dem ACA-
SX® Discrete Clinical Analyzer (Du Pont Company, Wilmington,
Del. USA und Du Pont de Nemours BRD) semiquantitativ mit
der EMIT-Technologie gefahren, d.h. ab 300 pg/I Diazepam als
Standard wid ein positives Ergebnis reproduzierbar und mit aus-
reichender Prazision (VK < 10%) ‘angezeigt (1). Die Eichkurve
war Uber Monate stabil (1). Unter dieser Voraussetzung werden
z.B. Clonazepam-Spiegel mit einem therapeutischen Bereich
von 5—50 pg/l erst im toxischen Bereich angezeigt. Deshalb
wurde hier versucht, den semiquantitativen Benzodiazepin-
Screen auf dem ACA-SX® wie folgt zu qualifizieren:

Durch Verdopplung des Probenvolumens auf 0,08 ml wird die
Sensitivitdt des Tests um den Faktor 2 erhoht bei einer Nachweis-
grenze (3 Standardabweichungen des Negativ-Kalibrators) von
~ 30 pg/l Diazepam. Durch Mischen des Medium-Kalibrators
von 2 mg/l Diazepam mit dem Negativ-Kalibrator (beide von
Syva, Palo Alto, CA USA) wurde die Eichkurve zwischen 0 und
250 (500 oder 1000) pg/! Diazepam hergestellt unter Verwen-
dung der Chargen-spezifischen Logit-Funktionsdaten (2).

Mit dieser gespeicherten Diazepam-Eichkurve wurde gemessen
und die erhaltenen Werte (y) linear korreliert mit

1. Verdinnungen des Low-Kalibrators Syva (x) mit dem Nega-
tiv-Kalibrator (Syva):y = +3,4 + 1,02x (n = 15), r = 1,00;
Bereich: 37 bis 600 pg/l;

2. Verdiinnungen einer Serumkontrolle, enthaltend Diazepam
und N-Desmethyl-Diazepam (1:1) (x), mit einem Serum-Blank:
y = +0,8 + 1,23 x (n = 20), r = 0,99; Bereich: 15 bis 250 ug/
l;

3. Verdiinnungen einer Serumkontrolle, enthaltend Chlor-
diazepoxid (1 mg/l), N-Desmethylchlordiazepoxid (1 mg/l).
Demoxepam (0,5 mg/l), Diazepam (1 mg/l), N-Desmethyl-
diazepam (0,5 mg/l) und Oxacepam (1 mg/l) (x)., mit einem
Serum-Blank: y = +65,7 + 042x (n = 18), r = 097;
Bereich: 20 bis 1250 pg/I;

4. Verdinnungen einer Serumkontrolle, enthaltend Flurazepam
(100 mg/l) und Desalkylflurazepam (200 mg/I) (x), mit einem
Serum-Blank:y = +7,2 + 1,04 x (n = 10), r = 1,00; Bereich:
75 bis 300 ug/l;

5. Verdiinnungen einer Serumkontrolle enthaltend Clonazepam
(x) mit einer Blank-Kontrolle (alle TDM/TDX-Kontrollseren von
UTAK LABS INC Canyon Country, CAUSA):y = —5,9 + 1,04 x
(n = 10), r = 0,98; Bereich: 31 bis 125 pg/l;
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6. Serumproben von Patienten unter Clonazepam-Therapie
(x = Clonazepam-Spiegel gemessen mittels Gaschromatogra-
phie):y = —10,4 + 0,91 x (n = 8), r = 0,95; Bereich: 10 bis
50 pg/!.

Diese vorldutigen Untersuchungen zeigen an, dals der hier modi-
fizierte Benzodiazepin-Screen auf dem ACA-SX® quantifizierbar
fir Benzodiazepin-Serumspiegel unterhalb von 300 ug/l wird.
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Direktnachweis von Bakterienantigenen:
ein Methodenvergleich '

T. O. Kleine
Funktionsbereich Neurochemie im Medizinischen Zentrum
fiir Nervenheilkunde der Universitit Marburg a.d. Lahn

Der Nachweis von bakteriellen Erregern in der Kultur ist bereits
nach kurzer Anbehandlung mit Antibiotika nicht mehr moglich.
Damit haben Schnelltests zum immunologischen Nachweis von
Bakterienantigenen eine diagnostische Bedeutung z.B. bei einer
anbehandelten Meningitis, wenn diese Tests spezifisch und aus-
reichend empfindlich sind (vgl. 1).

