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Vorlaufige Referenzbereiche fiir 14 Proteine im Serum (fiir Erwachsene)
nach Standardisierung immunchemischer Methoden unter Bezug auf
das internationale Referenzmaterial CRM 470

Im Auftrag der Teilnehmer einer Consensus Konferenz*
in Frankfurt am 24. Mérz 1995 zur Publikation vorberei-
tet von G. Schumann, Hannover und F. Dati, Marburg

CRM 470 als Referenzmaterial fiir die
Bestimmung von 14 Proteinen im Serum

Die Standardisierung immunchemischer Analysen-
methoden zur Konzentrationsbestimmung von Protei-
nen im Serum ist erforderlich, damit zwischen Labora-
torien iibereinstimmende Ergebnisse erzielt werden kén-
nen. Eine wichtige Voraussetzung fiir die Standar-
disierung ist ein geeignetes Referenzmaterial, das fiir
die Kalibrierungen unterschiedlicher immunochemi-
scher Analysenprinzipien (z. B. Immunoturbidimetrie,
Immunonephelometrie, radiale Immundiffusion) als Be-
zug dienen kann.

Seit 1993 gibt es eine neue Referenzpriparation mit
zertifizierten Zielwerten fiir 14 Proteine. Diese Referenz-
préparation soll die weltweite Standardisierung immuno-
chemischer Bestimmungsverfahren von 14 Proteinen im
Serum ermdglichen. Mit der Herstellung, Charakterisie-
rung und Zertifizierung der Referenzpraparation war von
1990 bis 1993 das Komitee fiir Plasmaprotein-Standar-
disierung der International Federation of Clinical Chem-
istry (IFCC) befaf}t [1,2]. Das zertifizierte Referenzmater-
ial auf Basis von humanem Serum wird in Europa unter
der Bezeichnung CRM 470 (CRM= Certified Reference
Material) vom Bureau Communitaire de Réference der
Europiischen Union (BCR bzw. ,Measurements and

Testing*) angeboten. In den USA ist das zertifizierte Refe-’

renzmaterial unter der Bezeichnung Reference Prepara-
tion for Proteins in Human Serum (RPPHS Lot 5) iiber
das College of American Pathologists (CAP) erhiltlich.
Ein 186 Seiten umfassendes Protokoll enthalt detaillierte
Angaben iiber die Herstellungsprozedur, die Zertifizie-
rung und Vorschriften zur Verwendung der Referenzpri-
paration CRM 470 [3]"Die Dokumentation ist das Er-
gebnis erfolgreicher Zusammenarbeit von Wissen-
schaftlern aus den entsprechenden Fachgesellschaften,
Industrielaboratorien und klinischen Laboratorien.

* An der Consensus Konferenz, die auf Einladung der Deut-
schen Gesellschaft fir Laboratoriumsmedizin (DGLM) und
der Deutschen Gesellschatt fiir Klinische Chemie (DGKC)
zustande gekommen ist, nahmen ein Reprasentant der
Deutschen Gesellschaft fiir Immunologie und Représen-
tanten von 12 Diagnostika-Herstellern teil.

CRM 470 zeichnet sich gegeniiber fritheren Referenz-
materialien durch vorwiegend intakte Proteinstrukturen
aus. Die erhohte Stabilitit 148t Lagerung iiber mehrere
Jahre zu. Der Versand bei Raumtemperatur ist unkritisch.
Verbesserte optische Eigenschaften der Referenzpri-
paration tragen mafgeblich zur besseren Vergleichbarkeit
jener weit verbreiteten-Routineverfahren zur Bestimmung
von Proteinen im Serum bei, die auf optischen Analysen-
prinzipien (Immunoturbidimetrie, Inmunonephelometrie)
beruhen. Es ist nicht beabsichtigt, CRM 470 im Routine-
laboratorium als Kalibrator zu verwenden, obwohl das
Material von jedermann erworben werden kann. Das
Referenzmaterial ist vorzugsweise zur Anpassung entspre-
chender Masterkalibratoren fiir die 14 Proteine beim
Diagnostika-Hersteller bestimmt. Die Riickverfolgbarkeit
von Masterkalibratoren auf CRM 470 soll die Konstanz
kommerziell erhiltlicher Kalibratoren von Charge zu
Charge gewihrleisten und auch iiberpriifbar machen. Ziel-
werte in Kontrollproben sollen auch auf CRM 470 riick-
verfolgbar sein. Diese wichtigen Schritte zu einer inter-
national akzeptierten Standardisierung von immunoche-
mischen Bestimmungsmethoden fiir 14 Proteine im Se-
rum kdnnen mit der Verfiigbarkeit von CRM 470 einge-
leitet und kontrolliert werden. -

