Ist die nephelometrische
»Derived Fibrinogen“-Methode routinetauglich?

Is the nephelometric ,,Derived Fibrinogen“-method suitable for the routine laboratory?
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Schliisselwérter Einleitung
Derived Fibrinogen — Fibrifi Fibrinogen, ein Akutphasenprotein, erhht die Plasma- und
glyceride — Lipdmie - . . ! $d Blutviskositit, fordert die Aggregation der Plattchen [1]
Rty — : ' und Erythrozyten [2, 3] und stimuliert die Migration [4]
und Proliferation der glatten Muskelzellen [5, 6]. Ablage-
rungen von Fibrinogen, Fibrin und deren Abkémmlingen
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werden sowohl in den atheromatbsen Plaques als auch in

den vendsen und arteriellen Verschliissen nachgewiesen

[7-9]. Ergebnisse neuerer epidemiologischer Studien zei-

gen, dafl crhhte Fibrinogenkonzentrationen mit einem er-

hohten thromboembolischen Risiko korrelieren [10-14].

Dic beobachteten Erhéhungen kénnen sowohl erworben

[15-17] als auch durch genetischen Polymorphismus [18]

bedingt sein. Die Fibrinogenkonzentration gewinnt zuneh-

mend an Bedeutung als ein zusétzlicher pradiktiver Marker
fiir arterielle und vendse Thrombosen.

Eine einheitliche Methode fiir die Fibrinogenbestim-
mung konnte sich bisher nicht durchsetzen. In verschie-
denen Studien [10-14] wurden zur Bestimmung der
Fibrinogenkonzentration unterschiedliche MeBmethoden
eingesetzt wie:

1. Fillung von Fibrin mit anschlieBendem Auswaschen
des Prizipitats und Bestimmung des gefillten Eiweilf}
[10] nach Ratnoff und Menzie [19] in der Variante nach
Blombick [20],

2. Streulichtmessungen von Hitzeaggregaten in verdiinn-
tem Plasma bei strenger Einhaltung von pH und Tem-
peratur [11],

3. Auswiegen des gefillten und gewaschenen Thrombus
(12],

4. Fillung und Gesamteiweiflbestimmung [20] in der
Variante nach Swain [21] sowie

5. die Clauss-Methode [14, 16].

In den Routinelaboratorien ist bislang die Clauss-Metho-

de [22] etabliert, dies weist aber zahlreiche Nachteile auf:

1. Gemessen wird nicht Fibrinogen, sondern die Zeit bis
zur Bildung eines ,,meflbaren“ Gerinnsels. Samtliche
Polymerisationsstorungen gehen in das Meflergebnis
als falsch niedrige Fibrinogenkonzentrationen ein.
Besonders ausgeprigt ist dieser Einflufl unter der
Streptokinase-Lyse. Unter dieser Therapie ist in eini-
gen Fallen mit der Clauss-Methode, trotz normaler bis
mifBig erniedrigter Fibrinogenkonzentrationen, kein
mefbares Fibrinogen zu erfassen.

2. Die Methode ist schlecht automatisierbar und als
Endpunktmethode schlecht standardisierbar.

3. Das Plasma mufl manuell verdiinnt werden und

4. wegen des eingeschrinkten Linearitdtsbereiches sind
hiufig Nachverdiinnungen erforderlich.

5. Das Ergebnis muf3 liber eine Wertetabelle oder
Eichkurve abgelesen werden.

Abkiirzungen:

APTT = Aktivierte partielle Thromboplastinzeit
AT Il = Antithrombin III

DF = Derived Fibrinogen

FSP = Fibrinspaltprodukte

PT = Prothrombinzeit

TZ = Thrombinzeit
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6. Von den gerinnungsphysiologischen Bestimmungsme-
thoden (PT, APTT, Thrombinzeit und Fibrinogen) ist
die Methode nach Clauss sowohl vom Reagenzienauf-
wand wie von der Personalbindung bei weitem die teu-
erste Methode.

In den letzten Jahren sind aus diesen Griinden vermehrt
neue Methoden fiir das Routinelabor entwickelt und zur
Marktreife gebracht worden [23-29]. Von diesen Metho-
den ist die ,,Derived Fibrinogen“ (DF)-Methode die ko-
stengiinstigste, da sie bei jeder Bestimmung der Pro-
thrombinzeit automatisch mitgefiihrt werden kann, ohne
zusitzliche Material- oder Personalkosten zu verursachen.