Hier werden immunologische Latex-Tests der Firmen bioMérieux
(Frankreich), Wellcome (England) und Becton Dickinson (USA)
zum schnellen Nachweis von neun freigesetzten Bakterienanti-
genen mit Co-Agglutinationstests und Enzymimmunoassays auf
Bakterienantigene verglichen (beide von Pharmacia Schweden).
Modifikationen der Latex-Tests von bioMérieux bzw. Wellcome
durch Reduktion von Proben- (0,01 bzw. 0,02 ml) und Reagenz-
Volumen (0,01 ml) und Verlangerung der Inkubationszeit auf 4
bis 6 min (2) konnten ihre Sensitivitat nicht wesentlich steigern:
Die Nachweisgrenze von Antigenen der fortlaufend 1+1 mit
steriler 0,15 mol/l NaCl-Lésung verdiinnten Kontrolle lag fir
H. influenzae Typ B bei ca. 1:32, fiir S. pneumoniae bei ca. 1:32
(1:4; abweichender Wert des Wellcogen-Tests), fir N. meningi-
tis Gruppe A, C, Y, W 135 beica. 1:2 (ca. 1:16; fir Typ B/E. coli
K; bei ca. 1:2 fiir Wellcogen-Tests) und fiir Streptococcus der
Gruppe B bei ca. 1:16.

Fir die Co-Agglutinationstests mit an abgetoteten Staphylo-
coccen gebundenen spezifischen Antikorpern (Phadebact®) mit
0,02 ml Probe und Reagenz wurden nach 1 min Inkubationszeit
vergleichbare Nachweisgrenzen erhalten.

Latex-Tests von Becton-Dickinson mit 0,05 mi Probenvolumen
waren nach 10 min Inkubationszeit empfindlicher gegeniiber
verdinnten Kontrollantigenen (s.0.) von H. influenzae Typ B
>1:128, S. pneumoniae > 1:128, N. meningitis Gruppe A, C,
Y, W 135 und B/E. coli K; >1:64, Streptococcus Gruppe B
>1:64.

Die Enzymimmunoassays Meningitis EIA 10 mit 0,1 ml Probe
waren noch empfindlicher mit Nachweisgrenzen von ca. 1:4096
fir H. influenzae Typ B, ca. 1:1024 fiir S. pneumoniae und ca.

1:256 fir N. meningitis Gruppe A, B, C, Y, W 135 bei einer-

Testdauer von 1 bis 2 Std.

Vergleichbar hohe Sensitivitdten zeigten modifizierte Latex-Tests
von bioMérieux (Wellcome) mit 0,01 ml Probe und visueller
mikroskopischer Beurteilung der Prézipitation (vgl. 2) mit Nach-
weisgrenzen von ca. 1:2048 (ca. 1:256) fir H. influenzae Typ b,
ca. 1:4096 (ca. 1:32) fiir S. pneumoniae, ca. 1:64 fir N. menin-
gitis Gruppe A oder C (ca. 1:128 fur Gruppe A, C, Y, W 135;
ca. 1:8 fir B/E. coli K;) sowie ca. 1:1024 (ca. 1:1024) fir
Streptococcus Gruppe B; Testdauer 30 bis 60 min.

Damit ist die einfache und billige Modifikation der Latex-Tests
mit den Enzymimmunoassays in Bezug auf Empfindlichkeit ver-
gleichbar.
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Computer-unterstiitzte Routine-Unter-
suchungen und -Probenverteilung
im medizinischen Laboratorium

T. O. Kleine, W. Pietzuch und R. Hackler
Funktionsbereich Neurochemie im Medizinischen Zentrum

fir Nervenheilkunde der Universitit Marburg a.d. Lahn

Die Anpassung von kduflichen EDV-Systemen an die Besonder-
heiten kleinerer medizinischer Laboratorien bereitet technische
und finanzielle Schwierigkeiten. Deshalb wurde hier versucht,
ein flexibles Datenerfassungs- und Probenverteilungs-System
aus folgenden Einzelteilen aufzubauen:

Probenverteilungs-System: Eine Einheit besteht aus 10 Rea-
genzglasgestellen mit je 10 durchnumerierten Bohrungen in
zwei Reihen: erstes Gestell fir, Blutproben (z.B. des Sarstedt-
Blutentnahme-Systems), zweites Gestell fiir die Primarserum-
probe, drittes bis zehntes Gestellt fir Sekundérproben (z.B in
Eppendorf-Reaktionsgefien).

Datenerfassungs-System-Hardware: IMB PS/2 Modell 60 mit
schnellem Festplattenlaufwerk (70 MB) zur Speicherung groRer
Datenmengen, VGA-Monitor und unterbrechungsfreier Strom-
versorgung (500 W) sowie zwei Druckern (z.B. EPSON LQ-
1050 fir Arbeitslisten und OKI MICROLINE 192 fiir Etiketten).

