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Zusammenfassung:
In dem vorliegenden Übersichtsartikel werden Untersuchungen zur genotypischen und
phänotypischen Heterogenität von Borrelia burgdorferi, dem Erreger der Lyme-Borre-
liose, vorgestellt. Diese Analysen sind eine Voraussetzung für die Entwicklung standardi-
sierter und die gesamte Art umfassender diagnostischer Testsysteme. Mit Hilfe mono-
klonaler Antikörper mit Spezifität für Borrelia-burgdorferi-Antigene wurden die Gene aus
bakteriellen Expressionsbanken isoliert und sequenziert. Die entschlüsselten Genstruktu-
ren bilden die Grundlage für verschiedene molekularbiologische Analysemethoden. Dar-
über hinaus wurden rekombinante Antigene von den klonierten Borrelia-burgdorferi-
Genen in Escherichia coli exprimiert und gereinigt. Durch immunologische Untersuchun-
gen im Ttermodell konnte ein rekombinantes Borrelia-burgdorferi-Antigen (OspA) als
potentieller Kandidat für die Entwicklung eines Impfstoffes gegen die Lyme Borreliose
identifiziert werden. Es wird deutlich, daß sich aus der Gesamtheit der erzielten Ergeb-
nisse richtungweisende Ansätze für die molekularbiologische Diagnostik der Borrelia-
burgdorferi-lnfektion und die Impfstoffentwicklung ergeben. \
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Summary:
In this review the analysis of genotypic and phenotypic heterogeneity among the species
Borrelia burgdorferi, the causative agent of Lyme borreliosis, is presented. Understand-
ing antigenic heterogeneity is a prerequisite for the development of standardized and
species-specific diagnostic assay Systems. By using monoclonal antibodies directed
against Borrelia burgdorferi-associated antigens the respective genes were isolated from
bacterial expression libraries and analyzed by DNA sequencing. The availability of se-
quence Information is the basis for several molecular assay Systems, e.g. the poly-
.merase chain reaction. Furthermore, recombinant Borrelia burgdorferi proteins have
been hyperexpressed in Escherichia coli. One recombinant Borrelia burgdorferi antigen

. (OspA) induced a protective immune response in an experimental animal and is thus a
candidate for the development of a vaccine against Lyme disease. Taken together, our
studies disclosed new aspects for the molecular diagnosis of the Borrelia burgdorferi
infection and for vaccine development

Keywords:
Borrelia burgdorferi infection - antigenic Variation and heterogeneity - recombinant
proteins - gene cloning - molecular biology - vaccine - review

C" l '+ ten W. Die durch die Spirochäte Borrelia burgdorferi ver-
Einleitung ursachte Erkrankung verläuft in Stadien (2). Die Diagnose
Die Lyme-Borreliose ist die wichtigste durch Arthropoden einer Borrelia-burgdorferi-lnlektion erfolgt in erster Linie
übertragene Infektionskrankheit in den gemäßigten Brei- aufgrund klinischer Kriterien, die bei klar definierten Mani-
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Abb. 1: Das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion besteht in der
zyklischen Wiederholung der drei Teilschritte Denaturierung der
DNS, Anlagerung von Oligonukleotidprimern als Startermolekül
für die DNS-Polymerase aus Thermus aquaticus und Synthese
des neuen Stranges.

festationsformen, z.B. Erythema chronicum migrans,
möglicherweise auch in Verbindung mit einer Zeckenbiß-
Anamnese, kaum Probleme bereitet (3,4). Bei eher uncha-
rakteristischer klinischer Symptomatik, wie sie bei syste-
mischen Manifestationsformen der Infektion, z.B. Karditis,
Neuritis, Arthritis gefunden wird, ist für den Kliniker eine
Unterstützung durch laboratoriumsdiagnostische Be-
funde notwendig.

In Analogie zu anderen Infektionskrankheiten ist auch bei
der Lyme-Borreliose die Erhärtung oder das Verwerfen
einer klinischen Verdachtsdiagnose das Ziel einer labora-
toriumsdiagnostischen Maßnahme. Gegenwärtig gibt es
zwei grundsätzliche Ansätze zum Nachweis einer B.-burg-
dorfer/-lnfektion: den „direkten" Erregernachweis, z.B.
Anzucht, Immunhistologie und den „indirekten" Erreger-
nachweis, z. B. über spezifische Antikörperantwort gegen
B. burgdorferi, Nachweis erregerspezifische DNS über die
sog. Polymerase-Kettenreaktion/PCR. Die momentane
Routine-Diagnose der R-bi/rgcfo/fer/-lnfektion erfolgt
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Abb. 2: Bandenmuster nach Verdau von B.-burgdorferi-Gesamt-
DNS mit dem angezeigten Restriktionsenzym und anschließender
Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Gen-Sonde: A =
OspA; B = fla.

durch Nachweis von Antikörpern gegen B. burgdorferi im
ELISA. Allerdings mangelt es zur Zeit an standardisierten
Testsystemen mit hoher Spezifität und Sensitivität
(5, 6).

Im folgenden werden Untersuchungen zur genotypischen
Heterogenität innerhalb der Art B. burgdorferi vorge-
stellt und die Konsequenzen für die Weiterentwicklung
der diagnostischen Methoden, z.B. über rekombinante
Proteine, DNS-Sonden, PCR-Primer, bewertend disku-
tiert. Einzelheiten finden sich in der angegebenen Lite-
ratur.
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Tab. 1: ECM, Erythema chronicum migrans; ACA, Acrodermatitis chronica atrophicans; AD, Atrophodermie; CSF, Liquor; n.d., nicht
durchgeführt; fla, Flagellin Gen; HSP60, Hitze-Schock-Protein 60 kDa; HSP70, Hitze-Schock-Protein 70 kDa; OspA, Outer surface
protein A.
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Isolat

B31
ZS7
Z37
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B1
B2
B3
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19535
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SH-2-82
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IP1
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ZQ1
NE4

NE58
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So2
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Zecke (l. ricinus)
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Haut (ECM)
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AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
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BBB
BBB
BBB
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1
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n.d.
n.d.
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1
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1
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1
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n.d.
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2
2
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5
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3
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4
4
4

Methoden
DNS-Extraktion aus Spirochäten
und Southern blot-Hybridisierung
Gesamt-DNS wurde aus 1010 Zellen verschiedener B.-
burgdorferi-lsolate gewonnen. Nach Waschen in PBS
wurde die Organismen in 10 ml TE-Puffer resuspendiert
und für 15 min bei 30°C mit Lysozym (5 mg/ml) behandelt.
Anschließend wurden die Zellen durch Zugabe von 1 ml
SDS-Lösung (20%) Jysiert und die gelöste DNS prä-
zipitiert. Nach Auflösen der DNS in TE-Puffer wurden 5 g
DNS mit 100 U der angegebenen Restriktionsendonukle-
ase über Nacht verdaut. Die verdauten DNS-Proben wur-

den in 0,7%igen Agarose-Gelen nach Molekulargewicht
aufgetrennt. Zur alkalischen Denaturierung der DNS
wurde das Ethidiumbromid gefärbte Agarosegel für 1 h in
1,5 M NaCI/0,5 M NaOH eingelegt und kurz mit Aqua dest.
abgespült. Zur Neutralisierung wurde das Gel anschlie-
ßend für 1 h in 1 M Tris-HCI pH 8/1,5 M NaCI inkubiert.
Danach erfolgte ein Transfer der DNS-Fragmente auf
Nylon-Membranen (Hybond-N; Amersham) und die DNS
wurde durch UV-Bestrahlung kovalent an die Membran
gebunden. Die Membranen wurden mit radioaktiven Son-
den hybridisiert. Entweder wurde eine l32P]-markierte
OspA-, fla-, IpLAT-, HSP60- oder HSP70-Sonde über Nacht
bei 65°C mit den Membranen inkubiert. Nach Waschen in
40 mM NaHPO4 pH 7,2, 1% SDS für 30 min bei Raumtem-
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Abb. 3: Schematische Darstel-
lung des Osp-Operons (A) und
des fla-Gens (B) von B. burg-
dorferi mit Lokalisation der
verwendeten Oligonukleotid-
Primer. Gezeigt sind die Posi-
tionen (Nukleotidsequenz) und
die Orientierung (Pfeile) der in-
dividuellen Primer. Die Nukleo-
tidsequenz des OspA/OspB-
Operons vom B.-burgdorferi-
Stamm ZS7, und die Sequenz
des fla-Gens vom B.-burgdor-
feri-Stamm B31 wurden zu-
grunde gelegt. Die protein-
kodierenden Regionen sind
hervorgehoben. (C) Nukleotid-
sequenzen der benutzten
Oligonukleotid-Primer.

121 OspA 942 952 OspB 1842 1885
immzmmmmmmmmm
(138-160)

pr2S7/31-1
(611-638) (759-778)
prZS7/31-4 prZS7/31-2

(1862-1885)
pC-OspB

B

-183 flagellin 1012 1252

(128-147)
prB31/41-4

(838-857)
prB31/41-5

prZS7/31 -l S'-GGGAATAGGTCTAATATTAGCC-S1

pr2S7/31 -2 S'-TGCCTGAATTCCAAGCTGCA-S1

prZS7/31 -4 S'-GCAGTTAAAGTTCCTTCAAGAACATAGC-S1

pC-OspB S'-CCCGGGATCCTTCCTACACTAGCTGATGCCTTG-S1

prBSI /4l -4 S'-CTGCTGGCATGGGAGTTTCT-S1

prBSI /4l -5 5'-TCAATTGCATACTCAGTACT-3'

peratur wurde die Membran mit einem Kodak XAR-5-Film
bei -80°C für 1 bis 12 h autoradiografiert. Anschließend
konnten die radioaktiv markierten Sonden durch Waschen
in 300 ml TE + 1% SDS bei 95°C von den Membranen
entfernt werden und so zur erneuten Hybridisierung ver-
wendet werden (7).

