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Ein homogener Enzymimmunoassay
zur Bestimmung der Pankreaslipase am
Hitachi 717 Automated Analyzer
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Zusammenfassung:
Es wird ein automatisierter homogener Immunoassay zur spezifischen und schnellen Bestimmung der Pan-
kreaslipase im Serum beschrieben. Im Test werden Anti-Pankreaslipase Antikörperfragmente vom Schaf ver-
wendet, die an Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt sind. Einflüsse der Probenmatrix werden durch eine
separate Probenleerwertbestimmung mit unspezifischen, an HRP gekoppelten Antikörperfragmenten vom
Schaf korrigiert. Die Bestimmungen wurden am Hitachi 717 Automated Analyzer durchgeführt. Das Analysen-
gerät benötigt 24 Serum und führt eine Bestimmung in W min durch. Der Meßbereich beträgt 20-1000

g/l. Für die Präzisionen in der Serie wurden Variationskoeffizienten zwischen 1,1 % und 9,5 % ermittelt, für
die Präzisionen von Tag zu Tag zwischen 3,3 % und 75,5 %. Der Vergleich mit den Ergebnissen eines heteroge-
nen Immunoassays (r = 0,968; y = 0,88 x-4,8; n = 101) und eines turbidimetrischen Tests (r = 0,948; y =
0,31 x-5,33; n = 101) zeigte eine gute Korrelation. Interferenzen durch endogene Substanzen oder durch
Medikamente in therapeutischer Dosierung konnten nicht beobachtet werden. Aus den Lipasekonzentratio-
nen von 187 offensichtlich gesunden Blutspendern (86 Frauen, 101 Männer) wurde ein Referenzbereich von
0-45 g/l ermittelt (2,5.-97,5. Perzentil, Mediän: 19 g/l).
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Summary:
We describe a fully mechanized homogeneous immunoassay using the immunoactivation method for the ra-
pid and specific determination of human pancreatic lipase in serum. The. method uses anti-lipase antibody
fragments from sheep, conjugated to horseradish peroxidase (HRP). A separate sample blank with non-speci-
fic sheep antibody fragments conjugated to HRP corrects for errors introduced by the sample matrix. Meas-
urements were performed with the automated analyzer Hitachi 717. A single determination can be performed
within 10 min, requiring 24 sample volume. The measuring range is about 20 to 1000 g/l lipase. For
within-run precisions the coefficients of variation are between 1.1 % and 9.5 %; for day-to-day precisions the
coefficients of variation are between 3.3 % and 75.5 %. Comparison of the method is shown by the close cor-
relation of results with those from a heterogeneous enzyme immunoassay (r = 0.968; y - 0.88 x-4.8; =
101), and those from a turbidimetric method (r = 0.948; y = 0.31 x^-5.33; = 101). Interferences by endoge-
nous substances and by drugs at therapeutic doses could not be observed. A reference interval was establish-
ed from results of 187 apparently healthy subjects (2.5th to 97.5th percentile: 0 to 45 g/l, median 19 g/l).
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Einleitung
Als fester Bestandteil der Diagnostik von.Pankreaserkran-
kungen haben sich neben bildgebenden Verfahren spezi-
fische klinisch-chemische Untersuchungen etabliert (1).
Bei der Diagnose von akut entzündlichen Erkrankungen
der Bauchspeicheldrüse liefern Serumbestimmungen der
Enzyme Amylase und Lipase erste Hinweise (2, 3, 4). Da-
neben sind Verlaufsbeobachtungen dieser Parameter für
das frühzeitige Erkennen von Komplikationen hilfreich
(5). Trotz weitgehend paralleler Verläufe der entsprechen-
den Enzyme bestehen aber in bezug auf die diagnosti-
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sehe Sensitivität Unterschiede. Falsch hohe Amylasebe-
stimmungen werden-dann beobachtet wenn das Isoen-
zym der Speicheldrüse erhöht vorliegt oder bei chroni-
scher Hyperamylasämie eine Makroamylasämie ursäch-
lich ist (6). Zudem sind im Vergleich zur Gesamtamylase
die'gemessenen pathologischen Veränderungen der Pan-
kreaslipase meist eindeutiger und länger erhöht (6).
Aufgrund schneller Verfügbarkeit des Testergebnisses
sind turbidimetrische Testverfahren zur Bestimmung der
Lipase weit verbreitet. Dennoch weist dieses Bestim-
mungsverfahren im Vergleich zu immunologischen Me-
thoden Nachteile auf (7, 8). Neben falsch hohen Bestim-
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mungen durch den störenden Einfluß von Esterasen kön-
nen negative Meßwerte bei einem erhöhten IgG-Gehalt
der Probe beobachtet werden. Außerdem muß eine ver-
minderte Empfindlichkeit bei der Abgrenzung vom Nor-
malwert zum niedrig pathologischen Bereich in Kauf ge-
nommen werden. Nachteilig bei den bisherigen immuno-
logischen Methoden ist aber der hohe zeitliche und per-
sonelle Aufwand. Durch die Verwendung homogener Im-
munoassays gelingt es, die Vorteile immunologischer Te-
ste mit der Durchführbarkeit der Bestimmung an klinisch-
chemischen Analyzern zu verbinden, so daß das Tester-
gebnis in der gewünscht kurzen Zeit zur Verfügung steht.
Die Evaluierung eines homogenen Immunoassays zur
Bestimmung der Pankreaslipase am Hitachi 717 Automa-
ted Analyzer wird beschrieben.