Datenerfassungs-System-Software: DBase I1I* (Ashton-Tate):
Das Arbeitsprinzip basiert auf Mengenoperationen: Aus der vor-
gegebenen Gesamtmenge G an zu untersuchenden Analyten
wird Gber Ja/Nein-Entscheidungen [Selektoren S; (F) entspre-
chen Ankreuzfeldern in Ankreuzformularen F] eine Teilmenge T
(Auftrag) ausgewahlt, die dem jeweiligen Untersuchungsauftrag
entspricht. Selektor S; kann ein oder mehrere Analyten G; selek-
tieren. Die Menge T wird nun auf Arbeitslisten verteilt. In jeder
Arbeitsliste A wird nur eine Teilmenge L(A) erfat. Die Schnitt-
menge von L(A) und T ergibt die Art und Anzahl der Analyt-
messungen in einer Patientenprobe aus der Arbeitsliste. Ist die
Schnittmenge leer, erscheint der Patient nicht auf der Arbeitsliste.
Eine freie Konfiguration der Mengen G, S(F) und L(A) ist mog-
lich.

Folgende Leistungen sind zu jeder Zeit und in freier Reihenfolge
abrufbar:

— Untersuchungsanforderung iiber ein Standardformular (Pa-
tient, Station) mit anwahlbaren Masken fiir die gewtinschten
Analyte mit Vergabe einer Untersuchungs- und Patienten-Num-
mer.

— Abfragen laufender Untersuchungen, Druck unvolistandiger
Untersuchungen sowie deren Abbruch, :

— Druck von ‘Arbeitslisten,

— Druck von Probenetiketten mit automatischer oder manueller
Selektion, :

— manuelle Eingabe von zu druckenden Probenetiketten.

Die Kennzeichnung der Proben erfolgt eindeutig auf der Proben-
etikette mit Angabe des Probentyps und der Arbeitsliste. Die
Primar-Serumprobe wird manuell in die vor ihr in einer Reihe
stehenden Reaktionsgefae (nur) mit Etikette verteilt. Die einzel-
nen Patientenproben werden durch eine Leer-Reihe getrennt.
Die Sekundar-Proben einer Arbeitsliste befinden sich in einem
Gestell und werden durch eine besondere Farbmarkierung zu-
satzlich gekennzeichnet.

Arbeitslisten werden automatisch verwaltet und kénnen durch
Nachzigler ergdnzt werden (Ruckfiihrung in die EDV). In der
Arbeitsliste in Tabellenform werden die MeRergebnisse patien-
tenbezogen eingetragen. Nur die Eintragung von angeforderten
MeRBwerten ist méglich. Nicht benétigte Messungen werden ge-
kennzeichnet. Das Zuriicksetzen einer Arbeitsliste ist mdglich,
ebenso das Abfragen auf deren (Un-)Vollstandigkeit.

Weiterhin ist vorgesehen, MeRergebnisse einzugeben in dyna-
misch. verwaltete Masken mit Plausibilitdtskontrolie bei der Ein-
gabe und ihre Ausgabe auf Befundformularen in Etikettenform.
Untersuchungsbezogenes Abfragen der gespeicherten Daten ist
moglich.

Dieses einfache System ist auf allen IBM-kompatiblen Rechnern
mit geeigneter Konfiguration lauffahig.




Zur Eichung einer trockenchemischen
Glucosebestimmung mittels der
Hexokinase-Referenzmethode

T. O. Kleine und D. Rytlewski
Funktionsbereich Neurochemie im Medizinischen Zentrum
fir Nervenheilkunde der Universitat Marburg a.d. Lahn

Das Glucosefeld des Rapignost Total-Screen |. wurde mit Hllfe
des Rapimat II/T (beide von Behringwerke Marburg) und einer
im 1BM PC-AT (mit Drucker und Monitor) gespeicherten 10-
Punkt-Eichkurve wie folgt geeicht:

In Aqua bidest. geloste D(+)-Glucose (E. Merck 8337, wasser-
frei) wurde nach 10 min Inkubation bei 70°C mit einem
Urinpool | von 20 Personen (Ascorbinsaure- und alle Rapignost-
Screen-Felder. waren negativ) (Eichkurve I) oder mit steriler
0,15 mol/I NaCl-Losung (Eichkurve II) verdiinnt und die Gluco-
sekonzentrationen mit der Hexokinasemethode (vgl. 1, 2) ge-
messen: Nachweisgrenze (3 Standardabweichungen von Rapi-
mat Urine Control level | (normal) Behringwerte bzw. von
0,15 mol/l NaCl): 13 bzw. 3 mg/di (n = 20), MeRbereich: 0—
200 mg/d! (Eichkurve | verlief flacher als Eichkurve 1), Die se-
rielle Imprazision lag mit hohen Glucose-Standards (170—
200 mg/dl) bei 23 —25% VK, mit mittleren (40—75 mg/dl) bei
10—-11% VK und mit niedrigen (8 —14 mg/dl) bei 15—29% VK.