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
In der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird mittels einer
thermostabilen DNS-Polymerase eine DNS-Sequenz in
vitro amplifiziert. Die Enden der Sequenz werden durch
zwei zur DNS-Matrize komplementäre Oligonukleotidpri-
mer bestimmt. Die zyklische Wiederholung der drei Reak-
tionsschritte, Dehaturierung des DNS-Doppelstranges,
Anlagerung der Oligonukleotide als Startermoleküle der
Reaktion und Synthese des neuen DNS-Stranges führen
zu einer im Idealfall exponentiellen Zunahme der Kopien-
zahl der DNS-Zielsequenz (Abb. 1). Die Reaktionsansätze
wurden in einem elektronisch gesteuerten PCR-Gerät mit
integriertem Wasserbad (Thermocycler 60, Biomed) inku-
biert. Ein PCR-Ansatz wird in der Regel mit 10 ng Gesamt-
DNS in einem Volumen von 100 ml durchgeführt. Im Nor-
malfall wurden 35 Zyklen nach folgendem Schema durch-
geführt: 1,5 min bei 94°C, 1 min bei 45°C; 2 min bei 74°C.

Jeder Reaktionsansatz setzte sich aus folgenden Kompo-
nenten zusammen: 800 mM dNTP's, 2,5 U Taq-Poly-
merase (Boehringer, Mannheim), 1,5 mM MgCI2, 0,5 M
KCI, 0,1 M Tris pH 8,3 und 0,5 mM Oligonukleotid-Primer.
Die Nukleotidsequenz der Primer ist in Abb. 3 dargestellt.
Jeweils 10 ml des Reaktionsansatzes wurden am Ende des
Zyklus in einem 1,5%igen Agarose-Gel analysiert (8).

Ergebnisse
Nachweis genotypischer Heterogenität mit Hilfe
des Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus
(RFLP)
In der vorliegenden Arbeit wurden vier chromosomal
lokalisierte Gene (fla, HSP60, HSP70, IpLAT) sowie ein
Plasmid-assoziiertes Gen (OspA) mit Hilfe der Restrik-
tions-Fragment-Längen-Polymorphismus-Analyse unter-
sucht (9-11). Auf Grund der Bandenmuster, die nach Ver-
dau .von B.-burgdorferi-DNS mit dem Restriktionsenzym
Hindill und anschließender Hybridisierung mit einer fla-
spezifischen Gen-Sonde erzielt wurden, konnten alle ge-
testeten B.-burgdorferi-lsolate zwei Gruppen zugeordnet
werden: Isolate der ersten Gruppe mit dem Referenz-
stamm ZS7 (Genotyp A) werden durch eine Bande mit der
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Abb. 4: PCR-Amplifikation von
B.-burgdorferi-Gen-Segmen-
ten. Die DNS der individuellen
Stämme ist an der Ober- und
Unterseite der Abbildungen
angeführt. 10% des Reaktion-
volumens wurden in jeder
Spur aufgetragen. Die
Agarose-Gele wurden nach
der Elektrophorese mit Ethi~ ~
diumbromid gefärbt Folgende
Primer-Paare wurden benutzt:
(A) prZS7/31-l + prZS7/31-2;
(B) prZS7/31-1 + prZS7/31-4;
(C) prB31/41-4 -l· prB31/41-5;
(D) prZS7/31-1 + pC-OspB. Die
Spur mit den Molekularge-
wichtsmarkern ist durch ein M
gekennzeichnet und die einzel-
nen DNS-Fragmente haben fol-
gende Längen: 2.2, 1.8, 7.2,
7.0, 0.65, 0.5, 0.45, 0.4, 0.3, 0.2
und 0.15 kb (von oben).
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Größe von 1,5 kb ausgezeichnet; die zweite Gruppe (Ge-
notyp B - Referenzstamm ZQ1) weist zwei Banden mit
einer Größe von 1,2 und 0,3 kb auf. Andere immunolo-
gisch relevante Strukturen von B. burgdorferi, die durch
chromosomale Gene kodiert werden, die Hitzeschock-Pro-
teine HSP60 und HSP70, wurden ebenfalls mittels Hybridi-
sierungs-Sonden im Southern blot untersucht (9). Auch
für die HSP60- und HSP70-Gene wurden zwei unabhän-

gige Hybridisierungsmuster erhalten (Genotyp A oder
Genotyp B). Eine Kombination der Hybridisierungsmuster,
die mit den drei Gen-Sonden fla, HSP60 und HSP70 erzielt
wurden, ergab vier verschiedene Genotypen (in der Rei-
henfolge fla/HSP60/HSP70): Gruppe AAA (typische Vertre-
ter Stämme ZS7 und B31), Gruppe B(A/B)A (Stamm
19857), Gruppe BBA (Stamm ACA-1), und Gruppe BBB
(Stamm ZQ1) (Tab. 1).
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Abb. 5: Phylogenetischer Stammbaum für 12 OspA-Proteine indi-
vidueller B.-burgdorferi-lsolaten. Die OspA-Aminosäuresequen-
zen wurden unter Verwendung der HUSAR (Heidelberg Unix
Sequence Analysis Resources) Software gegeneinander ausge-
richtet.

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen eingeschränk-
ten Reaktionsmustern, die nach Hybridisierung mit den
Gen-Sonden fla/HSP60/HSP70 auftraten, wurden unter
gleichen Ansatzbedingungen mit den Gensonden für
OspA bzw. lpLA7 mindestens sechs verschiedene Reak-
tionsmuster beobachtet. In Abb. 2 sind die Bandenmuster
einiger repräsentativer B.-burgdorferi-lsolate nach Hybri-
disierung mit der OspA-Gen-Sonde dargestellt. Eine zu-
sammenfassende Darstellung der Ergebnisse mit allen in
dieser Arbeit benutzten Gen-Sonden ist in Tab. 1 wieder-
gegeben. Es wird deutlich, daß fast alle amerikanischen
B.-burgdorferi-lsolate, mit der .Ausnahme der beiden
Stämme 19857 und 21038, einem Genotyp angehören
(AAA, OspA-l). Die europäischen Isolate weisen im Gegen-
satz dazu eine wesentlich größere Heterogenität auf
(Tab. 1). Die mittels RFLP-Analyse gefundene genotypi-
sche Variabilität für den OspA-Locus wurde in weiterfüh-
renden Studien durch die Sequenzierung repräsentativer
OspA-Gene bestätigt (9). Die von zwölf indiviüellen B.-
burgdorferi-\so\alen abgeleitete Aminosäure-Sequenzen
des OspA ergaben nach progressiver Ausrichtung einen
„phylogenetischen Stammbaum", der die genotypische
Einteilung bezüglich der RFLP-Analyse eindrucksvoll be-
stätigte (Abb. 5) (12).

Nachweis genotypischer Heterogenität mit Hilfe
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
In früheren Untersuchungen konnte bereits gezeigt
werde, daß die PCR eine hochsensitive Nachweismethode
für B.-burgdorferi-DNS darstellt. In dieser Arbeit sollte der
Einsatz der PCR zur molekulargenetischen Analyse der ge-
notypischen Variabilität innerhalb der Art B. burgdorferi
betont werden. Insgesamt wurden vier verschiedene
Standardprotokolle für die OspA- und fla-PCR angewen-
det (11). In Versuchsreihen mit den fla-spezifischen
Primern prB31/41-4 und prB31/41-5 (fla-PCR Universal)
wurde in allen Isolaten ein Fragment der erwarteten
Größe vom 730 bp nachgewiesen (Abb. 3B und 4C; Tab.
2). Unter vergleichbaren Versuchsbedingungen wurden
jedoch keine Amplifikationsprodukte mit der DNS von Or-
ganismen anderer Arten aus der Gattung Borrelia, wie B.
coriaceae C053, B. parken, B. turicatae, B. hermsii sowie
aus der Gattung Treponema, die Spezies T. pallidum ge-
funden (Abb. 4C; Tab. 2). Die hier verwendeten Oligonu-
kleotid-Primer sind damit spezifisch und universell an-
wendbar für die DNS aller untersuchten B.-burgdorferi-
Isolate (Tab. 2). In weiteren Experimenten wurde die DNS
der individuellen B.-burgdorferi-\so\ale mit OspA- bzw.
OspA/OspB-spezifischen Primer-Paaren analysiert: drei
verschiedene Primer-Kombinationen, die unterschiedliche
Bereiche des Osp-Operons umfassen, wurden getestet.
Das Primer-Paar prZS7/31-1 und prZS7/31-4 (OspA-PCR
Standard l), das ein 500 bp Fragment am N-terminalen
Ende des OspA Gens umfaßt, reagierte mit allen B.-burg-
c/o/fer/-lsolaten mit Ausnahme des Stammes ACA-1 (Abb.
3A und 4B; Tab. 2). Das Primer-Paar prZS7/31-1 und
prZS7/31-2 (OspA-PCR Standard II) aus dem 5'-terminalen
Bereich des OspA-Gens amplifizierte ein 640-bp-Fragment
nur mit der DNS einiger B.-burgdorferi-\so\ate (Abb. 3A
und 4A; Tab. 2). Das Primer-Paar prZS7/31-1 und pC-OspB
(Osp-PCR Standard II I ) , mit dem der gesamte Bereich des
Osp-Operon amplifiziert wird, zeigte ein ähnliches Reak-
tionsmuster wie das OspA-PCR-Standard II Primer-Paar,
allerdings mit dem Unterschied, daß auch die DNS der B.-
burgdorferi-\so\aie 21038 und 19857 ein Signal ergaben
(Abb. 3A und 4D; Tab. 2). Keines der drei Osp-spezifischen
Primer-Paare erzeugte Amplifikationsprodukte bei Ver-
wendung von aus verwandten Borrelien oder Trepone-
men isolierter DNS (Tab. 2).