Die Grenzen und Vorteile dieser Methode werden noch
kontrovers diskutiert.

Material und Methoden
Patienten und Probengewinnung

Alle Patienten stammten aus dem stationdren oder ambu-
lanten Bereich unseres Klinikums. Das Blut wurde in
Monovetten® abgenommen. Citratplasma wurde aus 9 Tei-
len Vollblut und 1 Teil 0,11 mol/l Trinatriumcitrat-Lésung
durch Zentrifugation bei 3900 g gewonnen. Alle Proben
von Plasmocytompatienten, von Patienten mit einem
VerschluBikterus oder einer Hypertriglyceridimie wurden
mit Einwilligung der Patienten abgenommen, innerhalb von
vier Stunden weiterverarbeitet oder sofort schockgefroren.
Die Plasmocytompatienten kamen aus der hamatologisch-
onkologischen Ambulanz unserer Klinik.

Klinisch-chemische Bestimmungen

Bilirubin, Triglyceride und Gesamteiweifl wurden an ei-
nem Olympus AU-5000, Fa. Olympus (Hamburg), mit
Reagenzien der Fa. Merck (Darmstadt) bestimmt. Die
EiweiBelektrophoresen wurden an einem Olympus Hite
System der Fa. Olympus (Hamburg) durchgefiihrt. Fiir
die nephelometrischen Immunglobulinbestimmungen und
die Immunfixationselektrophoresen wurden Gerite und
Reagenzien der Fa. Beckman (Miinchen) eingesetzt. Die
Quantifizierung der monoklonalen Anteile wurde iiber
eine Kurvenanalyse der Eiweilelektrophorese durchge-
fiihrt nach einem multizentrisch evaluierten Verfahren
(multizentrische Therapiestudie; Multiples Myelom
MMO2 24 (BMFT) (1990)).

Fibrinogenbestimmungen

Fibrinogen wurde nach Clauss an einem Schnitger-Gross-
Koagulometer der Fa. Amelung (Lemgo) mit dem
Fibrinogen-Reagenz der Fa. Boehringer Mannheim
(Mannheim) bestimmt. Die ,,Derived Fibrinogen“-Metho-
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de (DF-Methode) wurde an einem ACL 300R der Fa. IL
(Miinchen) mit dem Reagenz PT-Fibrinogen der gleichen
Firma durchgefiihrt. Zur Bestimmung von Priizision und
Richtigkeit wurden Standard-Human-Plasma der Fa. Beh-
ring (Marburg), Verify-U und -LF der Fa. OrganonTeknika
(Eppelheim), CoagCal N und Coag Trol P der Fa. Baxter
(Unterschleiflheim) als Untersuchungsmaterial eingesetzt.

Um die Linearitit der Methode zu iiberpriifen, wur-
den Patientenplasmen mit hohen (> 1000 mg/d!) und nied-
rigen (< 100 mg/dl) Fibrinogenkonzentrationen in unter-
schiedlichen Portionen gemischt. Sie wurden sowohl un-
verdiinnt als auch mit physiologischer Kochsalzlosung
verdiinnt gemessen. Vom Mefgerét der Firma IL (ACL)
werden Konzentrationen liber 800 mg/dl invers angezeigt,
Konzentrationen iiber 1000 mg/dl gesperrt. Um mogli-
che Stéreinfliisse auf die Fibrinbildung zu erkennen, iiber-
priift das Gerdt zusitzlich, ob am Ende der Gerinnsel-
bildung das Streulichtsignal stabil bleibt. Damit wird ge-
wibhrleistet, da3 Stérfaktoren wie eine Lyse oder ein Nach-
gerinnen der Probe erkannt werden und die ermittelte
Fibrinogenkonzentration nicht falsch angegeben wird. Ist
das Signal nicht stabil, wird die Angabe der Konzentratx-
on verweigert.