Die Korrelation von Verdinnungen eines menschlichen
Urinpools |l mitausgeschiedener Glucose mit Urinpool | (Bedin-
gungen s.0.), gemessen mittels Rapimat-Eichkurve | (y) und der
Hexokinase-Methode (x), war mity = +2,5 + 0,87 x (n = 64),
r = 0,98, in einem Bereich von 13—108 mg/dl ausreichend.

Zur Eichung des Glucosefeldes des Rapignost Total-Screen L auf
Liquor cerebrospinalis-Proben ist ein Liquorpool ungeeignet, da
Liquor Glucose und Ascorbinsdure enthélt. Deshalb wurden
folgende Verdinnungen von eingewogener D(+)-Glucose
(E. Merck 8337, 15639) hergestellt und mit der Rapimat-
Eichkurve Il (y) und der Hexokinase-Methode (x) nach 5—6 min
(a) und nach ca. 60 min (b) nach Losung gemessen und korre-
liert:

Lésungsmittel I: 0,15 mol/l NaCl + Kontrollogen L (14 99;
Behringwerke):

a)y=-1,04 0,22x (n=18),r=0,99;
b)y=—74+124x(n=18),r = 0,93;

Lésungsmittel | plus 5 g/1 Na-Dodecylsulfat (p.A. Serva):

a)y=+24 +024x(n=34),r =0,98;
b)y=+26+110x (n = 28),r = 0,98;

Lésungsmittel | plus 10 g/ Triton X-100 Serva):

a)y=—04+013x (n = 36),r = 0,98;
b)y = +6,9 + 0,28 x (n = 34),r = 0,93.

Hieraus ist zu folgern, daR native unbehandelte Glucoseldsungen
mit Proteinzusatz (z.B. 0,4 g/l) + Detergentien zur besseren
Benetzung des Glucosefeldes sich nicht zur Eichung des Rapi-
gnost Total-Screen eignen, da nach zu kurzer Vorinkubation zu
niedrige Werte mit der Rapimat-Eichkurve Il erhalten wurden.
Dies 4Rt sich u.a. auf eine ca. 100mal langsamere Reaktionsge-
schwindigkeit der Glucose-Oxydase (3) (EC 1.1.3.4) des Gluco-
sefeldes (4) fiir die in frischer Losung vorliegende o-D(+)-Glu-
cose im Vergleich zur B-D (+) - Glucose zuriickfiihren, erstere wird
in walriger Losung in letztere umgewandelt (vgl. 5). Triton X-
100 zeigte dabei einen Hemmeffekt. Des weiteren sind Matrixein-
flisse zu beriicksichtigen, da mit der Rapimat-Eichkurve | 2- bis
4mal héhere Werte errechnet wurden.

]
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Gerinnungsanalytik in der Notfallmedizin

M. Fischer, Wien — Osterreich
Zentrallaboratorium Krankenhaus der Stadt Wien-Lainz

Als Basisuntersuchungen der Gerinnungsanalytik in der Notfall-
medizin sind Thromboplastinzeit, aktivierte Thromboplastinzeit,
Thrombinzeit, quantitative Fibrinogenbestimmung und Throm-
bozytenzdhlung allgemein anerkannt. Dies hat auch eine von
uns jlingst ethobene Umfrage an Klinischen Abteilungen und
Instituten fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin be-
stitigt. Interessant war aber ein weiterer Aspekt dieser Umfrage,
und zwar gerade in der Notfall- und Intensivmedizin der Wunsch
nach diagnostischen Méglichkeiten zur raschen Erkennung
hyperkoagulabiler bzw. prathrombotischer Zustdnde im Sinne
einer Verbrauchskoagulabilitat bzw. einer Thrombophilie. Einige
Methoden, wie Antithrombin [1l, D-Dimer, Thrombin-Anti-
thrombin 11|-Komplex, Plasminogen Aktivator Inhibitor, Faktor
X,., welche fur den Kliniker in einer sinnvollen Zeitspanne ein
brauchbares Ergebnis liefern, werden besprochen.

Zusammenfassend 138t sich aber feststellen: Nicht die Zah! der
Untersuchungen, sondern die Erfahrung — kombiniert die klini-
sche Erfahrung wie die labormedizinische Erfahrung — sind fir
die Diagnostik in der Blutgerinnung von enormer Wichtigkeit.

Referenzmethoden zur Bestimmung
von Harnsaure, Kreatinin, Cholesterin
und Triglyceriden

D. Stéckl' und H. Reinauer?

' INSTAND e. V., Johannes-Weyer-Strale 1,
40006 Ddsseldorf 1
2 Abteilung fir klinische Biochemie des Diabetes-
Forschungsinstitutes an der Universitat Ddsseldorf,
Auf'm Hennekamp 65, 4000 Ddsseldorf 1

Fiir die Bestimmung von Harnséaure, Kreatinin, Cholesterin und
Triglyceriden in menschlichem Serum werden Referenzmetho-
den (1) beschrieben, die auf dem Prinzip der massenspektrome-
trischen Isotopenverdiinnungsanalyse (ID-MS) beruhen.