Die untersuchten B.-burgdorferi-\so\ate können hinsicht-
lich der Amplifikation mit verschiedenen Osp-Primer-
Paaren in vier Gruppen eingeteilt werden: i) Isolate, die
mit allen Primerkombinationen reagieren (B31/ZS7
Gruppe); ii) Isolate, die mit zwei der drei Kombinationen
reagieren (19857 Gruppe); i i i ) Isolate, die mit einem Pri-
mer-Paar reagieren (ZQ1 Gruppe, 20047 und S90) sowie
iv) Isolate, die mit keinem der drei Primerkombinationen
ein Signal ergeben (ACA-1 Gruppe) (Tab. 2). Für den Nach-
weis von B. burgdorferi mittels PCR in natürlich infizierten
Proben folgt aus diesen Ergebnissen, daß mit Primern für
variable Sequenzen nur ein Teil des tatsächlich infizierten
Probenmaterials identifiziert würde. Ziel für den Nachweis
von B. burgdorferi mittels PCR muß deshalb sein, mög-
lichst alle in der Natur vorkommenden Isolate mit einer
universellen Primerkombination, z.B. fla-PCR Universal,
zu erkennen.
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Tab. 2: Ergebnisse der PCR-Versuche^ur Charakterisierung der genetischen Heterogenität von B. burgdorferi. Polymerase-Kettenreak-
tion (PCR): Amplifikation eines spezifischen DNS-Segments mit den Oligonukleotidprimern prZS7/31-1 und prZS7/31-4 (OspA-PCR-
Standard l), prZS7/31-1 und prZS7/31-2 (OspA-PCR-Standard II), prZS7/3-1 und pC-OspB (OspA/B-PCR-Standard III), prB31/41-4
und prB31/41-5 (fla-PCR Universal); +: deutliches Signal; ±: sehr schwaches Signal; -: kein Signal. ECM, Erythema chronicum
migrans;ACAf Acrodermatitis chronica atrophicans; ADf Atrophodermie; CSF, Liquor; n.d., nicht durchgeführt.

B.-burgdorferi-
Stamm

B31
ZS7
Z37

GeHo
B2
B3

20004
19535
26816
28691
21305
21343
26815
297

20001
CTiP7
S12/14

ZQ1
NE4

NE58
NE11H
N34 (A)
20047

S90
19857
21038

ACA-1

B. coriaceae Co53
B. hermsii
B. parkeri

B. turicatae
T. pallidum

. Ursprung

USA
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Frankreich

USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA

Frankreich
USA

Deutschland
Deutschland

Schweiz
Schweiz
Schweiz

Deutschland
Frankreich

Deutschland
USA
USA

Schweden

ATCC 43381
ATCC 35209

—

Isolat aus Polymerase-Kettenreaktion

prZS7/31-1 prZS7/31-1 prB31/31-1
prZS7/31-4 prZS7/31-2 pC-OspB

Ixodes dammini + + +
l. ricinus + + +
l. ricinus + + * +

Hautbiopsie (ECM) + + +
Hautbiopsie (ECM) + + +
Hautbiopsie (AD) + + +

l. ricinus + + +
Weißfußmaus + + +

Wühlmaus + + +
l. dammini + + +

Weißfußmaus + + +
Weißfußmaus + + +
Tamias striatus + + +

CSF + + +
l. ricinus + + +

Hundezecke + + +

. ricinus + + +

. ricinus + - -

. ricinus + - -

. ricinus + - -

. ricinus + - -

. ricinus + - , -

. ricinus + - \ -
\

l. ricinus +
Hasenniere f + - \ +
l. dentatus + - \ ±

\
Hautbiopsie (ACA) -

_ _ —
_ _ -
.-
_ _ —
— — . ~~

prB31/41-4
prB31/41-5

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

+
+
+

+

_

±
-
-
—

Diskussion
Die Analyse der genotypischen und phänotypischen Hete-
rogenität innerhalb der Art B. burgdorferi ist eine Voraus-
setzung für die Entwicklung standardisierter und die ge-
samte Art umfassender diagnostischer Testsysteme.
Durch die ständig zunehmende Zahl neuer B.-burgdorferi-
Isolate verschiedenster geographischer und biologischer
Herkunft, die Verfügbarkeit monoklonaler Antikörper ge-
gen immundominante R-dursfdorfe/v-Strukturen sowie
die Klonierung immunologisch und pathophysiologisch
wichtiger B.-burgdorferi-Gene wurde offensichtlich, daß
die immunologische und genetische Variabilität zwischen
einzelnen Isolaten wesentlich größer ist als ursprünglich
angenommen. Die hier dargelegten Befunde über die ein-
geschränkte genotypische Heterogenität chromosomal
lokalisierter Gene, wie fla, HSP60 und HSP70 auf der einen
Seite, und die ausgeprägte genetische Variabilität von
OspA/B und lpLA7 andererseits, wurden auch phäno-
typisch durch Immunoblot-Analysen von B.-burgdorferl·

Isolaten mit Hilfe monoklonaler Antikörper bestätigt
(9, 11).

Die molekulargenetischen Untersuchungen (RFLP-Ana-
lyse, PCR) führte zu einer Klassifizierung von B. burgdor-
feri in vier Hauptgruppen, von denen die Isolate einer
Gruppe (Isolate 19857 und 21038) möglicherweise einem
enzootischen Transmissions-Zyklus angehören, der für
den Menschen irrelevant ist (13). Eine Einteilung von B.-
burgdorferi-\so\ater\ in zwei oder drei Hauptgruppen ist
auch von anderen Arbeitsgruppen mit Hilfe ähnlicher mo-
lekularbiologischer Methoden gefunden worden (14-16).
Von einer weiteren Arbeitsgruppe wurde die Spezies B.
burgdorferi auf Grund molekulargenetischer Studien so-
gar in drei neue individuelle Spezies aufgeteilt; allerdings
ist diese neue taxonomische Einteilung noch umstritten
(16, 17).

Die beschriebene genotypische und phänotypische Varia-
bilität von B.-burgdorferi-\so\aten hat in jedem Fall weit-
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reichende Konsequenzen für die Entwicklung zuverlässi-
ger diagnostischer Nachweisverfahren. Bei den gegen-
wärtigen, meist serologischen Nachweismethoden, dem
ELISA und dem indirekten Immunfluoreszenz-Test (IIFT)
wird bisher im allgemeinen das Gesamtlysat, bzw. die
lebenden Bakterien eines individuellen B.-burgdorferi-
Stammes eingesetzt. Abgeleitet von den vorgestellten Un-
tersuchungsergebnissen wäre zu fordern, daß zur Erfas-
sung des gesamten Spektrums der natürlich vorkommen-
den Antigenvariationen eine Mischung von B.-burgdor-
fer/'-Lysaten aus den genotypisch unterschiedlichen Grup-
pen verwendet wird. Bezüglich der Spezifität wäre es
hilfreich, wenn aus der Kenntnis über konservierte und
variable Bereiche von immundominanten B.-burgdorferi-
Antigenen, nur die nicht kreuzreaktive Teilstrukturen als
„Screening-Antigen" verwendet würden (18).

Für die molekularbiologische Diagnostik könnten z.B. von
geeigneten Genabschnitten Reagenzien abgeleitet wer-
den, die als Hybridisierungsproben oder PCR-Primer auch
für epidemiologische und phyiogenetische Untersuchun-
gen eingesetzt werden können.

Die in dieser Arbeit beschriebene Heterogenität der OspA-
Gene ist auch von Bedeutung für die Entwicklung eines
möglichen Impfstoffes. Es konnte in früheren Studien
gezeigt werden, daß sowohl passive Immunisierung mit
OspA-spezifischen Antikörpern als auch die aktive
Immunisierung mit rekombinanten OspA-Proteinen in der
Maus Schutz gegen eine nachfolgende B.-burgdorferi-ln-
fektion vermitteln (19, 20). Allerdings haben Experimente
gezeigt, daß polyklonale OspA-spezifische Antikörper ei-
nen optimalen Schutz nur gegen homologe B.-burgdor-
fer/'-lsolate vermitteln können (21). Offensichtlich muß ein
Impfstoff gegen B.-burgdorferi OspA-Proteine aller (geno-
typisch und phänotypisch distinkter) Spirochäten-Grup-
pen enthalten, um einen umfassenden Schutz gegen den
Erreger zu gewährleisten.
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Übersicht

* Die klinische Bedeutung des Antithrombin
l Protein C- und Protein S-Mangels*

The clinical significance of a deficiency in antithrombin I I I , protein C or protein S
1 P. Hopmeier

Zentrallaboratorium der Krankenanstalt Rudolfstiftung Wien

Zusammenfassung:
Die Rolle von Antithrombin III, Protein C und Protein S als wichtige Inhibitoren des plas-
matischen Gerinnungssystems ist heute unbestritten. Für alle drei Proteine sind angebo-
rene Funktionsdefizite bekannt die ihre Ursache entweder in einer Verminderung des
Normalmoleküls (Typ I) oder in verschiedenen molekularen Strukturdefekten (Typ //, Typ
III) haben. Weiters sind bei allen drei Proteinen eine Reihe von Ursachen für erworbene
Mangelzustände bekannt. Alle diese Funktionseinschränkungen sind vielfach mit einem
erhöhten Thromboembolierisiko verbunden. Durch die Messung von Aktivierungs-
markern der plasmatischen Gerinnung kann versucht werden, das individuelle Thrombo-
embolierisiko bei derartigen Mangelzuständen zu erfassen. Beim Antithrombin HI-Man-
gel sind allerdings die Bedingungen für eine sichere Gerinnungshemmung im Rahmen
der Blutabnahme noch nicht ausreichend definiert. Weiters ist keineswegs gesichert, ob
und wie eng eine Erhöhung der Aktivierungsmarker im Einzelfall tatsächlich mit dem
persönlichen Thromboembolierisiko korreliert ist.

Schlüsselwörter:
Antithrombin III - Protein C - Protein S - Aktivierungsmarker - Fibrinopeptid A (FPA) -
Proth rombinfragment FU2.

Summary:
Antithrombin III, protein C and protein S are well-established Inhibitors of plasmatic
coagulation. For all three proteins, congenital functional defects have been described,
which are either due to a decrease in the concentration of the normal molecule (type I)
or due to various molecular defects (type II or type III). Furthermore, for all three proteins
a number of conditions with acquired deficiencies have been reported. All functional
defects in these inhibitors are frequently associated with an increased risk of thrombo-
embolism. To assess the individual risk ofthromboembolism, quantitating the activation
markers of plasmatic coagulation can be considered. However, for the antithrombin III
deficiency, it is not yet established what the conditions for blood sampling must be to
completely avoid activation of the coagulation System. Moreover, at present there is no
conclusive evidence whether and to what extent an increase in activation markers is
really correlated to an increased individual risk of thromboembolism.