Material und Methode
Die Bestimmung der Pankreaslipase erfolgte mit dem Li-
pase IMAC® (Immunoactivation) Immunoassay (Chargen-
Nr. 30119; E. Merck, Darmstadt, FRG) (9, 10). Der Test ent-
hält Antikörperkonjugat, Leerwertkonjugat, Substrat B
(1,5 mM 4-Aminophenazon, 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7),
Substrat A (80 mM Wasserstoffperoxid, 50 mM Phenol)
und Diluent für Substrat A (20 mM TRIS-Puffer, pH 7,5).
Das Antikörperkonjugat besteht aus an Meerrettichpero-
xidase (HRP) gebundenen Anti-Pankreaslipase Antikör-
perfragmenten (Fab') vom Schaf, das Leerwertkonjugat
zur Korrektur von Matrixinterferenzen besteht aus an
HRP gebundenen, unspezifischen Antikörperfragmenten
(Fabf) vom Schaf.
Zur .Bestimmung am Hitachi 717 Automated Analyzer
(Boehringer Mannheim, Mannheim, FRG) werden je eine
Flasche lyophilisiertes Antikörperkonjugat und Leerwert-
konjugat in 10 ml Substrat B gelöst (Reagenz 1). Das Sub-
strat A wird 1 :2 mit Diluent verdünnt (Reagenz 2). Ta-
belle 1 zeigt die Parametereinstellung am Hitachi 717. Für
den Probenwert und den Probenleerwert ist die Belegung
jeweils eines Kanals notwendig. Nach der Kalibration des
Probenkanals mit den Kalibratoren für Analyseautomaten
(Chargen-Nr. 65890, Standard 1: 0 Mg/l, Standard 2: 538
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Abb. 1: Überprüfung der Linearität durch Verdünnung eines
Poolserums mit hohem Lipasegehalt mit steigenden Volumenan-
teilen eines Poolserums mit geringem Lipaseanteil (O Lipase-
konzentration in g/l, O % Wiederfindung, y = x,

700 % Wiederfindung).

Aig/l; E. Merck, Darmstadt, FRG) wird der ermittelte Kali-
brationsfaktor in den Probenleerwertkanal übertragen
(Programmpunkt „Calibr. List" im Menü „Monitor Job").
Der Hitachi 717 bietet die Möglichkeit, die Berechnung
der Leerwert-korrigierten Lipasekonzentration durch Bil-
dung der Differenz beider Kanäle automatisch vorzuneh-
men. Probenverdünnungen wurden mit dem Probenver-
dünnungsmedium IMAC® (GelatinerHydrolysat, 20 mM
TRIS-Puffer, pH 7,5 und Stabilisatoren; Chargen-Nr.
17009; E. Merck, Darmstadt, FRG) durchgeführt.
Der homogene Lipase IMAC® Immunoassay wurde mit
einem heterogenen Immunoassay (Enzygnost® Lipase,
Behringwerke AG, Marburg, FRG) und mit einem turbidi-
metrischen Test (Automatenpackung Lipase, Boehringer
Mannheim, Mannheim, FRG) am Hitachi 717 verglichen.
Standardheparin (Liquemin®, Hoffmann-La Roche, Basel,
Schweiz) wurde verwendet. Als Probenmaterial wurde
Serum ohne weitere Vorbehandlung eingesetzt.