" Fiir Kreatinin und Harnsiure werden zusétzlich Methoden be-

schrieben, deren Grundlage die Hochleistungs-Fliissigchroma-
tographie (HPLC) bildet. Die Ergebnisse der ID-MS- und HPLC-
Methoden fiir Harnsdure und Kreatinin weichen im Mittel nicht
mehr als 1 —2% voneinander ab.

Als Kalibriermaterialien werden primare Standardmaterialien des
National Bureau of Standards (NBS) verwandt. Richtigkeitskon-
trollen werden mit Hilfe des NBS-Referenzserums durchgefihrt.
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Alle Volumina werden durch Wigung ermittelt.

Unter diesen Voraussetzungen zeigen alle Methoden eine
Unrichtigkeit und eine Unprazision von weniger als 3%.

Schnfttum:

1 Richtlini der B z2ur Quahiti ich "iﬂ dizinisch ubo-
ratonien. Dt Arztobl. 85, AGI9 - A712 (1988).

[v3]
Referenzmethoden zur Bestimmung

von Glucose

F. Susanto und H. Reinauer

Abteilung fiir Klinische Biochemie des Diabetes-Forschungs-
institutes an der Universitat Disseldorf,

Auf'm Hennekamp 65, 4000 Diisseldorf 1

Eine Referenzmethode zur Bestimmung von Glucose mit Hilfe
der Isotopverdiinnung-Massenspektrometrie wird beschrieben.

Die polare Glucose wird zunachst zu einem Glucosenitrilpenta-
acetat-Derivat umgesetzt. Als interner Standard werden zwei
verschiedene stabil isotop markierte Glucose, (U-'3C)Glucose
und D-Glucose-6,6-d,, verwendet.

Die Fragmentionen m/e 187 von Glucose, m/e 189 deuterierten
und m/e 191 des '3C-markierten Standards werden fiir die
Quantifizierung mittels Multiple lon Detector des Massenspek-
trometers verwendet.

Aus dem Verhiltnis der Peakflaichen des nicht markierten und '

des isotopmarkierten Glucosederivates und aus der bekannten
Menge an markierter Standardsubstanz, die zu Beginn der Ana-
lyse zugegeben wurde, wird die Menge an endogener Glucose
in der Serumprobe berechnet. Die Prazision der Methode, ermit-
telt aus Mehrfachanalysen (n = 7), zeigte einen VK < 1%.

Unter Anwendung der hier beschriebenen Referenzmethode
wurde in 10 Seren zuriickliegender Ringversuche Glucose be-
stimmt, und die Ergebnisse der Referenzlaboratorien mit den
massenspektrometrischen Resuitaten verglichen.

Diese Methode ist zur Bestimmung der Zielwerte in Ringver-
suchsproben sehr gut geeignet.

Als weiteres Beispiel, diesmal in vivo, wird die Untersuchung der
Glucoseumsatzrate, Glucoseoxidation sowie Glucoseclearance
und Recycling bei Menschen dargestelit.
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Aktuelle Diagnostik und Therapie-
maoglichkeiten bei Thromboseneigung
Monika Barthels

Abteilung Hamatologie und Onkologie,
Medizinische Hochschule Hannover

Die Bereitschaft zu venésen Thromboembolien beruht in einem
Teil der Falle auf duBeren Einfliissen (z.B. bestimmte Operatio-
nen). Z.T. ist sie konstitutionell bedingt (z.B. Alter, Korperge-