Keywords:
Antithrombin III - protein C - protein S - activation markers - fibrinopeptide A (FPA) -
prothrombin fragment F,+2-

1 Finlpitiinn höhtem Thromboembolierisiko ist gesichert. Trotzdem
i . cimeiuing sjnd bezüg|ich der |<|jnjschen Wertigkeit eines diagnosti-

Antithrombin III, Protein C und Protein S sind wichtige zierten Mangelzustandes viele Fragen offen. Dies betrifft
?· Inhibitoren der plasmatischen Gerinnung. Angriffspunkt einerseits die Bedeutung der diversen Subtypen beim

und Wirkung innerhalb des Gerinnungssystems sind im kongenitalen Mangel und andererseits die Frage nach der
einzelnen aufgeklärt. Für alle drei Proteine sind ange- Rol|e noch ungekiärter, auslösender Cofaktoren. In dieser
borene und erworbene Mangelzustände bekannt und ein situation erscheint die Möglichkeit vielversprechend, das
Zusammenhang zwischen herabgesetzter Aktivität und er- ,, Thromboembolierisiko über Quantifizierung

von im Plasma zirkulierenden Aktivierungsmarkern direkt
zu erfassen.
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2. Antithrombin III
Antithrombin II! (AT III ) ist ein einkettiges Glycoprotein
mit einem Molekulargewicht von 58200 (1). Das AT HI-Gen
ist am Chromosom 1 (1q22-q25) lokalisiert und enthält
insgesamt 7 Exons (2, 3). In der Zirkulation ist AT III in der
Lage, eine Reihe aktivierter Serinesterasen - ins-
besonders Thrombin und Faktor Xa - und weiters die Fak-
toren Xlla, Xla, IXa, Vlla, Kallikrein und Plasmin durch Bil-
dung eines kovalenten 1:1-Komplexes zu neutralisieren
(4, 5). Mit Heparin geht AT III eine Bindung ein (6), die
eine Konformationsänderung des AT HI-Moleküls bewirkt,
welche zu einer Beschleunigung der Reaktionsgeschwin-
digkeit mit aktivierten Gerinnungsfaktoren bis zum
10000fachen führt (7).

2.7. Antithrombin HI-Mangel
AT Ill-Mangelzustände und -Defekte werden im allgemei-
nen durch eine Kombination funktioneller und immuno-
logischer Messungen charakterisiert. Danach werden
klinisch folgende Typen unterschieden (8):
Angeborener AT HI-Mangel vom
Typ I: Verminderung der Meßwerte von Aktivität und Im-
munogen bedingt durch

la : verminderte Konzentration des normalen Moleküls
(„klassischer Mangel"),

I b : verminderte Konzentration des normalen Moleküls
in Kombination mit einer pathologischen, niedrig konzen-
trierten Variante.

Typ I I : Verminderte Aktivitäts- und normale Immunogen-
werte bedingt durch einen Molekulardefekt der

I I a : sowohl das aktive Zentrum als auch die Heparin-
bindungsstelle betrifft,

II b: das aktive Zentrum betrifft,
I Ic : die Heparinbindungsstelle betrifft.

Die Häufigkeit derartiger Mangelzustände in der Gesamt-
bevölkerung wird in der Literatur mit ca. 1:2000 bis
1:5000 angegeben, bei Patienten mit Spontanthrombo-
sen vor dem 50. Lebensjahr wird ein positiver Befund in

Tab. 7.

Anti-
thrombin III

Protein C Protein S

M 58200
Synthese hepatal

62000
hepatal

Konz.
im Plasma

nicht Vit K-abh. Vit K-abh.
14-39 mg/dl 4,8 ± 1.0 mg/l

Haupt- Hemmung von Hemmung von
funktion F Ha u. F Xa F Va u. F Villa

70000
hepatal
Endothel
Megakaryozyten
Osteoblasten (?)
Vit K-abh.
ca. 22 mg/l
davon ca. 60%
an C4b-binding
protein ge- .
bunden
Cofaktor f ü r .
aktiviertes PC

rund 2%-5% der Fälle erhoben (8-10). Der Erbgang ist
autosomal dominant.

Auf DNA-Ebene sind die AT Ill-Mangelzustände äußerst
heterogen. Insgesamt sind zur Zeit etwa 50 Varianten
bekannt Beim Typ l-Mangel liegen zumeist kleine Insertio-
nen, Deletionen oder Punktmutationen vor (8, 11), grö-
ßere Deletionen sind selten (12, 13), ein völliges Fehlen
des entsprechenden Adels wurde bisher nur ein einziges
Mal beobachtet (14). Der Typ. l-Mangel findet sich bei Pati-
enten in heterozygoter Form, selten auch in Kombination
mit einer Variante eines anderen Typs (12), und die funk-
tioneile Aktivität liegt um die 50%. Ein homozygoter klas-
sischer Typ l-Mangel wurde bisher nicht beschrieben und
führt möglicherweise zu einem frühen intrauterinen
Fruchttod (9).

Der Typ Il-Mangel wird überwiegend durch singuläre
Punktmutationen verursacht und wurde mehrfach auch in
homozygoter Form beschrieben (15, 16).

2.2. Klinik
Klinisch äußert sich der angeborene AT HI-Mangel, beson-
ders vom Typ l, vorwiegend in Form tiefer Venenthrombo-
sen oder Lungenembolien mit Erstmanifestation meist in-
nerhalb weniger Jahre nach der Pubertät. Vereinzelt gibt
es auch Berichte über arterielle Thrombosen bei Erwach-
senen (9, 17). Mindestens 50% der betroffenen Personen
haben schon vor dem 40. Lebensjahr thromboembolische
Komplikationen (18). Ein Teil der Merkmalsträger bleibt al-
lerdings lebenslang symptomfrei (19).

Der AT HI-Mangel vom Typ III hat klinisch geringere Rele-
vanz, allerdings ist eine erhöhte Thromboseneigung auch
bei heterozygoter Anlage nicht völlig auszuschließen (20,
23-25), und beim homozygoten Typ Ill-Mangel kann eine
starke Thromboseneigung bestehen (15).

Für erworbene AT Ill-Mangelzustände sind eine Reihe von
Ursachen bekannt (Tab. 2).

Ein wichtiges Entscheidungkriterium, ob bei erworbenen
Mangelzuständen eine Antikoagulation notwendig ist, ist

Tab. 2. Erworbene Antithrombin HI-Verminderung oder verrin-
gerte Antithrombin HI-Wirkung

•

•

•

•

•

Ursache

Lebererkrankungen
Disseminierte intravaskuläre Gerinnung
Sepsis
Acidose
Neonatalperiode
Proteinverlust:
Nephrotisches Syndrom

'Exsudative Gastroenteropathie
latrogen :
Heparin
Östrogene
L-Asparaginase

Ref.

18
18,117

118
18

119, 120
121
122
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Abb. 1: Aktivierung: -*; Hem-
mung: 4>; PC, Protein C; APCf
aktiviertes Protein C; PS, Pro-
tein S; TM, Thrombomodulin;
PAI-1, Plasminogenaktivator-
Inhibitor 1; PCI, Protein C-ln-
hibitor; PL, Phospholipid; al-
p/ia,-AT, ,-Antitrypsin.
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die Frage, ob die AT HI-Verminderung im Vergleich zum
Spiegel der prokoagulatorisch wirksamen Gerinnungsfak-
toren überproportional ausgeprägt ist denn eine solche
Konstellation spricht für eine Verschiebung des hämosta-
tischen Gleichgewichts in Richtung Hyperkoagulämie.

3. Protein C und Protein S
Protein C (PC) ist ein zweikettiges Glycoprotein mit einem
Molekulargewicht von 62000, das als inaktive Vorstufe im
Plasma zirkuliert (26). Das PC-Gen ist am Chromosom 2
lokalisiert (2q13-q14) (27), die Proteinsynthese ist Vitamin
K-abhängig. Die Aktivierung erfolgt durch Spaltung der
schweren Kette des PC durch Thrombin, wobei die Reak-
tionsgeschwindigkeit nach-Bindung des Thrombin an ei-
nen endothelständigen Rezeptor, das Thrombomodulin,

Tab. 3. Erworbene Protein C-Verminderung oder verringerte
Protein C-Wirkung

Ursache Ref.

Lebererkrankungen
Orale Antikoagulation mit Vitamin
K-Antagonisten
Disseminierte intravaskuläre Gerinnung
Sepsis
Nephrotisches Syndrom 87, 88
Insulinpflichtiger Diabetes rnellitus. 85, 86
Neonatalperiode 101,102,103,104
Colitis ulcerosa 97, 105
Lupus-Antikoagulans 106,107
Urämie/Hämodialyse 108,109,110,111
Chemotherapie 112,113
Autologe Knochenmarkstransplantation 114
Sichelzellerkrankung 115
Homocysteinurie (?) 116

um das 20000-30OOOfache erhöht wird (28, 29); auch
thrombomodulingebundener Faktor Xa kann PC aktivie-
ren (30, 31).

In aktivierter Form wirkt PC antikoagulatorisch und profi-
brinolytisch, indem es die Faktoren Va und Villa (32) sowie
den Plasminogenaktivator-lnhib(tor 1 hemmt (33, 34). Ak-
tiviertes PC ist in der Zirkulation nachweisbar (35) und be-
nötigt zur Entfaltung seiner vollen Wirkung einen Cofak-
tor, das Protein S (PS). Dieses ist ein einkettiges Glycopro-
tein mit einem Molekulargewicht von 69000. Das PS-Gen
ist am Chromosom 3 lokalisiert (36), die Proteinsynthese
ist Vitamin K-abhängig. PS zirkuliert im Plasma normaler-
weise zu etwa 60% an C4b-binding protein gebunden; nur
etwa 40% liegen in freier Form vor, und nur diesem unge-
bundenen PS-Anteil kommt Cofaktor-Funktion zu (37-39).
Aktiviertes PC kann durch 2 Plasmaproteine, den PC-Inhi-
bitor (40-42) und a^Antitrypsin (43; 44) in spezifischer
Weise gehemmt werden (Abb. 1).