Bestimmung von DF in Gegenwart hoher
Triglyceridkonzentrationen

Bei einer 73jahrigen Patientin mit eingeschrénkter Nieren-
funktion und entgleistem Diabetes mellitus (Blutglukose
550 mg/dl; 30,53 mmol/l) wurde Citratplasma mit einer
Triglyceridkonzentration von 1572 mg/dl (17,92 mmol 1)
und einer Fibrinogenkonzentration von 355 mg/dl unver-
diinnt sowie 1 + 1 und 1 + 4 mit physiologischer Koch-
salzlésung verdiinnt und mit steigenden Mengen eines
Patientenplasmapools mit normaler Triglyceridkonzentra-
tion (120 mg/dl; 1,37 mmol/l) und einer Fibrinogen-
konzentration von 559 mg/dl gemischt. Dabei ergeben
sich in den Mischplasmen berechnete Fibrinogen-
konzentrationen zwischen 539 und 339 mg/dl. Die aus
Vierfachbestimmungen gemittelten Konzentrationen von
»Derived Fibrinogen“ wurden mit den berechneten Wer-
ten verglichen. Die Wiederfindung wurde als der Pro-
zentsatz der gefundenen, bezogen auf die berechneten
Fibrinogenkonzentrationen ermittelt (Abb. 5).

Bestimmung von DF in Gegenwart hoher
Blllrubmkonzentratlonen

Von einem Patientenserum mit einer Bilirubinkonzentra-
tion von 24,1 mg/dl (412,1 pmol/1) wurden 8 Teile mit 2
Teilen Citratlosung versetzt. Das Citratserum und daraus
mit physiologischer Kochsalzlosung hergestellte Verdiin-
nungen wurden mit steigenden (von 10 bis 90 %)
Volumenanteilen von Poolplasma mit einer Bilirubinkon-
zentration von 0,4 mg/dl (6,84 pumol/l) und einer Fibrin-

ogenkonzentration von 533 mg/dl versetzt. Die Wieder-
findung wurde als der Prozentsatz der gefundenen, be-
zogen auf die berechneten Fibrinogenkonzentrationen
ermittelt (Abb. 6).

Bestimmung von DF in Gegenwart hoher
Hamoglobinkonzentrationen

Aus Citratblut wurden durch Zentrifugation die zelluli-
ren Bestandteile isoliert und viermal mit 4-5 Volumen-
anteilen physiologischer Kochsalzldsung gewaschen.
Die gewaschenen Zellen wurden mit 1 Teil destillier-
tem Wasser und 0,5 Anteilen Chloroform 3 Minuten
kréftig geschiittelt und anschliefSend 20 min bei 3000 g
zentrifugiert. 20 pl des Uberstandes wurden mit 5 ml
Transformatlonslosung (Reaktionslosung Nr. 9405,
Diagnostica Merck, Darmstadt) versetzt und die Himo-
globin (Hb)-Konzentration photometrisch bestimmt. Das
Hamolysat mit einer Hb-Konzentration von 12,1 g/dl
(7,51 mmol/l) und daraus mit physiologischer Kochsalz-
16sung hergestellte Verdiinnungen wurden jeweils im
Verhiltnis 1 + 1 mit einem Citratplasmapool mit einer
Fibrinogenkonzentration von 376 mg/dl versetzt und die
Fibrinogenkonzentration bestimmt. Die Wiederfindung
wurde als der Prozentsatz der gefundenen, bezogen auf
die berechneten Fibrinogenkonzentrationen ermittelt
(Abb. 7).

Bestimmung von DF in Gegenwart hoher
monoklonaler Inmunglobulin-Konzentrationen

Plasmaproben von 4 Patienten mit einem Plasmocytom
(Tabelle 1) wurden mit 4 Poolplasmen aus der allgemei-
nen Routine des Hiamostaselabors verdiinnt. In den ge-
poolten Plasmen waren APTT, PT (Quick), TZ und AT III
im Referenzbereich. Die Fibrinogenkonzentrationen in
den 4 Poolplasmen waren: 330 mg/dl fiir Patientenplasma
1, 572 mg/dl fir Patientenplasma 2, 421 mg/dl fiir
Patientenplasma 3 und 360 mg/dl fiir Patientenplasma 4.
Diese Fibrinogenkonzentrationen wurden gewihlt, um die
Bestimmungen in den Patient/Pool-Mischplasmen in ei-
nem mdglichst optimalen Mefbereich (200-550 mg/dl

Tabelle 1. Immunglobulin (Ig-) und Fibrinogen (Fg)-Konzentra-
tionen bei 4 Patienten mit Plasmacytom. Referenzbereich des
Kappa/Lambda-Quotienten 1,2 -2,7

Patient I1g-Typ Ig-Konz. Kappa/Lambda Fg-Konz.