wicht) oder durch zugrundeliegende Erkrankungen begunstigt -

(z.B. Neoplasien, Autoimmunerkrankungen). Neuerdings wei®
man, daR auch genetisch bedingte Hdmostasedefekte des Blutes
vendse Thromboembolien verursachen kénnen. Es handelt sich
hierbei vorzugsweise um Funktlonselnschrankungen der physio-
logischen Inhibitoren Anmhrombln, Protein C und den Cofaktor
des letzteren, Protein S. Dlese Funktionseinschrankungen kon-
nen zum einem auf einem echten Mangel beruhen (Aktivitat und
Konzentration gleichermaRen vermindert), zum anderen handelt
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es sich um fehistrukturierte Molekiile mit verminderter Aktivitat
aber normaler Plasmakonzentration. Die Aktivitat liegt zumeist
in subnormalen Bereichen. Weitere angeborene Ursachen einer
erhohten Thrombosebereitschaft sind eine Dysplasminogena-
emie oder Plasminogenmangel und eine Dysfibrinogenaemie.
Ca. 80% der Patienten mit einer der genannten angeborenen
Stérungen haben noch vor dem 40. Lebensjahr zumindestens ein
thromboembolisches Ereignis. Ca. 4% stationarer Patienten mit
vendsen Thromboembolien diirften einen dieser Defekte haben.
Am haufigsten scheint der Protein S-Mangel zu sein, dann
Protein C-Mangel und Antithrombin {11-Mangel. Von besonde-
rem Interesse ist z.2t. ferner der seltene sog. ,,Lupusinhibitor”,
der gegen die gerinnungsaktiven Phospholipide gerichtet ist. Bei
Vorliegen eines Lupusinhibitors werden haufiger thromboembo-
lische Ereignisse sowie Aborte beobachtet. Die Auswirkungen
thromboembolischer Ereignisse konnen heutzutage im Blut
nachgewiesen werden anhand des vermehrten Anfall thrombin-
bedingter Reaktionsprodukte. Zu nennen sind hier der Thrombin-
Antithrombin-Komplex, Fibrinopeptid A, Fibrinmonomere, fi-
brinspezifische Spaltprodukte des Plasmin (D-Dimere) aber auch
Fibrinogenspaltprodukte als Ausdruck einer reaktiven systemi-
schen Lyse sowie Pléittchenfaktor 4 als Zelchen des vermehrten
Plattchenzerfalls.

Trends in der Gerinnungsdiagnostik:
Neue Maglichkeiten zur Uberwachung
der Thromboseprophylaxe

H. Pelzer, F. Dati und W. Stiber
Forschungslaboratorien der Behringwerke AG

Die friihzeitige Diagnose einer latenten thrombotischen Erkran-
kung ist mit konventionellen Gerinnungsanalysen (z.B. Throm-
boplastinzeit, aPTT) in vielen Fallen nicht méglich. Es bedarf
spezieller Methoden, um Aktivierungsprodukte bzw. Marker der
in vivo ablaufenden Thrombinbildung zu erfassen. Prothrombin-
fragment F1+2 (PTF) und Thrombin-Antithrombin I11-Kom-
plex (TAT) stellen Aktivierungsprodukte dar, die unter Einwirkung
von Faktor X, auf Prothrombin bzw. Thrombin auf Antithrom-
bin 11l gebildet werden. Es wurden zwei hochempfindliche En-
zymimmunoassays entwickelt die eine exakte Quantifizierung
von PTF bzw. TAT im Plasma ermoglichen. Die Tests sind nach
dem ,,Sandwich-Prinzip” aufgebaut und verwenden spezifische

" Testphasen-Antikdrper gegen PTF bzw. Thrombin. In Citratpla-

smen gesunder Erwachsener wurden folgende Referenzwerte
bestimmt (Median, Bereich): 0,6 nM/I, 0,45—0,75 nM/I fir
PTF; 1,8 pg/l, 0,8 —4,0 pg/! fir TAT. Bei verschiedenen Patien-
tengruppen mit gesteigerter Aktivierung des Haemostasesystems
wurden signifikant erhohte Konzentrationen beider Parameter
gemessen. Ein Anstieg der TAT-Werte zeigte sich bei Patienten
mit DIC (Bereich: 2—103 pg/l), Venenthrombose (2—26 pg/l),
Lungenembolie (3,5—26 pg/l), Lebererkrankung (2—60 pg/l).
Leukdmie (2—60 ug/l). Erhohte PTF-Konzentrationen wurden
bei Patienten mit DIC bzw:Venenthrombose bestimmt (Bereich:
1—5 nM/I). Bei Patienten mit Myocardinfarkt war nach Beginn
der Lyse-Therapie ein Anstieg von TAT festzustellen; bei erfolg-
reicher Behandlung kam es zur Normalisierung der TAT-Spiegel,
wahrend bei Reocclusion konstant hohe TAT-Konzentrationen
gemessen wurden. Bei Patienten unter oraler Antikoagulation in
der stabilen Phase wurden keine erh6hten TAT-Spiegel bestimmt.
Hingegen wurden signifikant erniedrigte PTF-Konzentrationen
gemessen (Bereich: 0,05—0,3 nM/I).

Die Resultate belegen, daR die vorgesteliten Methoden neue
Méglichkeiten im Gebiet der Gerinnungsdiagnostik eroffnen.
PTF und TAT sind geeignete Parameter zur Erkennung sowohl
hyper- als auch hypocoagulatorischer Zustande. Es ist anzuneh-
men, daB beide Parameter geeignete Indikatoren darstellen, so-
wohl Lyse- als auch Antikoagulantien-Therapie zu iberwachen.