3.1. Protein C- und Protein S-Mangel
Ähnlich wie für AT III ist für das PC/PS-System eine
Schutzfunktion gegen eine überschießende prokoagulato-
rische Aktivität gesichert. Sowohl für PC als auch für PS
sind angeborene Mangelzustände mit vermindertem Plas-
maspiegel des normalen Proteins (Typ l) und abnorme
Moleküle mit unterschiedlichen strukturellen Defekten
(Typ II) beschrieben (45-50). Beim PC-Molekül können da-
bei verschiedene funktionelle Domänen betroffen sein, für
die zum Teil entsprechende genetische Defekte auch be-
reits auf DNA-Ebene charakterisiert wurden (51). Insge-
samtsind an die 100 Mutationen bekannt.

Weiters ist nach neuen Untersuchungen für die Menge
des frei zirkulierenden PS nicht einfach die Gesamtmenge
an PS und C4b-binding protein ausschlaggebend, son-
dern der Aufbau und die Zusammensetzung des C4b-bin-
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ding protein; dieses besteht aus a- und ß-Ketten in unter-
schiedlich oligomerer Zusammensetzung (o7ß, , 7),
wobei nur die ß-Ketten die PS-Bindungsdomäne tragen
(52, 53) und dementsprechend frei zirkulierendes PS bin-
den können. Inwieweit sich der Anteil der a- und ß-Ketten
bei Einzelpersonen unterscheidet und ob es im Rahmen
der C4b-binding protein-Synthese zu relevanten Verschie-
bungen im Verhältnis der Ketten zueinander kommen
kann, ist zur Zeit ungeklärt. Neben dem C4b-binding pro-
tein wird die Menge des antikoagulatorisch wirksamen PS
möglicherweise auch über den Plasma-Prothrombin-
spiegel reguliert (54).

Neben dem kongenitalen Mangel sind sowohl für PC als
auch für PS eine Reihe von Ursachen für erworbene Man-
gelzustände bekannt (Tab. 3 u. 4).

3.2. Klinik
Die Häufigkeit angeborener heterozygoter Mangel-
zustände in der Gesamtbevölkerung ist für PC sehr hoch
und wird mit etwa 1:200-300 angegeben (55). Throm-
boembolische Komplikationen, die mit einem PC-Mangel
assoziiert sind, kommen allerdings nur mit einer Frequenz
von etwa 1:16000 vor (56), wobei auch innerhalb einer
betroffenen Familie nicht alle Merkmalsträger Symptome
entwickeln müssen (57). Dabei dürften neben der Art des
genetischen Defekts auch bisher ungeklärte Cofaktoren
eine Rolle spielen (57, 58).

Möglicherweise kann der PS-Mangel auch in der Pathoge-
nese von osteopenischen Zuständen Bedeutung haben
(59, 60).

Bei Spontanthrombosen und Embolien findet sich ein PC-
öder PS-Mangel jeweils in etwa 5% der Fälle. Sowohl
beim PC- (61, 62), besonders aber beim PS-Mangel
(63-70), findet man neben venösen Thromboembolien
auch häufig arterielle Verschlüsse unterschiedlicher Loka-
lisation. Weiters wird bei beiden Mangelzuständen das ge-
häufte Auftreten von Hautnekrosen beschrieben; diese
werden besonders in der Initialphase einer oralen Anti-
koagulantientherapie ohne simultanen Heparinschutz,
aber auch in anderem Zusammenhang beobachtet (46,
71-73).

Der homozygote PC- und PS-Mangel kann beim Neugebo-
renen mit purpura fulminans oder anderen schwersten
thromboembolischen Komplikationen verbunden sein
(74-77). Durch Gabe entsprechender Konzentrate ist das
primäre Überleben heute möglich (78, 79); es sind aller-
dings auch homozygote Mangelzustände mit milder bis
mittlerer Symptomatik (80) oder mit Erstmanifestation
erst im Erwachsenenalter (81, 82) sowie symptomfreie
Fälle (83) dokumentiert.

4. Aktivierungsmarker zur Diagnose des
thromboembolischen Risikos
Die Diagnose eines prokoagulatorischen Zustandes kann
heute mit Hilfe einer Reihe von Aktivierungsmarkern ge-
stellt werden. Ob es allerdings möglich ist, durch Verwen-
dung solcher Marker bei Patienten mit Inhibitormängeln

Tab. 4. Erworbene Protein S-Verminderung oder verringerte Pro-
tein S-Wirkung

Ursache Ref.

Lebererkrankungen
Orale Antikoagulation mit Vitamin K-Antagonisten
Disseminierte intravaskuläre Gerinnung
Nephrotisches Syndrom 87
Insulinpflichtiger Diabetes mellitus 89
Schwangerschaft und Präeklampsie 90, 91
Neonatalperiode ' 90,92
Anstieg des C4b-binding proteins 89, 93
HIV-Infektion 94,95
Rauchen bei Männern 96
Colitis ulcerosa 97, 98
Lupus-Antikoagulans 99
Peritonealdialyse 100

das individuelle Thromboembolierisiko zu erfassen und
daran Therapie und Prophylaxe zu orientieren, ist zur Zeit
fraglich. Die Literaturangaben über erhöhte Aktivierungs-
marker (FPA, FU2) bei zur Zeit der Untersuchung asympto-
matischen Personen mit AT HI-Mangel sind divergierend
(19-22), doch besteht Übereinstimmung, daß eine Gerin-
nungsaktivierung weder in allen Fällen nachgewiesen
werden kann, noch daß ein positiver Befund mit einer
anamnestischen Thromboseneigung korrelieren muß
(20-22).
Technisch ist beim AT HI-Mangel nicht ausreichend ge-
klärt, welches Antikoagulans in den Blutabnahmeröhr-
chen einen sicheren Schutz vor In-vitro-Aktivierung bietet;
so finden sich in der Literatur bei Verwendung unter-
schiedlicher Blutabnahme- und Testsysteme teils erheb-
liche Meßwertdifferenzen bei vergleichbaren Patienten-
kollektiven (20, 84).

Davon abgesehen ergeben sich für Kollektive mit Inhibi-
tormängeln im Vergleich zu Normalpersonen im Mittel
zwar zum Teil signifikant erhöhte Spiegel an Aktivierungs-
markern, doch liegt die Mehrzahl der Meßergebnisse im
Normalbereich, und zwischen den Werten von Patienten,
diethromboembolische Komplikationen hatten und Merk-
malsträgern mit unauffälliger Anamnese besteht kein sig-
nifikanter Unterschied (20, 22).

Die Frage, ob es sich -'unabhängig von der Anamnese -
bei jenen Personen, die erhöhte Aktivierungsmarker auf-
weisen, um ein Subkollektiv mit erhöhtem Thromboem-
bolierisiko handelt und ob dieser Zustand konstant oder
passager ist ist zur Zeit offen.
Nach der heute überwiegenden Meinung ist es jedenfalls
nicht gerechtfertigt, asymptomatische Personen ohne
positive Anamnese oder Familienanamnese nur aufgrund
eines diagnostizierten Inhibitormangels einer Langzeit-
prophylaxe mit oralen Antikoagulantien zu unterziehen.
Hingegen ist die Indikation für eine Antikoagulation be-
reits in Situationen mit geringfügig erhöhtem Throm-
boembolierisiko zu stellen.
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Übersicht

Eicosanoide und Gerinnung*
Eicosanoids and coagulation
H. Sinzinger
Wilhelm Auerswald Atheroskleroseforschungsgruppe, Wien

Zusammenfassung:
Eicosanoide stammen von verschiedenen Vorstufenfettsäuren ab, von denen die Arachi-
donsäure die beim Menschen bedeutendste ist Das qualitative und quantitative Syn-
theseprofil der Eicosanoide spielt in der Hämostaseregulation eine Schlüsselrolle. Die
Modulation der Synthesekapazität und des Abbaus ebenso wie die Rezeptorregulation
und Interaktion mit anderen Mediatoren sind bedeutende Mechanismen, die die lokal
verfügbare Menge biologisch aktiver Substanzen regulieren. Die klinische Bedeutung
des Eicosanoidsystems wird durch beobachtete Defekte im System untermauert, die mit
einem Hämostaseungleichgewicht assoziiert sind. Methodologische Probleme im Nach-
weis der geringen Mengen der verschiedenen Substanzen limitieren bis heute das Wis-
sen um die komplexe Rolle der Eicosanoide in der Hämostase.

Schlüsselwörter:
Eicosanoide - Prostaglandine - Cyclooxygenase - Vorstufenfettsäuren - Thrombose -
Mediatoren

Summary:
Eicosanoids are derived from various precursor fatty acids, the most important one in
men being arachidonic acid. The qualitative and quantitative synthetic profile of eicosa-
noids is of key importance for the regulation of hemostasis. Modulation of synthesis,
stability and degradation äs well äs receptor regulation and interaction with other medi-
ators are important mechanisms regulating the locally available amount of biologically
active substances. The clinical relevance of the eicosanoid System is underlined by
defects discovered in the System which are associated with hemostatic imbalance.
Methodological problems in detecting the minimal amounts of the various compounds
are still limiting knowledge on the complex role of eicosanoids in hemostasis.

Keywords:
Eicosanoids - prostaglandins - cyclooxygenase - precursor fatty acids - thrombosis -
mediators

der an der Synthese beteiligten Zellen mit charakteristi-
schem qualitativem aber unterschiedlich quantitativem

„Eicosanoide" ist ein von Corey (1) erstmals eingeführter Synthesemuster, haben der Meßbarkeit der Eicosanoide
Sammelbegriff für alle Fettsäurenabkömmlinge mit 20 C- und damit der Interpretierbarkeit zahlreicher Daten betref-
Atomen, von denen einige Prostaglandine (PG) und fend in-vivo-Relevanz Grenzen gesetzt. Interessant ist die
Thromboxane (TX) in der Gerinnung eine besondere Rolle Beobachtung, daß die Transformation einer Zelle, z.B.
spielen. Diese Gruppe von Substanzen ist charakterisiert eines Makrophagen in eine Schaumzelle oder eines Mo-
durch ihre lokale Bildung, ihre kurze aber sehr hohe biolo- nozyten in eine Endothelzelle, zu einer qualitativen wie
gische Aktivität, gefolgt von einer raschen Metabolisie- auch quantitativen Änderung des Synthesemusters Anlaß
rung, die zu einer Inaktivierung führt. In Ausnahmefällen gibt, so daß sich die Zellen in wenigen Wochen funktionell
(Abbildung 1) - wie am Beispiel von PGE, gezeigt - ist, an die neue Umgebung vollständig anpassen,
offensichtlich in-vivo, eine Umwandlung zu einer anderen
biologisch aktiven Substanz möglich.