Tab. 1: Parametereinstellung Hitachi 717 Automated Analyzer.
Mit dem Antikörperkonjugat wird eine 2-Punkt Kalibration durch-
geführt und der resultierende Faktor in die Parametereinstellung
des Leerwert-Kanals übernommen (Änderung: Calib. Method =
Factor)

Chemistry Parameters
Test
Assay Code
Sample Volume
R1 Volume
R2 Volume
Wave Length
Calib. Method
Std. (DConc.-Pos.
Std. (2) Conc.-Pos.
Std. (3) Conc.-Pos.
Std. (4) Conc.-Pos.
Std. (5) Conc.-Pos.
Std. (6) Conc.-Pos.
SD Limit
Duplicate Limit
Sensitivity Limit
Abs. Limit (Inc/Dec)
Prozone Limit
Expected Value
Panic Value
Instrument Factor

(LipD
(Rate-A):(35)-(41)
(12) (6)
(90) (100) (NO)
(180) (100) (NO)
0 (505)
(Linear) (0) (0)
(0)-(3)
(538) - (5)
(O)-(O)
(O)-(O)
(O)-(O)
(O)-(O)
(1.0)
(300)
(0)
(32 000) (Increase)
(0) (Lower)
(0) - (45)
(0) - (1 000)
(1.0)

Statistik
Die Methodenvergleiche wurden mit dem Regressions-
verfahren nach Passing und Bablok ausgewertet (11). Die
Signifikanz von Mittelwertunterschieden wurde durch
den t-Test nach Student für gepaarte Daten überprüft.

Ergebnisse
Zur Überprüfung der Linearität wurde ein Poolserum mit
hohem Lipasegehalt mit steigenden Volumenanteilen ei-
nes Poolserums mit geringem Lipaseanteil versetzt. Ab-
bildung 1 zeigt den Vergleich der gemessenen Konzentra-
tionen mit den berechneten Sollkonzentrationen der Mi-
schungen sowie die prozentuale Wiederfindung. Es resul-
tiert ein linearer Meßbereich bis 1 000 g/\. Da sehr hohe
Lipasekonzentrationen die Aggregatbildung durch Absät-
tigung der Bindungsstellen des Antikörperkonjugates un-
terdrücken können (Prozonenphänomen), wurde ein
hoch pathologisches Serum (Meßwert: 4011 Mg/1) durch
mehrfaches Verdünnen in den linearen. Bereich unter-
sucht. Es konnten keine falsch niedrigen Ergebnisse
durch das Auftreten des Prozonenphänomens beobach-
tet werden.
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Tab. 2: Reproduzierbarkeit des homogenen Lipase-lmmunoas-
says am Hitachi 717 Automated Analyzer

Lipasekonzentration
Mittelwert ± SD

i^g/O
Präzision in
der Serie

Präzision von
Tag zu Tag

38,4 ± 3,3
51,6 ± 4,9
74,0 ± 6,2

228,3 ± 5,2
541,5 ± 6,1

33,7 ± 5,2
45,3 ± 5,3
61 ,9 ± 6,0

230,9 ± 11,9
537,4 ± 17,9

Variations-
Koeffizient

[%]