mg/dl Quotient mg/dl
1 IgM-Kappa 4900 47,8 130
2 IgA-Lambda 4500 0,08 147
3 IgG-Lambda 2900 0,05 510
4 IgG-Lambda 2600 0,32 250
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Fibrinogen) durchfiihren zu kdnnen. Um einen Einflufl
der monoklonalen Immunglobuline auch im unteren
Konzentrationsbereich erfassen zu kdnnen und um nicht-
lineare Matrixeffekte zu untersuchen, wurden die Plas-
men der Plasmocytompatienten zusitzlich mit physiolo-
gischer Kochsalzlésung 1 + 1 und 1 + 3 verdiinnt einge-
setzt. Die Konzentrationen der Immunglobuline variier-
ten damit in den Mischplasmen zwischen 234 mg/dl und
4410 mg/dl. Die Wiederfindung von DF wurde als der
Prozentsatz der gefundenen, bezogen auf dic berechnten
Fibrinogenkonzentrationen ermittelt (Tabelle 3).

Statistische Auswertung

Dic statistische Auswertung erfolgte nach der Methode
von Passing und Bablok.
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Abb. 1. Vergleich von Fibrinogenbestimmungen nach der
DF- und der Clauss-Methode flr ein ,gerinnungs-
normales” Patientenkollektiv.
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Abb. 2. Vergleich von Fibrinogenbestimmungen nach der

DF- und der Clauss-Methode fiir ein Patientenkollektiv
mit aktivierter Hamostase.
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Abb. 3. Verlauf der Fibrinogenkonzentrationen, die wih-
rend einer Streptokinase-Therapie mit 3 verschiedenen
Methoden gemessen wurden.

Ergebnisse

Korrelation der Fibrinogenergebnisse mit der
DF-Methode und der Clauss-Methode

Die vergleichende Bestimmung von Fibrinogen mit der
DF- und der Clauss-Methode in Patientenplasmen, in
denen die Prothrombinzeit (Quick-Test), die APTT, die
Thrombinzeit, die FSP, und AT III Ergebnisse im Refer-
enzbereich aufwiesen, zeigt Abbildung 1. Bei diesen Pa-
tienten war eine gute Korrelation bis zu Fibrinogenkon-
zentrationen von 1000 mg/dl gegeben. Vergleichbare Re-
sultate wurden mit unterschiedlichen Reagenzienchargen
fiir das Prothrombin-Reagenz iiber mehrere Jahre erhal-
ten. Bei Patienten mit gestorter Gerinnung, darunter post-
operative Patienten einer Intensivstation, Patienten von
onkologischen Stationen und Patienten unter fibrino-
Iytischer Therapie mit pathologischen Gerinnungspara-
metern, korrelieren dagegen beide Methoden erwartungs-
gemil weniger gut (Abb. 2). Insbesondere bei Patienten
unter einer Lysetherapie treten deutliche Diskrepanzen
[27, 28, 30, 31] auf (Abb. 3).

Imprézision und Linearitat der DF-Methode

Die Imprazision in der Serie wurde fiir eine hohe und
eine niedrige Fibrinogenkonzentration in zwei Patienten-
plasmen bestimmt (Tabelle 2). Die Serienlinge von

Tabelle 2. Prizision der Fibrinogenbestimmung nach der DF-
Methode in der Serie mit 2 Patientenplasmen und von Tag zu
Tag mit Kontroliplasma Verify-U-N

X s VK N
mg/dl mg/d|
Patient 1 569,4 12,3 2,2 18
Patient 2 78,2 33 4,3 18
Verify-U-N  251,4 14,0 5,6 4623
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Abb. 4. Linearitatsprufung der DF-Methode mit Misch-
plasmen und verdiinnten Plasmen.

N = 18 entspricht der Hochstzahl der auf einem Reaktions-
rotor maximal durchfiihrbaren Patientenanalysen. Fiir die
Imprézision vonTag zu Tag wurden die im gerdteeigenen
Qualitdtskontrollprogramm gespeicherten Daten der
Richtigkeitskontrolle herangezogen. Zur Auswertung ka-
men 4623 Messungen iiber einen Zeitraum von 5 Mona-
ten, in denen keine Zwischenkalibration erforderlich war
(Tabelle 2). Mit Variationskoeffizienten auch bei niedri-
gen Fibrinogenkonzentrationen von unter 5 % in der Se-
rie und von 5,6 % von Tag zu Tag wurde eine gute Prézi-
sion erreicht. Sowohl in unverdiinntem als auch in dem
mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnten Misch-
plasma fanden wir im Mefbereich von 40-990 mg/dl eine
gute Linearitat (Abb. 4).
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Abb. 5. EinfluB der Triglyceridkonzentration auf die Wie-
derfindung des ,,Derived Fibrinogens". Die gemessenen
Fibrinogenkonzentrationen variierten in einem Bereich
von 579 bis 341 mg/dl. Die Balken geben die Ergebnis-
bereiche von Mehrfachbestimmungen wieder.
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Abb. 6. EinfluB der Biiirubinkonzentration auf die Wie-
derfindung des ,,Derived Fibrinogens*“. Die gemessenen
Fibrinogenkonzentrationen variierten in einem Bereich
von 52 bis 501 mg/dl. Die Balken geben die Ergebnis-
bereiche von Mehrfachbestimmungen wieder.