Kinetische Untersuchungen
des plasmatischen Gerinnungssystems

P. Baumann® und C. C. Heuck?
1 Universitatskinderklinik, Heidelberg
2 WHO, Genf

Die konventionellen Untersuchungstechniken zum Nachweis
der Gesamtaktivitdt des plasmatischen Gerinnungssystems oder
der Gerinnungsaktivitat eines einzelnen Gerinnungsfaktors be-
schranken sich auf die Bestimmung des Zeitraums zwischen der
Aktivierung der Gerinnungskaskade und dem Auftreten eines
MeRsignals in Folge der Bildung von Fibrinaggregaten oder der
Hydrolyse eines chromogenen Substrates. Diese eindimensiona-
len MeRverfahren lassen zwar globale Riickschlisse auf die ab-
laufenden Reaktionen zu, weiterfiihrende Aussagen kénnen hin-
gegen erst aus Vergleichsmessungen oder MeRreihen gewonnen
werden.

Demgegeniiber erhalt man ohne einen weiteren experimentellen
Aufwand zusatzliche Aussagen aus einer Analyse der Kinetik des
Reaktionsablaufs der Gerinnungskaskade. In diesen Untersu-
chungen wird nicht nur die bis zum Auftreten eines MeRsignals
verstreichende Zeit, sondern der Gesamtablauf der Umsetzung
eines Substrats (d.h. Fibrinogen oder chromogenen Substrats)
gemessen und mit Hilfe von nicht-lineare Angleichungsverfahren
der Verlauf einer Extinktionskurve durch eine émpirische Glei-
chung beschrieben. Die in einer Vielzahl von MeRpunkten ent-
haltene Information wird hierbei auf wenige Konstanten konden-
siert, deren GroRe den Verlauf einer Extinktionskurve hinreichend
charakterisieren. Aus diesen KenngroRen kénnen folgende MeR3-
gréRen unmittelbar bestimmt werden:

— Thromboplastinzeit bzw. partielle Thromboplastinzeit
— Fibrinogenkonzentration
— Art und AusmaR eines Einzelfaktormangels.

Weiterhin kann die Aktivitdt von heparinartigen Antikoagulantien
ermittelt werden.

Neben diesen praktischen Aspekten bietet diese Methodik Mog-
lichkeiten zur Prifung der Regelmechanismen im Gesamtge-
schehen der Aktivierung des Gerinnungssystems an, ohne daf
ein gezielter Eingriff auf einem bestimmten Niveau der Reaktions-
kaskade erforderlich ware.

Die bisherigen aus Untersuchungen von Plasmen mit einem Ein-
zelfaktormangel gewonnenen Erfahrungen lassen vermuten, dal
mit einer Weiterentwicklung des Auswerteverfahrens auch ge-
zielte Aussagen bei Messungen von Plasmen mit kombinierten
Faktormangelzustanden moglich sind.

o

Zellzahlung mit zusatzlicher Dreipopula-
tions- und Finfpopulationsdifferen-
zierung des peripheren Blutes:

Ein Vergleich von Sysmex E-4000

und NE-8000

J. W. J. van Wersch und C. Bank .
Hématologisches Laboratorium, De Wever Krankenhaus,
6401 CX Heerlen (NL)

Die Zellzahl- und Zelldifferenzierungsgerite mit Dreipopula-

tionsdifferenzierung wie der Sysmex E-4000 haben sich durch

eine Verfeinerung der Diskriminierung der einzelnen Zellsorten
erweitern lassen zu einem Fiinfpopulationsdifferenzierer (Sys-
mex NE-8000). Die beiden genannten Maschinen haben die
iblichen Zeliparameter gemeinsam: die Parameter des kleinen
Blutbildes mit Thrombozyten und neuere Parameter wie RDW,
PDW, MPV und Platichencrit (PCT). In dem Sysmex E-4000
wird die leukozytendifferenzierung in der Volumenverteilung als
Dreierpopulation wiedergegeben: 1. kleine Zellen (,,small cell
ratio”), reprasentativ fiir die Lymphozyten. 2. groe Zellen (,.large
cell ratio”) neutrophile Granulozyten und 3. mittelgroRe Zellen