Vorstufen
Trotz der zahlreichen bisher mitgeteilten Befunde bleiben —
noch viele Fragen, vor allem in-vivo, ungelöst Die Vielzahl Dihomogammalinolensäure (20:3), Arachidonsaure (20:4)

und Eicosapentaensäure (20:5) bilden die Vorstufe der
Prostaglandine der 1er-, 2er- bzw. 3er-Serie, benannt nach
der Zahl ihrer Doppelbindungen (Abbildung 2). Die Sub-
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Abb. 1: Metabolismus von PGEV

stanzen können einerseits direkt entstehen oder aber auch
aus den essentiellen Fettsäuren Linol- bzw. Linolensäure
durch Kettenverlängerung bzw. Desaturierung umgewan-
delt werden. Da die Zahl der Doppelbindungen die biolo-
gische Aktivität der entsprechenden Substanz deutlich be-
einflußt ist bei einer ausgeprägteren Änderung des Vor-
stufenangebotes mit beträchtlichen Änderungen der
durch Eicosanoide mediierten Signale zu rechnen. Hin-
sichtlich der Gerinnung ist bekannt daß eine vermehrte
Zufuhr von Omega 3-Fettsäuren zu einer Inaktivierung der
Hämostase führt, da TXA3 eine biologisch geringere Akti-
vität als TXA2 aufweist während PGI2 bzw. PGI3 vergleich-
bare Aktivitäten aufweisen. Darüber hinaus kommt es zu
einer verlängerten Blutungszeit die auch mit einer ver-
minderten Prävalenz an degenerativen Gefäßveränderun-
gen in Zusammenhang gebracht wurde.

Vorstufenfreisetzung
Eine unspezifische Schädigung der Zellmembran, z.B.
mechanisch, entzündlich, toxisch oder durch Strahlung,
führt - abhängig von Art und Dauer des einwirkenden
Agens, ebenso wie Aktivatoren der Phospholipase (Pep-
tide, Angiotensin, Bradykinin, Katecholamine, Thrombin,
Cytokine, Wachstumsfaktoren) - zu einer Verfügbarkeit
von freier Vorstufenfettsäure und damit einem Ingang-
setzen des Metabolismus (Abbildung 2). Darüber hinaus
ist dieser Prozeß Ca2+-abhängig. Eine Phase gesteigerter.

Bildung ist meist von einer länger anhaltenden Periode
verminderter Synthese gefolgt.

Cyclooxygenase
Die Cyclooxygenase ist ein membranständiger Multi-
enzymkomplex der ubiquitär (Ausnahmen: Erythrozyten,
Lymphozyten) die Umwandlung der Vorstufenfettsäuren
katalysiert. Die Metabolisierung von PGH2 ist abhängig
vom Substratangebot, zellspezifisch, substratspezifisch
sowie von der Gegenwart von Cofaktoren abhängig, die
die Umwandlung steigern aber auch zu Verschiebungen
der Synthese führen können.

Eicosanoide in der Gerinnung
Die für die Interaktion Blutstrom/Gefäßwand bedeutend-
sten Substanzen sind PGI, TXA, PGE, PGD, HHT und MDA.
Ihre biologische Verfügbarkeit resultiert aus der Synthese-
menge, der Stabilität der biologisch aktiven Substanz
sowie dem Abbau (Hydrolyse oder enzymatischer Abbau).

Lokalisationsunterschiede
Während PGI2 bei den großen Gefäßen von Säugern eine
wesentliche Rolle in der Hämostaseregulation ausübt,
scheint PGD2 in der zerebralen Strombahn von höherer
Bedeutung, was sich in einer entsprechend höheren Syn-
theserate der zerebralen Gefäße für PGD2 bzw. einer
pathologischen Veränderung der PGD2-Rezeptoren vor al-
lem bei zerebrovaskulären Gefäßerkrankungen manife-
stiert. Eine Persistenz der positiven Wirkungen weit über
den Zeitraum der Nachweisbarkeit der Beeinflussung ei-
nes Mediators hinaus, hat zu dem Terminus „Zytoprotek-
tion" geführt und dieses Phänomen ist in der Hämostase
insofern von Bedeutung, als mit bestimmten Eicosanoi-
den (PGI2, PGE,) vorbehandelte Gefäßabschnitte thrombo-
resistent werden (2), d. h. die Anlagerung von Plättchen
signifikant vermindert ist.

Am Beispiel von PGI2, einem Vasodilatator und Hemmer
der Thrombozytenaktivität, läßt sich zeigen, daß eine ver-
mehrte Synthese und verlängerte biologische Halbwerts-
zeit bei klinischen Konstellationen auftreten, die mit einer
verstärkten Blutungsneigung einhergehen, wie z. B. Ur-
ämie, terminale Leberinsuffizienz, hämolytisch-urämi-

Abb. 2: Umwandlung aus den
verschiedenen Vorstufenfett-
säuren zu den unterschied-
lichen Prostaglandinen. Abkür-
zungen: PG (G, H, E, D) = Pro-
staglandine, PGI = Prostacyc-
lin, TXA = Thromboxan

DIHOMOGAMMA-
LINOLENSÄURE

(20:3)

l
PGGV PGH1

/ \VV\J/ \ m,
4 *

TXA 1 PG1 1

ARACHIDON-
SÄURE

(20:4)

i
PGG PGH^

1 \ 2G22

l \t
TXA^ PGI,.

EICOSAPEN-
TAENSÄURE

(20:5)

1
PGG3, PGH3

/ \i V
TXA3 PGI3

284 Lab.med. 17:284(1993)



Übersicht

sches Syndrom, Purpura Schöntein-Henoch, u. a., wäh-
rend andererseits Situationen einer deutlichen Aktivie-
rung des Hämostasesystems wie Herzinfarkt, Schock, Ma-
laria, AIDS mit einer ausgeprägten Verkürzung der Halb-
wertszeit assoziiert sind. Interessanterweise lassen sich
diese Veränderungen nicht nur erworben temporär, son-
dern auch angeboren persistierend nachweisen.

Signaltransduktion
Körperzellen verfügen ihrer Aufgabe entsprechend über
eine limitierte Menge spezifischer hochaffiner sowie eine
große Zahl unspezifischer niederaffiner Bindungsstellen
für Prostaglandine. Die weitere Signalübertragung erfolgt
über das intrazelluläre zyklische AMP. Auf diese Weise ver-
mag die Zelle bei wechselndem Substanzangebot die
Transduktion durch Regulation und durch Sensitisierung
bzw. Desensitisierung der Rezeptoren zu modulieren. So
kann z. B. die Wirkung exogen zugeführter Eicosanoide
durch vorangegangene endogene Synthesehemmung
dieser Substanz verstärkt werden, während eine kontinu-
ierliche Infusion (z. B. PGI2, PGE,) ebenso wie der syntheti-
schen Analoga (z. B. Iloprost) zu einer Desensitisierung,
also einer Verminderung der Wirksamkeit bei gleichblei-
bender Dosierung, führen. Für die drei genannten Sub-
stanzen existieren mittlerweile Doppelblindstudien, die si-
gnifikant positiv verliefen (4).

Interaktion mit anderen Mediatoren
Eine komplexe Interaktion, die im Rahmen der Gerinnung
von Bedeutung ist, zeigen Prostaglandine z. B. mit Lipiden
und Lipoproteinen. Während Eicosanoide einerseits die
Struktur der Lipoproteine beeinflussen, den LDL-Rezeptor
regulieren und den Einstrom von LDL in die Gefäßwand
vermindern, verursachen LDL andererseits bei geänderter
Nahrungszusammensetzung eine Änderung des Synthe-
semusters, sie beeinflussen den Prostaglandinrezeptor
und die Prostaglandinsynthese. Diese letzteren aus der
Sicht des Hämostasegleichgewichtes ungünstigen Wir-
kungen werden durch HDL'verringert bzw. zum Teil aufge-
hoben. PGE, wie auch PGI2 zeigen mit dem endothelium-
derived relaxing factor (EDRF/NO) einen Synergismus
(Abbildung 3). Der von der Gefäßwand freigesetzte t-PA
führt ebenfalls noch zu einer Wirkungsverstärkung.

Defekte im Prostaglandinsystem
Die Tatsache, daß eine Vielzahl von verschiedenen Defek-
ten im Eicosanoidsystem bei Patienten entdeckt wurde,
die - meist - in sehr jungen Jahren sich klinisch bemerk-
bar machten und die auch vererbbar sind, spricht für die
Bedeutung des Systems (6). Andererseits muß darauf hin-
gewiesen werden, daß z. B. die Thromboxansynthese für
die Plättchen zwar wichtig ist aber nicht essentiell, wie
z. B. die Störung des ADP-Systems (Morbus Glanzmann)
unter Beweis stellt.

Speziesunterschiede
Während bei Säugern PGI2 eine zentrale Rolle in der
Hämostaseregulation ausübt, ist diese Substanz bei ande-

THROMBOSERESISTENZ

t

Abb. 3. Synergismus von PGE, und PGI2 mit dem endothelium
derived relaxing factor (NO/EDRF).

ren Spezies, wie z. B. bei Vögeln von untergeordneter Be-
deutung. Ihre Funktion wird dort offensichtlich von PGE2
übernommen.