8,5
9,5
8,4
2,3
1,1

15,5
11,7
9,8
5,1
3,3

Einzel-
bestim-
mungen

21
21
21
21
21

10
10
10
10
10

Homogener Immunoaesay fug/fl
400 r

350

Die Reproduzierbarkeit der Methode (Mittelwert, Stan-
dardabweichung und Variationskoeffizient) wurde durch
die Bestimmung der Präzision in der Serie (n = 21) und
von Tag zu Tag (n = 10) überprüft. Die Ergebnisse, die un-
ter Verwendung verschiedener Poolseren ermittelt wur-
den, sind in Tabelle 2 gezeigt. Aufgrund der guten Präzi-
sionsdaten kann der Test als Einzelbestimmung durchge-
führt werden.
Die Meßergebnisse von 101 Patientenseren wurden mit
einem immunologischen (r = 0,968; y = 0,88 x-4,8) und
einem turbidimetrischen Test (r = 0,948; y = 0,31
x-5,33) verglichen. Die Abbildungen 2 und 3 zeigen die
gute Übereinstimmung des neuen Tests mit beiden Me-
thoden. Im Vergleich zum heterogenen Immunoassay
wurden mit dem homogenen Immunoassay signifikant
niedrigere Konzentrationen gemessen (t-Test; p <0,05),
wobei der Unterschied im Mittel 16% betrug. Der homo-
gene Immunoassay lieferte im Vergleich zur turbidimetri-
schen Methode (Meßgröße: Enzymaktivitätseinheiten)
erwartungsgemäß deutlich niedrigere Ergebnisse. Über
den gesamten Meßbereich betrug der Faktor ca. 0,31.
Es wurde der Einf luß von Hyperbilirubinämie, Lipämie
und Hämolyse im Untersuchungsgut auf das Testergeb-
nis, untersucht. Dabei zeigte sich, daß eine Triacylglyce-
rolkonzentration von 5 g/l und eine Konzentration von 1
g/l freiem Hämoglobin zu keiner Verfälschung der Meßer-

200 400 600 800 1000 1200
Turbldlmetrlacher Test (U/l)

Abb. 3: Vergleich des homogenen Lipase-lmmunoassays am
Hitachi 717 mit einem turbidimetrischen Test ( r = 0,948; y =
0,31 x-5,33; n = 101).

gebnisse führen. In ikterischen Proben wurden bereits
bei Bilirubinkonzentrationen unter 170 / Verände-
rungen im Extinktionsverlauf beobachtet. In Abbildung 4
ist die Absorptions-Meßzeitpunkt-Kurve einer ikterischen
Probe für beide Kanäle dargestellt. Die Bilirubinkonzen-
tration betrug 544 M o l/l. Da das Meßintervall auf die
Meßzeitpunkte 35-41 festgelegt wurde, können auch ik-
terische Proben bis 510 , / Bilirubin ohne Störung ge-
messen werden. Medikamente (Analgetika, Antiepilep-
tika, Antiarrythmika, Herzglykoside, Antibiotika und Zy-
tostatika) im therapeutischen Bereich zeigen keinen Ein-
fluß auf das Testergebnis (M. Dreher, unveröffentlichte
Daten).
5 gesunden Probanden wurde vor und nach intravenöser
Injektion (5,15 und 30 min) von 5000-10000 U Standard-
heparin jeweils eine Serumprobe entnommen, um den
Einfluß von Heparingaben auf das Meßergebnis zu unter-
suchen. Hierbei zeigten der homogene Immunoassay
und der turbidimetrische Test keine Konzentrations- bzw.
Aktivitätsänderung im Vergleich zum Vorwert.
Die mögliche Beeinflussung von Meßergebnissen ande-

. rer Tests durch eine gerätebedingte Verschleppung der Li-

Homogener Immunoasaay lug/1)
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Abb. 2: Vergleich des homogenen Lipase-lmmunoassays am
Hitachi 717 mit einem heterogenen Enzymimmunoassay (r -
0,968; y = 0,88 x-4,8; n = 101).