(.middle cell ratio”) (die Summe aus Monozyten, Eosinophilen
und Basophilen). in dem Sysmex NE-8000 werden die Leukozy-
ten in die fiinf iblichen Fraktionen des normalen wei3en Diffe-
rentialblutbildes aufgeteilt: neutrophile, eosinophile, basophile
Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten. In diesem neuen
Konzept wird die Kombination der direkten Strommessung (Im-
pedanzmethode) und der Radiofrequenzmessung zunutze ge-
macht, um respektive Zellvolumen, KerngroRe und Kerncharakter
zu bestimmen. Wir haben in dieser Studie sowohl die Zellzihlung
als die Zelldifferenzierung der beiden Geréte miteinander vergli-
chen. Die Reproduzierbarkeit ist fiir beide Geréte gut: der Varia-
tionskoeffizient fiir die Prazision in der Serie variiert im kleinen
Blutbild fiir das neue NE-8000-Gerat im Referenzbereich zwi-
schen 0,2 und 1,3%, im erniedrigten MeRwertbereich zwischen
0.3 und 3,0%. Fir die 5-Partikeldifferenzierung wurden nur un-
wesentlich hohere VK's ermittelt. Die Variationskoeffizienten fiir
die Prazision von Tag zu Tag lagen im Referenzbereich zwischen
0,6 und 1,7%, und im niedrigen Bereich zwischen 0,6 und 4,3%.
Auch hier lagen die VK's fiir die Differenzierung nur wenig hoher.
Die Vergleichbarkeit der Parameter des kieinen Blutbildes auf
beiden Gerdten war hervorragend mit Werten der Korrelations-
koeffizienten von liber 0,98. Die Vergleichbarkeit der Neutrophi-
len und der Lymphozyten war mit dem Korrelationskoeffizienten
von lber 0,98 ebenfalis zufriedenstellend. Ein Vergleich mit der
~middle cell ratio” gab einen niedrigeren Korrelationskoeffizieten
von 0,80. Auch die Signalisierungsfahigkeit fir hamatologisch
abnormale Befunde wurde getestet und fiir beide Geréte ver-
gleichbar gut gefunden.

Labordiagnostik bei Organtransplanta-
tionen

M. M. Miiller
2. Chirurgische Universitatsklinik Wien, Klinische Biochemie

Mit der heute allgemein angewandten immunsuppressiven Kom-
binationstherapie mit Azathioprin (Aza), Cortison, Cyclosporin
A (CyA) und Antithymocyten Globulin hat sich die Prognose
von Patienten nach Organtransplantationen deutlich verbessert.
An Komplikationen im postoperativen Verlauf stehen toxische
Nebenwirkungen und Infektionen als Folge derimmunsuppressi-

. ven Therapie sowie das Versagen des transplantierten Organes

im Rahmen einer akuten AbstoRungskrise im Vordergrund.

1. Therapeutisches Drugmonitoring: Die Dosierung des Aza |aRt
sich einfach mittels Zahlung der Leukozyten optimieren. CyA ist
stark hepato- und nephrotoxisch. Daher ist in der postoperativen
Phase neben der tiglichen Kontrolle der Leber- und Nierenfunk-
tion auch die Bestimmung von CyA unbedingt notwendig. Fir
die Bestimmung im Vollblut stehen neben HPLC-Methoden auch
immunologische Tests (RIA, FIA) zur Verfigung, wobei bei letz-
teren meist in Abhangigkeit vom verwendeten Antikorper neben
dem CyA auch seine Metabolite mit erfalt werden. Nach den
vorliegenden klinischen Erfahrungen sollen in der postoperativen
Phase CyA-Vollblutspiegel von 150—350 pg/l und als Erhal-
tungsdosis 70— 150 pg/l (HPLC-Werte) erreicht werden.

2. Diagnostik der Infektionen: Als Folge der immunsuppressiven
Therapie besteht bei den Patienten eine besondere Anfalligkeit
gegentiber viralen, bakteriellen und fungiziden Infektionen.
AuRer den spezifischen Erregernachweisen im Blut, Sputum und
Harn werden bei viralen Infektionen in der Regel neben den
Komplementbindungsreaktionen noch die spezifischen Immun-
globuline IgM und IgG bestimmt. Als grobe und rasche Orientie-
rungshilfe kann auch die Bestimmung der akuten Phasenproteine
herangezogen werden.

3. Diagnostik der TransplantatabstoBung: Da jede akute Ab-
stoBungskrise mit einer Einschrankung der Funktion des trans-
plantierten Organs einhergeht, wird bei Empfangern von Nieren-
, Leber- und Pankreastransplantaten die Bestimmung von Kreati-
nin, Bilirubin bzw. der Amylaseaktivitatim Serum zur Monitierung
verwendet. Bei Nierentransplantationen hat sich neben dem An-
stieg der Konzentration des Serumkreatinins auch die Bestim-
mung von Harnenzymen (ALAT, AP, g-GT, Lysozym) als wertvoll
erwiesen. AuBerdem scheint auch die Bestimmung von Mediato-
ren (Interferon-g, Neopterin), akuter Phasenproteine und von
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i Lymphozytensubpopulationen zur Diagnostik der AbstoBung  mentfraktionen C3 und C4, des Interferon-g sowie den Konzen-

% beitragen zu konnen, falls keine Infektion gleichzeitig vorliegt. trationen des Neopterins im Serum und Harn nachgewiesen wer-
‘ Bei Nieren- und Herztransplantiéerten konnten gute Korrelationen den. Die multivariate Betrachtung einiger Parameter ergibt dia-
' zwischen den histologischen Abstofungsgraden und den Se- gnostische Validitaten von bis zu 92%.

rumkonzentrationen einiger akuter Phasenproteine, der Komple-
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