EinfluB erh6hter Konzentrationen von
Triglyceriden, Bilirubin, Himoglobin und
Iimmunglobulinen

Abbildung 5 zeigt, daf3 die prozentualen Abweichungen
der gefundenen von den berechneten Fibrinogen-
konzentrationen im gepriiften Konzentrationsbereich der
Triglyceride zwischen -4 % und +15 % liegen. Die par-
allel dazu gemessenen Fibrinogenkonzentrationen nach
Clauss zeigten ebenfalls iiber den gesamten Konzen-
trationsbereich der Triglyceride eine gute Ubereinstim-
mung.
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Abb. 7. EinfluB der Hamoglobinkonzentration auf die
Wiederfindung des ,Derived Fibrinogens®. Die gemes-
senen Fibrinogenkonzentrationen variierten in einem
Bereich von 148 bis 168 mg/dl. Die Balken geben die
Ergebnisbereiche von Mehrfachbestimmungen wieder.
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Tabelle 3. Wiederfindung bei der Fibrinogenbestimmung nach
der DF-Methode in Gegenwart verschiedener IgM-Konzentra-
tionen. Angegeben sind kieinster (min) und grdBter (max) sowie
der Median-Wert von 6 aufeinanderfolgenden Bestimmungen

Monoklonale Wiederfindung
Konzentration %

IgM-Kappa mg/di min Median max
4410 94 102 107
3430 103 105 106
2940 110 113 114
2450 101 103 105
1960 97 100 104,
1470 98 103 107
1225 99 106 109

980 104 106 110

613 97 103 107

490 94 95 97
Mittelwerte 99,7 103,6 106,6

Fiir die DF-Methode konnte eine Beeinflussung der
Fibrinogenkonzentration durch steigende Bilirubin-
konzentrationen von 2,9-20,9 mg/dl (49,6-352,4 umol/1)
nicht abgeleitet werden (Abb. 6). Bei der Clauss-Metho-
de wurden dagegen unter den gegebenen Versuchsbedin-
gungen oberhalb einer Bilirubinkonzentration von 15 mg/
dl (256 pmol/l) nur noch etwa 80 % der berechneten Kon-
zentrationen ermittelt (Ergebnisse nicht gezeigt).

Der Einflu8 zunehmender Himolyse auf die DF-Me-
thode geht aus Abbildung 7 hervor. Durch steigende
Himoglobinkonzentrationen im Bereich von < 0,1 bis
6,0 g/dl (< 0,06 bis 3,73 mmol/l) konnten wir fiir die DF-
Methode keine nennenswerte Beeinflussung der Fibri-
nogenbestimmung nachweisen. Dieses traf auch, im Ge-
gensatz zu den Ergebnissen von Brezniak et al. [32], fiir
die Fibrinogenbestimmung nach Clauss zu.

Eine Beeinflussung der Fibrinogenbestimmung durch
hohe Konzentrationen monoklonaler Immunglobuline
vom IgG- und IgA-Typ lieB sich ebenfalls nicht nachwei-
sen. Einen geringen Einfluf} auf die Wiederfindung zeig-
te die Aufstockung des Plasmapools mit dem Plasma des
Patienten mit Morbus Waldenstrém (Tabelle 3).