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

Absorption (505 nm)

Probe + Reagenz 1

kontinuierliche
Messung

Reagenz 2-Zugabe

5 20 25 30 35 40 45 50
Meßzeitpunkt

Abb. 4: Reaktionsmonitor des Hitachi 717 bei einem Serum, das
544 / Bilirubin enthält (n Probenkanal, D Leerwertkanal).
Intervall zwischen zwei Meßzeitpunkten: 12 Sekunden; Reagenz
1 = Zugabe der Antikörperkonjugate; Reagenz 2 = Zugabe von
Substrat A, 1:2 mit Diluent verdünnt.
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pase IMAC® Reagenzien als Nadel-/Rührer-carry-over
oder als Küvetten-carry-over wurde untersucht. Es konnte
keine Beeinflussung der Meßergebnisse anderer Teste
(Enzyme und Substrate) festgestellt werden.
Die Stabilität der Reagenzien bei »Kühlung (4-8 °C) im
Analyzer wurde über 4 Wochen beobachtet. Nach 15mali-
ger Wiederholung des Kalibrationsvorganges am Hitachi
717 im genannten Zeitraum wurde der Kalibrationsfaktor
des ersten Tages mit guter Reproduzierbarkeit bestätigt
(Faktor: 8232 ±189, VK: 2,3%; Maximum: 8589, Mini-
mum: 8023).
Zur Ermittlung eines Referenzbereiches wurden Serum-
proben von 187 offensichtlich gesunden Blutspendern
(20-52 Jahre, 86 Frauen, 101 Männer) verwendet. Aus-
schi u ßkriterien der nicht parameterfreien Untersuchun-
gen waren eine erhöhte Amylase- und eine erhöhte turbi-
dimetrisch gemessene Lipasekonzentration. Es resul-
tierte ein Referenzbereich von 0-45 g/l (2,5. bis 97,5.
Perzentil) und ein Mediän von 19 g/\ (Abbildung 5).

Diskussion
Die spezifische, exakte, aber einfache Bestimmung der Li-
pase im Serum ist für die Pankreasdiagnostik von großer
Bedeutung. Das vielfach verwendete turbidimetrische
Testverfahren macht der Routinediagnostik den Nachweis
durch seine einfache und rasche Durchführbarkeit zu-
gänglich. Enzymimmunologische Verfahren erfassen spe-
zifisch Pankreaslipase (7,12). Sie sind von der Gegenwart
der Colipase unabhängig und messen bei niedrigen Lipa-
seaktivitäten exakt. Durch die Verwendung eines homo-
genen Enzymimmunoassays können die analytischen
Leistungen der Methode mit der raschen und einfachen
Durchführbarkeit an Analyzern verbunden werden.
Das Testprinzip der untersuchten Methode basiert auf der
Tatsache, daß freie HRP durch Wasserstoffperoxid über
aktive Zwischenstufen in eine enzymatisch weniger.aktive
Form überführt wird. Diese reagiert mit Elektronendonor-
Substraten (z. B. Phenol) unter Rückbildung des aktiven
Enzyms. In Gegenwart hoher Wasserstoffperoxid-Konzen-
trationen kommt es zu einer Akkumulation des weniger
aktiven Enzyms und somit zu einer verminderten enzy-
matischen Aktivität im Reaktionsansatz. Im Falle polyme-
risierter oder aggregierter HRP akkumuliert abhängig von
der Natur des Substrates bei gleichen Wasserstoff per-
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Abb. 5: Bestimmung der Lipasekonzentration von 187 offensicht-
lich gesunden Blutspendern (86 Frauen, 101 Männer; Mediän
19 g/l; 2.5. -57,5. Perzentil: 0-4