Medikamente, die die Eicosanoid-
synthese beeinflussen
a) Arachidonsäurefreisetzung:
unspezifisch durch Stabilisierung der Zellmembran, spezi-
fisch durch Cyclooxygenasehemmung, reversibel (nicht-
steroidale Antirheumatika), irreversibel (Acetylsalizylsäu-
re),
b) Thromboxansynthesehemmung:
Pyridin- bzw. Nikotinsäurederivative, Imidazolderivative
c) Strukturanaloga:
Leukotriene, strukturanaloge Fettsäuren.
d) Darüber hinaus beeinflussen eine Vielzahl der in der
kardiovaskulären Medizin verwendeten Medikamente die
PG-Synthese. Dazu gehören u. a. Ca-Antagonisten, ACE-
Hemmer, sie entfalten Teile ihrer Wirkung über das Prosta-
glandinsystem (5).

Zu beachten ist, daß im Eicosanoidsystem eine Synthese-
hemmung mit einem Shift zu anderen Produkten des
Syntheseweges zu erwarten ist, so daß eine Hemmung
einer negativ wirkenden Substanz (Thromboxan A2) nicht
nur zu einer Steigerung der PGI2-Synthese, sondern auch
zu einer Akkumulation der proaggregatorisch wirksamen
Endoperoxyde führt und damit experimentell wie auch
klinisch die Erwartungen nicht erfüllt.

Nachweismethoden
Zum Nachweis der biologischen Wirksamkeit eignen sich
Bioassays, die allerdings durch ihre Unspezifität und Inter-
ferenzen limitiert sind. Da die biologisch aktiven Eicosa-
noide sehr rasch abgebaut werden, ist man meist auf den
Nachweis mittels Immunoassays angewiesen, die nur
durch das meist geringe Problem der Kreuzreaktion beein-
trächtigt werden. Viel größer ist hier die Problematik, daß
es nicht gelingt, die abgebaute Substanz einer bestimm-
ten Zelle, sondern nur einer Vielzahl verschiedener Zellen
im Verband eines Gewebes zu erfassen, so daß die quali-
tative 'wie auch quantitative Einzelleistung meist nur
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schwer abschätzbar bleibt. Immunhisto- und cytochemi-
sche Untersuchungen haben hier erste Informationen ge-
liefert. Die hochspezifische Strukturaufklärung mittels
Gaschromatographie-Massenspektrometrie muß wegen
ihrer Aufwendigkeit, der nötigen Derivatisierung und der
dadurch bedingten Kapazitätsgrenzen beschränkten-wis-
senschaftlichen Fragestellungen auch weiterhin vorbe-
halten werden.

Zur praktischen Durchführung des Immunoassays ist die
Aufarbeitung des Materials von essentieller Bedeutung
(3). Dazu nur einige kurze und unvollständige Hinweise:
Sie ist in den käuflich erhältlichen Kits meist nicht oder
falsch generalisiert angegeben. Die Vorlage von EDTA und
einer Cyclooxygenasehemmung ist essentiell. Eine Ex-
traktion ist aufwendig und unnütz. Die Trennung von
freiem und gebundenem Antigen muß in Gegenwart von
Eiweiß mit einem Doppelantikörper, keinesfalls aber mit
Kohle, erfolgen. Darüber hinaus führt eine Aufbewahrung
für mehr als 2 Wochen bei weniger als -70°C zu einer
Verfälschung der erhobenen Werte.
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Realtime-Barcode-Etiketten mit Spezimen-
Kennung als organisatorisches Hilfsmittel
im Krankenhauslabor
Realtime-barcode labels with specimen Identification äs an organizational aid
in the hospital laboratory
K. Bauer
Zentrallabor Donauspital, Wien

Zusammen fassung:
Thermotransfer-Barcode-Etikettendrucker haben sich in vielen Bereichen der Wirtschaft
und des Handels bewährt, wo aktuell erstellte Informationen, z. B. Gewicht einer Ware,
rasch maschinenlesbar, z. B. an der Kasse des Supermarktes, gemacht werden soll. Wir
haben uns im neueröffneten Zentrallabor des Donauspitals in Wien dieses Prinzip zu-
nutze gemacht, um nicht nur Tagesnummern, sondern auch Monatstag, Spezimenken-
nung und Patientenname plus Station auf das Barcode-Etikett aufzubringen. Alle Etiket-
ten werden aktuell bei der Übernahme der Proben gedruckt, und sofort zum Bekleben
der Spezimen benutzt. Nach einem Jahr Routinebetrieb kann festgestellt werden, daß
sich das System hervorragend bewährt hat.

Schlüsselwörter:
Realtime-Barcode-Etiketten - Labororganisation - Spezimenerkennung

Summary: '
Thermotransfer printers for barcode labels are of great use in many areas of business,
economy and trade, especially when Information generated on the spot (e. g., weight of
goods) is to be made rapidly machine-readable (e. g., at the counter of a supermarket).
We took advantage of this principle in the recently opened central laboratory of the
Donauspital in Vienna: not only laboratory numbers, but also the date, specimen Identifi-
cation and the patients name plus ward are printed onto the barcode label. All labels are
printed on the spot upon receipt of the specimen and are immediately applied onto the
specimen tubes. After one year in routine Service the System has been proved a marked
success.

Keywords:
Realtime barcode label- laboratory Organisation - specimen Identification

Einleitung
Der Einsatz von Primärröhrchen in den verschiedensten
Analysensystemen hat sich weitgehend durchgesetzt,
weil dadurch die Risiken von Probenverwechslungen, Ver-
schleppungen und Laborinfektionen minimiert werden
können. Viele moderne Analysensysteme bieten darüber
hinaus auch die Möglichkeit, das Primärröhrchen über
einen Barcode-Etikettenleser im Gerät selbst zu identifi-
zieren. Durch das Zusammenspiel von Primärröhrchen,
Barcode-Etikettenleser im Gerät und bidirektionaler
Schnittstelle zu einer laboreigenen Datenverarbeitung
kann eine, nach heutiger Sicht, optimale Konfiguration
bezüglich Datenfluß und Verwechslungssicherheit er-
reicht werden.

Diese organisatorische Kette hatte allerdings bisher einen
entscheidenden Schwachpunkt insofern, als die Barcode-
Etiketten im Vorrat gedruckt werden mußten (1).

Dazu gibt es zwei logistische Ansätze:
1. In die Anforderungsbögen ist ein entsprechender Satz
vornumerierter Barcode-Etiketten für die Markierung der
Röhrchen integriert. Diese werden nach Bedarf abgelöst
und auf die Röhrchen geklebt.
2. Die Proben werden im Labor aus einem Vorrat an Bar-
code-Etiketten markiert. Der Nummernkreis kann theore-
tisch einen Tag bis ein Jahr umfassen, meist wird es ein
Tag sein (2, 3).

Ad 1: Das System hat mehrere gravierende Nachteile:
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1.1. Um das Risiko einer Nummernwiederholung mög-
lichst gering zu halten, sind sehr große Nummernkreise
(6 bis 7 Stellen) notwendig.

Dennoch ist die Möglichkeit, zwei gleiche Nummern am
selben Tag von verschiedenen Patienten im Labor zu
haben auf Dauer nicht mit Sicherheit auszuschließen.

1.2. Die Nummern kommen von verschiedenen Ein-
sendern gemischt es gibt im Labor kein numerisches Ord-
nungsprinzip bei den Proben. Bei größeren Probenzahlen
wird dadurch das Aufsuchen einer bestimmten Probe
praktisch unmöglich.
1.3. Bei Verwendung mehrerer Anforderungsbögen für
Spezialanalysen hat eine Einsendung verschiedene Labor-
nummern. Das erschwert die Erstellung eines Gesamt-
befundes.
1.4. Die Anforderungsbögen sind sehr teuer.
1.5. Ein großer Teil der auf dem Bogen im Vorrat befind-
lichen Barcode-Etiketten wird nicht gebraucht und daher
verworfen.

Ad 2: Auch dieses System ist unbefriedigend:
Will man alle Spezimen einer Anforderung mit derselben
Nummer versehen, müssen entsprechende Zahlen an
parallelen Nummern vorrätig sein. Alle nicht benutzten
Etiketten sind jedes Mal zu verwerfen.

,,Realtime''-Barcode-Etikettendruck
Durch den Einsatz von handelsüblichen Thermotransfer-
Etikettendruckern mit entsprechender Steuersoftware ist
es möglich geworden, im Labor selbst bei der Proben-
annahme einen patientenspezifischen Satz an Barcode-
Etiketten zu generieren. Dabei muß allerdings der Druck
der Etiketten so rasch erfolgen, daß diese bei der Proben-
annahme direkt verfügbar sind. In Anlehnung an einen
Fachausdruck aus der EDV-Branche bezeichnen wir diesen
Vorgang als Druck von „Realtime"-Barcode-Etiketten
(,,RB"-Etiketten).

Soft- und Hardware
Das Donauspital besitzt ein elektronisches Krankenhaus-
informationssystem „KIS", das von der gemeindeeigenen
EDV-Abteilung (MD-ADV) entwickelt und implementiert
wurde.

In der Planungsphase des Zentrallabors im hiesigen Kran-
kenhaus war nach einer Marktanalyse klar, daß es für die
vorgegebene Hardware der Fa. Digital Equipment Corp,
keine passende fertige Software für den Laborbetrieb gab.
In der Folge wurde daher ein detailliertes Pflichtenheft
erstellt.

Die wesentlichen Teile der Laborsoftware wurden in ca.
5 Monaten entwickelt implementiert und für die Produk-
tion übergeben. Laborsoftware „LDS" von proMumps in
Graz, Österreich.

Im Donauspital sind zur Zeit vier Anforderungsbelege in
Gebrauch:

(dreistellig, hier Mo. 0<4)
itete? (tveietellig, hier der 0«. Monetete?)

SpetiBenKennung (einetellig, hier "S" für Serua)

064 06 S

Abb. 1. Aufbau des Realtime-Barcode-Etiketts. Das Etikett enthält
sämtliche relevanten Patientendaten in Klarschrift: Familien-
name, Vorname, Station, Aufnahmezahl (hier als 16stellige Lang-
form), Tagesnummer, Monatstag, Spezimenkennung. Die letzten
drei Daten auch als Barcode verschlüsselt.