Diskussion

Die Fibrinogenbestimmungen nach der ,,Derived Fibri-
nogen“- und nach der Clauss-Methode sind gerinnungs-

physiologische Tests, die sich mefitechnisch grundsitz-

lich unterscheiden. Bei der DF-Methode wird das gefill-
te Fibrinogen, das am Ende der Prothrombinzeit-Bestim-
mung (Quick) entsteht, optisch quantifiziert. Unter ge-
eigneten Versuchsbedingungen ist die Differenz der opti-
schen Dichte bzw. der Lichtstreuung vor und nach voll-
stindigem Ablauf der Gerinnungsreaktion proportional
der Fibrinogenkonzentration. Bei der Methode nach
Clauss wird die Zeit bis zur Bildung eines erfaf3baren

Lab. med. 19: 319-327 (1995)

Gerinnsels ermittelt. Diese Zeit ist in einem engen Be-
reich proportional der Fibrinogenkonzentration. Es ist
daher zu erwarten, daB beide Methoden nicht immer dek-
kungsgleiche Ergebnisse liefern. Die Unterschiede wer-
den zunehmend deutlich seitdem beide Methoden routi-
nemifig eingesetzt und verglichen werden. Unklar ist,
unter welchen Bedingungen welche der beiden Metho-
den die richtigen Werte liefert. Sicher ist, daB bei einer
Lysetherapie die Clauss-Methode falsch niedrige bis nicht
mehr meBbare Fibrinogenkonzentrationen ermittelt
(Abb. 3). Dies beruht auf ihrer Empfindlichkeit gegen-
liber Spaltprodukten. Je nachThrombinaktivitit, Heparin-
inhibitor-Konzentration im Reagenz iibt dariiber hinaus
Heparin einen variablen Einfluf3 aus. Unter der Lyse-
therapie liefert die DF-Methode daher die klinisch eher
plausiblen Werte [27, 28, 30].

Von Labor zu Labor wurden sehr unterschiedliche Kor-
relationen zwischen DF-Fibrinogen und Fibrinogen nach
Clauss berichtet [25-28]. Eine gute Korrelation wird iiber-
wiegend nur in einem mittleren, engen Konzentra-
tionsbereich gefunden. Die DF-Methode soll im oberen
Referenzbereich ,,falsch* hohe Werte liefern. Als Ursachen
dieser Abweichungen von unseren Ergebnissen kdnnen
Ursprung und Zusammensetzung des Prothrombin-
reagenzes, die Art der Kalibration und die Matrix des
Kalibrationsmaterials diskutiert werden. So eignen sich
nach unseren Erfahrungen kaufliche Fibrinogenstandards
nicht fiir eine Kalibration von DF [33, 34]. Eine matrix-
konforme, d. h. mit Patientenplasmen durchgefiihrte Kali-
bration ergibt die besten Ergebnisse. Eine gute Korrelati-
on kann auch nur dann erwartet werden, wenn in den zu
untersuchenden Patientenplasmen vorwiegend normales,
intaktes Fibrinogen vorliegt. Das ist am ehesten zu erwar-
ten bei Patientenplasmen, die zwar unterschiedlich hohe
Fibrinogenkonzentrationen, aber normale Gerinnungs-
globaltests aufweisen. Untersucht man dagegen Patienten
aus chirurgischen oder internistischen Stationen mit pa-
thologischen Gerinnungszeiten in den Globaltests, so ist
die Korrelation deutlich schlechter. Das ist zu erwarten, da
Fibrin-/Fibrinogen-Spaltprodukte (FSPs) die Clauss- und
die DF-Methode unterschiedlich beeinflussen. So erhdhen
die mittleren Spaltprodukte wie SpaltproduktY die Licht-
streuung durch Koprizipitation und fithren so in der DF-
Methode zu hoheren Werten [35]. Diese Spaltprodukte
hemmen jedoch die Fibrinbildungsgeschwindigkeit und
verursachen daher bei der Clauss-Methode falsch niedrige
Resultate. Noch ausgeprigter ist der Hemmeffekt in der
Clauss-Methode bei den ,,spiten” Spaltprodukten D und
E, die im Gegensatz dazu die DF-Methode am ACL nicht
beeinflussen [35]. Der Einflu8 des ,,friihen Spaltproduk-
tes X wird noch kontrovers diskutiert [35, 36].

Der unterschiedliche Einfluf3, den polymerisations-
hemmende und koprézipitierende Spaltprodukte auf bei-
de Methoden haben, kann genutzt werden, um aus
Parallelbestimmungen mit beiden Methoden Hinweise auf
das Vorliegen unterschiedlicher FSPs zu gewinnen. Ge-
zielte Untersuchungen mit spezifischen Antikorpern ge-
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gen einzelne Epitope der verschiedenen Degrada-
tionsprodukte [36] konnen dann folgen, um solche Hin-
weise zu verifizieren. Anhaltspunkte fiir das Vorliegen
von Dysfibrinogendmien diirften gleichfalls leichter zu
gewinnen sein und wiren dann beispielsweise auf DNA-
Ebene abzukléren. Auch eine unterschiedliche Beeinflus-
sung beider Methoden durch'eine verdnderte Plasma-
matrix in Anwesenheit von Medikamenten wie Plasma-
expander kann durch Parallelbestimmungen leichter er-
kannt werden.