oxid-Konzentrationen weniger inaktives Enzym. Es wird
entsprechend eine höhere enzymatische Aktivität gemes-
sen (13, 14).
Durch die Kopplung von Anti-Pankreaslipase Antikörper-
fragmenten an HRP werden monomere Konjugate erhal-
ten, die in Gegenwart des Substratgemisches aus Phenol
und 4-Aminophenazon und der hohen Konzentration an
Wasserstoffperoxid eine niedrige enzymatische Aktivität
aufweisen. Reagieren die monomeren Konjugate in einer
vorgeschalteten Reaktion mit Pankreaslipase aus der
Probe, entstehen Immunoaggregate mit hoher Enzymak-
tivität. Über einen weiten Bereich .ist die Enzymaktivität
direkt proportional zur Konzentration an Lipase in der
Probe (Abb. 1). Potentiell störend wirken alle HRP-Effekto-
ren und Substanzen, die per se Peroxidaseaktivität auf-
weisen. Diese Störungen werden durch die Verwendung
eines Leerwertkonjugates kompensiert, das Einflüsse der
Probenmatrix korrigiert (15). Dies setzt die Belegung ei-
nes zweiten Kanals für das Leerwertkon jug at voraus. Da
dieses Konjugat im Gegensatz zum Antikörperkonjugat
durch die Verwendung unspezifischer Antikörperfrag-
mente keine Immunaggregate mit humaner Pankreasli-
pase bildet, kann der Leerwertkanal nicht in gleicher
Weise kalibriert werden. Die Übernahme des Kalibrations-
faktors aus dem Probenkanal ist notwendig. Auf diese
Weise ist sichergestellt, daß Meßsignale, die durch die
Probenmatrix verursacht werden, zu identischen Ände-
rungen der Konzentrationswerte in beiden Kanälen füh-
ren.
Der Vergleich mit einem etablierten immunologischen
Test (16) erbrachte eine gute Übereinstimmung (r =
0,968; y = 0,88 x-4,8). Die im Mittel geringfügig niedri-
geren Konzentrationen im homogenen Immunoassay
sind am ehesten auf unterschiedliche Herstellungs- und
Reinigungsverfahren der Standards zurückzuführen. Die
spezifische Aktivität für das Verhältnis der Aktivität im tur-
bidimetrischen Test zur Konzentration im homogenen Im-
munoassay wurde mit 3,2 (heterogener Immunoassay
2,62) berechnet. Sie lag damit erwartungsgemäß etwas
höher als die Werte 2,7 (4) und 2,85 (17), die von anderen
Autoren unter Verwendung des heterogenen Immunoas-
say gefunden wurden.

Lipasen nicht pankreatischen Ursprungs, wie z. B. die Li-
poprotein-Lipase und hepatische Triacylglycerol-Lipase,
werden vom homogenen Immunoassay nicht erfaßt. Die
Meßwerte vor und unmittelbar nach Gabe eines Heparin-
bolus differierten in einem Bereich von <10%. Die Ab-
weichungen im turbidimetrischen Test waren mit <20%
etwas größer. Da alle Probanden in dieser Untersuchung
Konzentrationen im Normbereich aufwiesen, ist diese
größere Abweichung am ehesten mit der schlechteren
Präzision im Normalbereich des turbidimetrischen Tests
zu erklären. Im Gegensatz zu diesen beiden Nachweisme-
thoden zeigte ein neuer enzymatischer Lipasefarbtest
eine deutliche Abhängigkeit von der Heparingabe (unver-
öffentlichte Ergebnisse des Autors).
Eine Beeinflussung der Meßwerte von Enzym- und Sub-
stratbestimmungen durch Verschleppungen des Lipase-
reagenzes über die Pipettornadeln, die Rührer oder die
Küvetten konnte nicht nachgewiesen werden. Ebenso
konnte keine Beeinflussung der Meßergebnisse des Im-
munoassays durch andere Teste (z. B. mögliche Peroxida-
severschleppung) gefunden werden. Im Gegensatz zum
turbidimetrischen Test können auch bestimmte Ester-
asen, die z. B. zum Triacylglycerolnachweis oder zur Trü-
bungsaufhellung lipämischer Probenmatrices im Harn-
säurereagenz verwendet werden, das Meßergebnis im
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Immunoassay durch Verschleppung über die Küvetten
nicht beeinflussen. Selbst optimale Einstellung des Spül-
druckes zur Reinigung der Küvetten und eine entspre-
chende Teslanordnung im Gerät sind beim turbidimetri-
schen Test nicht ausreichend, falsch hohe Meßwerte
durch Verschleppung zu verhindern. Durch Zugabe von
Salzsäure zum Testansatz nach erfolgter Messung als 2.
Reagenz (z. B. Triacylglycerolnachweis) kann diese Ver-
schleppung vermieden werden. Diese Lösung ist aber bei
Substratbestimmungen mit zwei Testreagenzien nicht
möglich. Die hier beschriebene Methode zum Nachweis
der Lipase im Serum ist als sensitive, präzise und über ei-
nen weiten Meßbereich lineare Bestimmung in weniger
als 15 Minuten am Hitachi 717 Automated Analyzer ohne
besondere Probenbehandlung durchführbar.
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