1. Notfallanalysen
Klinische Chemie aus Serum oder Plasma, Gerinnung,
Hämatologie, Harn, Liquor, Toxikologie, Drug monitoring,
Blutgase.
2. Routineanalysen
Klinische Chemie, Hämatologie, Blutsenkung, Gerinnung,
Liquor, Harn, Stuhl.
3. Spezialanalysen l
Isoenzyme, Spezialhämatologie, div. Proteine quantitativ,
Serum- und Liquorimmunologie.
4. Spezialanalysen II
Drug monitoring, Tumormarker, Spurenelemente, Infek-
tionsserologie.

Die Belege sind für die maschinelle Einlösung ausgelegt,
die Anforderung der einzelnen Analysen erfolgt durch
Bleistiftmarkierung in einem definierten Feld.

Alle Belege und Etiketten von Fa. Moore-Paragon,
Wien.

Hardware
Hauptrechner:
Digital Equipment VAX 3100 Model 80
Arbeitsspeicher 72 MB
Hauptspeicher 4 Festplatten zu je 770 MB
(Digital Equipment Corp. Wien)
DecNet (Digital Equipment Corp. Wien)
17 Discless PC 386SX20 4 MB RAM (P. C. T. Computer,
Taiwan)
11 Laserdrucker (HP LaserJet III , Hewlett-Packard GmbH,
Wien)
1 Protokolldrucker mit Endlospapier H-12 (Hermes,
Yverdon, Schweiz)
2 Belegkartenleser Axiome AXM 926 (V.24 Data Wien)
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3 Barcode-Scanner Metrologie MS 700 (Metrologie Instru-
ments, Inc., Blackwood, New Jersey, USA)
2 Bar Code Printer Formula 21 S (V.24 Data Wien)

Patientenadministration
Grundsätzlich wird jeder Patient, der ambulant oder
stationär im Donauspital behandelt wird, mit Hilfe des
hauseigenen Krankenhausinformationssystems „KIS" ad-
ministriert. Dabei werden sämtliche relevanten Stammda-
ten des Patienten entweder in der Aufnahmekanzlei oder
am Ambulanzschalter für die Verwaltung erfaßt. Unmittel-
bar nach der Patientenerfassung wird für den Patienten
ein Satz Barcode-Etiketten ausgedruckt, der für die Identi-
fikation sämtlicher administrativen Schritte im Kranken-
haus zu verwenden ist (Labor-, Röntgen-, Essen-, Apothe-
kenanforderungen etc.). Im Barcode verschlüsselt ist ein
Sstelliger alphanumerischer Kenncode „MAC", der für je-
den Patienten, seine Station oder Ambulanz, und den ak-
tuellen Aufenthaltszeitraum spezifisch ist. (Grundlage für
den Sstelligen alphanumerischen Code ist eine 1 Beteilige
Langform, die allerdings nicht Barcode-lesbar ist.)

Laboranforderungen und Spezimen sind von der anfor-
dernden Stelle grundsätzlich mit dem „MAC"-Etikett des
Patienten zu kennzeichnen. (In Ausnahme- und Notfällen
kann das Zentrallabor selbst den Patienten ebenfalls
administrieren). Aufgrund der scheinbar regellosen alpha-
numerischen Datenstruktur sind diese „MAC"-Etiketten
allerdings als Ordnungsprinzip im Labor ungeeignet.

Grundsätzliche Logistik
der laborinternen Probenidentifikation
Wir haben uns daher entschlossen, als Ordnungsprinzip
im hiesigen Zentrallabor generell eine Sstellige Tages-
nummer einzusetzen. Erweiterung auf vier Stellen ist.
möglich und vorgesehen. Für Routineproben beginnt der
Nummernkreis jeden Tag um 00.00 Uhr mit „001", für Not-
fallproben mit „701". Beide Nummernkreise werden bei
jeweiliger Probenannahme kontinuierlich hochgezählt.
Zur genaueren Identifikation wird nach der Tagesnummer
auch noch der Monatstag mitgefühlt, um Probenver-
wechslungen mit den Vortagen zu vermeiden.

In einem großen Krankenhauslabor werden Analyte aus
den unterschiedlichsten Spezimen bestimmt. Wird eine
Laboranforderung mit verschiedenen Spezimen unter
einer Labornummer administriert, so muß zu der Labor-
nummer auch noch eine Spezimenkennung zugefügt wer-
den, ansonsten könnte es zu Verwechslungen kommen
(z. B. Harn und Ascites). Darüber hinaus bietet die Spezi-
menkennung noch die Möglichkeit, jeder Probe die richti-
gen Referenzwerte zuzuordnen, und Irrtümer bei der Pro-
benbestückung der Geräte (Harn statt Serum) zu vermei-
den. Es wird daher jedem Spezimen ein Buchstabe zuge-
ordnet der den Ordnungsbegriff ergänzt.

Der komplette laborinterne Barcode enthält daher
1. die dreistellige Tagesnummer
2. den zweistelligen Monatstag
3. den Buchstaben zur Spezimenkennung.

Der vollständige Aufbau des Realtime-Barcode-Etiketts ist
in Abb. 1 gezeigt.

Alle Analysen, die unter derselben Tagesnummer am sel-
ben Monatstag administriert wurden, können am selben
Befund für den Patienten ausgedruckt werden.

Aus datenpolitischen Überlegungen wurde in der Pla-
nungsphase des ZL festgelegt, daß die Nummernvergabe
für die Patientenproben und die anschließende Einlösung
der Anforderungsbelege im „KIS" erfolgt, und erst dann
der komplette Datensatz in das laboreigene EDV-System
„LDS" übertragen wird.

Ablaufschema der Probenübernahme
im Labor
1. Anforderungsbelege tragen Strichmarkierungen für alle
tatsächlichen Anforderungen und das „MAC"-Etikett. Alle
Spezimen tragen ebenfalls das „MAC"-Etikett.
2. Bei der Probenübernahme wird ein „MAC"-Etikett des
Patienten, egal ob auf Beleg oder auf Röhrchen über einen
Barcode-Scanner eingelesen.
3. Auf dem zugehörigen Terminal erscheinen die Stamm-
daten des betreffenden Patienten, und ein Eingabefeld für
die Spezimenkennung. Die Spezimenkennung wird mit
einem Einzelbuchstaben („B" für Blutbild, „S" für Serum,
„P" für Plasma usw.) auf der Tastatur eingegeben, und
abschließend mit „TAB" quittiert. Mit dem „TAB" wird
automatisch auch ein „RB"-Etikett ohne Spezimenken-
nung für den Anforderungsbeleg generiert. Letzterer Vor-
gang läßt sich bei Vorliegen von mehreren Spezialanfor-
derungsbelegen auch multiplizieren.
4. Unmittelbar nagh dem Quittieren der Eingabe wie oben
beschrieben, werden automatisch nacheinander die ent-
sprechenden Etiketten auf einem Thermotransfer-Etiket-
tendrucker am Übernahmeplatz ausgedruckt. Die „MAC"-
Etiketten auf den Röhrchen werden mit dem jeweils
passenden „RB"-Etikett überklebt, und auch die Anforde-
rungsbelege entsprechend markiert.
5. Die Spezimen gehen anschließend an die einzelnen
Arbeitsplätze. Die Anforderungsbelege werden über einen
Einzelblatt-Belegleser eingelesen. Dabei sind Kontrollen
und Korrekturen über ein zugeordnetes Terminal jederzeit
leicht möglich.
6. Notfälle werden an einem eigenen Übernahmeplatz
administriert. An diesem Platz beginnt die Nummernaus-
gabe täglich mit „701". Dadurch sind die Notfälle schon
von der Nummer her eindeutig identifiziert, und können
mit entsprechender Priorität zum Großteil dennoch an
den Routinearbeitsplätzen abgearbeitet werden. Dadurch
entfällt viel von einer sonst eventuell notwendigen, paral-
lel zur Routine laufenden eigenen Notfall-Labororganisa-
tion.

Diskussion
Nach einem Jahr Routinebetrieb hat sich das System
bestens bewährt. Eine Laborhilfskraft kann an einem
Übernahmeplatz ca. 100 Patienten pro Stunde bearbeiten.
Dies wurde allerdings nur möglich, weil bei der Entwick-
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lung jede einzelne Manipulation und jeder Tastendruck am
Übernahmeplatz zeitmäßig und organisatorisch optimiert
wurden.

Das gesamte System ist naturgemäß sehr komplex.
Dennoch wird es vom medizinisch-technischen Personal
uneingeschränkt akzeptiert und benutzt da es enorme or-
ganisatorische Erleichterungen im Arbeitsablauf bringt.
Das klare Konzept kann von jeder MTA an ihrem Arbeits-
platz überblickt und nachvollzogen werden, was wesent-
lich zur allgemeinen Akzeptanz beiträgt.

Vorteile des Realtime-Barcode-Etiketts
bei der Labororganisation
1. Sämtliche Arbeitsplätze können die Proben leicht über-
schaubar ordnen und archivieren.
2. Alle Spezimen einer Laboranforderung haben dieselbe
Nummer, sie sind daher leicht zusammenzuführen. Das
erleichtert Kontrollen und Spezimenaustausch unter den
Arbeitsplätzen.
3. Alle Resultate einer Laboreinsendung, auch wenn sie
auf unterschiedlichen Spezialanforderungen erfolgten,
lassen sich routinemäßig zu einem Gesamtbefund zusam-
menführen. Dies erleichtert die Validierung des gesam-
ten Befundes.
4. Geräte mit internem Barcode-Leser akzeptieren nur
passende Spezimen. So kann Gesamteiweiß z. B. aus

Plasma am Hitachi 717 nicht bestimmt werden, weil diese
Analyse für das Spezimen nicht angelegt ist Dieselbe
Analyse kann aber aus Serum desselben Patienten am sel-
ben Gerät selbstverständlich durchgeführt werden.
Ähnliches gilt für Analysen von Harn, Liquor, Ascites
etc.
5. Die Labor-EDV gibt zu jedem Spezimen automatisch die
richtigen Referenzwerte der einzelnen Analysen an.
6. Notfälle werden mit Priorität soweit als möglich in der
Routine abgearbeitet Sie sind aber dennoch sowohl vom
medizinisch-technischen Personal am Arbeitsplatz, als
auch vom ärztlichen Personal am Validierungsbildschirm
jederzeit identifizierbar. Das erspart teure und wenig effi-
ziente Parallelorganisationen.
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