Verglichen mit der Bestimmung nach Clauss weist die
DF-Methode eine deutlich hohere Prazision von Tag zu
Tag auf und ist unter diesem Aspekt den anderen
Fibrinogen-Bestimmungsmethoden tliberlegen [37]. Ins-
gesamt ist die Imprazision fiir die Routineanalytik als
befriedigend zu bezeichnen. Fiir die Bewertung des
Fibrinogens als méglichen pradiktiven Marker thrombo-
embolischer Komplikationen wire allerdings eine noch
bessere Préizision wiinschenswert.

Die Methode nach Clauss ist linear in einem Bereich
von etwa 150—500 mg/dl. Nach Angaben des Herstellers
vom Mef3gerit (IL) und dem von uns eingesetzten Rea-
genz (PT-Fibrinogen) wurde DF im Konzentrationsbereich
von 40-800 mg/dl linear gefunden. Das entspricht dem
Linearititsbereich anderer automatisierter Fibrinogen-Be-

" stimmungsmethoden [38, 39]. Werte oberhalb und unter-
halb dieser Grenzen werden vom Gerét gekennzeichnet.
Werte oberhalb von 999 mg/dl werden nicht mehr als Er-
gebnis, sondern als (,,X X X*) am Bildschirm angegeben
und auch so ausgedruckt. Mit den in einem Zeitraum von
6 Jahren untersuchten Reagenzienchargen konnten wir
die diesbeziiglichen Angaben des Herstellers bestitigen.
Im Bereich hoher Fibrinogenkonzentrationen reichte die
Linearitdt sogar bis 1000 mg/dl, so da8 Werte bis 999
mg/d] ohne Korrektur iibernommen werden konnen. Noch
hohere Fibrinogenkonzentrationen werden als > 1000 mg/
dl mitgeteilt. Verdiinnungen zur genaueren Konzentrations-
bestimmung werden von uns in der Regel nicht durch-
gefiihrt.

Lipamische Proben stellen an alle photometrischen
Mefmethoden hohe Anforderungen sowohl durch die
Eigentriibung als auch durch eine mogliche Verdnderung
dieser Triibung im Verlauf der zu beobachtenden Reakti-
on bzw. Gerinnung. Dieser Storfaktor ist sowohl bei den
optisch messenden Clauss-Methoden [40] als auch bei
der DF-Methode zu beachten. In der nephelometrischen
DF-Methode war bis zu einem Triglyceridwert von iiber
1500 mg/dl (> 17 mmol/l) mit den ACL-Geréten der neu-
en Generation (seit etwa 1989) mit Leuchtdioden-
Detektion kein Einflufl der Lipamie nachweisbar. Im
Routinebetrieb wurden gelegentlich auch Plasmen mit
Triglyceridwerten > 4000 mg/dl (> 45 mmol/l) noch ge-
messen. Beim Einsatz der ilteren Gerite mit He-Ne-La-
ser wurden Interferenzen hingegen bereits ab einer
Triglyceridkonzentration von 450 mg/dl (5 mmol/l) nach
Zugabe einer Milchemulsion zur Probe beschrieben [35].
Es ist naheliegend, dafl neben den spezifischen Eigen-

schaften des Gerites vorwiegend die Triibungseigen-
schaften der eingesetzten oder vorhandenen Lipidpartikel
und nicht die reine Triglyceridkonzentration fiir diesen
EinfluB ausschlaggebend sind.

Die bei einem posthepatischen Ikterus im Blut auftre-
tenden hohen Bilirubin- und Gallensalzkonzentrationen
fithren bei zahlreichen Labor-Parametern zu einer deutli-
chen Beeinflussung der Ergebnisse. Vergleichbare Un-
tersuchungen fiir das DF sind uns nicht bekannt. AmACL
300 wurden bei extrem ikterischen Plasmen und Bilirubin-
konzentrationen > 30 mg/dl gelegentlich keine Fibri-
nogenkonzentrationen ausgedruckt. Bis zu einer Bili-
rubinkonzentration von 20 mg/dl (350 pmol/l) konnten
wir keinen Einfluf} feststellen.

Nach neueren Untersuchungen [32] beeinflussen Hi-
moglobin und Himoglobinderivate die Fibrinpolymerisa-
tion und die quantitative Fibrinogenbestimmung. Eine
starke Hamolyse konnte dariiber hinaus durch eine zu
hohe Ausgangsextinktion die Messung in solchen Pro-
ben grundsitzlich verhindern. Aufierdem kénnte sie so-
wohl die nephelometrischen Streueigenschaften der
Probenmatrix vor und nach Bildung des Fibrinkoagels
als auch die Lichtstreuung durch das Gerinnsel selbst
beeinflussen. Hamolytische Plasmen mit einem Himo-
globingehalt von bis zu 6 g/dl (3,7 mmol/l) kénnen nach
unseren Erfahrungen dennoch fiir die quantitative
Fibrinogenbestimmung eingesetzt werden. Wegen zu ho-
her Himoglobinkonzentration und dadurch bedingter zu
hoher Ausgangs- oder Endextinktion oder wegen insta-
biler Streueigenschaften des gebildeten Gerinnsels wur-
de bisher keine hamolytische Patientenprobe am ACL ver-
weigert. Einen Einflufl von Himoglobin oder Himo-
globinderivaten auf die Fibrinogenbestimmung [32] konn-
ten wir weder fiir die DF- noch fiir die Clauss-Methode
beobachten.

+ Bei Myelompatienten und insbesondere bei Patienten
mit einer Makroglobulinimie Waldenstrom werden ver-
mehrt himorrhagische Diathesen beobachtet. Dafiir wer-
den sowohl Hemmungen der zelluldren Hdmostase durch
»coating® der Plattchen, eine Bindung und Inaktivierung
von Gerinnungs- und Lysefaktoren durch die Immun-
globuline als auch eine Hemmung der Fibrinbildungs-
reaktion verantwortlich gemacht. Nach Deutsch und
Lechner [41] finden sich bei etwa 1/3 der Myelom-
patienten eine verlingerte Thrombin- und Reptilasezeit.
Diese Effekte beruhen auf einer Hemmung der Fibrin-
polymerisation durch ,,Paraproteine®. Bei allen Fibrin-
ogenbestimmungen, die einen Fallungsschritt beinhalten
[11, 12, 19, 20, 21, 23-28] ist neben der Wirkung der
monoklonalen Immunglobuline als Antithrombine vom
Antipolymerasetyp [41] auch mit ihrer Koprazipitation
zu rechnen. Somit sind bei diesen Fibrinogenbestim-
mungsmethoden falsch hohe oder falsch niedrige Ergeb-
nisse nicht auszuschlieBen. Bei den vier untersuchten Plas-
men von Patienten mit IgA-, IgG- und IgM-Plasmacytom
wurden die grofiten Abweichungen fiir das Plasma des
Patienten mit M. Waldenstrdm beobachtet. Ein deutlicher

Lab. med. 19: 319-327 (1995)
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Effekt hoher monoklonaler Immunglobulinkonzentra-
tionen war jedoch in keinem Fall festzustellen. Auch wenn
cine klassenspezifische Wechselwirkung der Antikdrper
nicht nachzuweisen war, ist eine idiotypische Wechsel-
wirkung, wic auch bei der Clauss-Methode beobachtet
[42]), nicht auszuschlicBen.

Die nephelometrische DF-Mcthode an den ACL-Ge-
riten hat sich in unserem Labor iiber viele Jahre als eine
kostengiinstige, routinetaugliche und sichere Methode
bewihrt. Gute Ergebnisse wurden auch fiir gleichartige
[28, 40, 43] nephelometrische und turbidimetrische Mef3-
verfahren an Geriten anderer Hersteller berichtet. We-
gen ihrer cinfacheren, rationellen Durchfiihrung kénnte
daher die DF-Methode die Clauss-Methode in der
Routineanalytik ersetzen. Vor allem im Hinblick auf die
Bedeutung des Fibrinogens als Risikofaktor fiir kardio-
vaskulidre Erkrankungen besteht allerdings ein dringen-
der Bedarf fiir die Etablierung von Kalibrationsstandards
fiir alle Fibrinogenbestimmungen. Darauf zielen Bestre-
bungen auf nationaler (GTH Komitee zur Standardisie-
rung in der himostaseologischen Analytik, Arbeitsgrup-
pe ,,Fibrinogen®) und internationaler Ebene [44].
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