Bereits seit Mitte 1994 informieren die Diagnostika-
hersteller die Anwender iiber die bevorstehende Umstel-
lung der Proteinstandardisierung. Seitdem haben viele
Hersteller ihre Testpackungen und Testbeschreibungen
so gedndert, da3 die Kalibrierung entweder konventio-
nell durchgefiihrt oder auf CRM 470, bzw. fiir eine Uber-
gangszeit auf beide Kalibrierungen bezogen werden
kann. Es ist zu erwarten, daf} alle Diagnostika-Herstel-
ler im Laufe des Jahres 1995 ihre Testpackungen unter
Bezug auf die neue Kalibrierung &ndern, obwohl die
Umstellung fiir sie mit grofem logistischen Aufwand
und zusitzlichen Kosten verbunden ist. Die Ringver-
suchsveranstalter werden in der Ubergangsphase Aus-
wertungen in zweifacher Ausfithrung (konventionell ka-
librierte Tests und solche bezogen auf CRM 470) be-
reithalten. Es wurde bereits festgestellt, dafl Teilnehmer
an Ringversuchen in Unkenntnis falsche Zuordnungen
treffen.

Solange Testpackungen desselben Herstellers Anlei-
tungen fiir unterschiedliche Bezugssysteme enthalten,
lassen sich Fehlzuordnungen im Routinelaboratorium
trotz entsprechender Hinweise in den Packungsbeilagen
nicht ausschlieBen. Diese Situation kann bei der Inter-
pretation der MeBergebnisse problematisch sein, da fiir
einzelne Proteine nach Umstellung auf CRM 470 kali-
brierte Testverfahren erheblich gednderte Referenz-
bereiche gelten..
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Voraussetzungen fiir die Umstellung
auf CRM 470 und Empfehlungen der
Consensus Konferenz

Die Consensus Konferenz empfichlt im gemeinsamen
Interesse von Anwendern und Diagnostika-Herstellern eine
rasche Beendigung der Ubergangsphase, d. h. fiir die dekla-
ricrten 14 Proteinbestimmungen im Serum einc Umstellung
in allen Routinelaboratorien von konventioneller, firmen-
bezogener bzw. firmeneigener Kalibrierung auf Bezugs-
systeme mit CRM 470. Dic Umstellung kann im Laufe der
2. Jahreshiilfte 1995 erfolgen. Hierfiir sind folgende Voraus-
setzungen erfiillt:

— Alle Hersteller werden ihre Diagnostika mit Bezug auf

CRM 470 umgestellt haben. In den Packungsbeilagen

wird hierauf eindeutig hingewiesen.

— Kommerzielle Kontrollmaterialien mit Zielwerten un-
ter Bezug auf CRM 470 sind verfligbar.

— Uber vorliufige Referenzbereiche wurde ein Consen-
sus getroffen.

Consensus (iber vorldufige
Referenzbereiche

Im Zuge der Umstellung auf CRM 470 ist die Anderung
verschiedener Referenzbereiche unvermeidbar. Ein we-
sentliches Ziel der internationalen Standardisierung ist
die Festlegung methodenunabhingiger, einheitlicher
Referenzbereiche, obwohl diese zum Umstellungstermin
aus verschiedenen Griinden noch nicht vorliegen konnen:

— Fiir die Ermittlung neuer Referenzbereiche unter Be-
zug auf CRM 470 sind wissenschaftlich fundierte Stu-
dien erforderlich. Die Planung entsprechender Studi-
en, ihre sorgfaltige Durchfiihrung, Auswertung und Pu-
blikation erfordern erfahrungsgemif einen Zeitraum
von 2-3 Jahren.

— Bevor diese Studien begonnen werden, sollte nachweis-
bar sein, daf nach Umstellung auf CRM 470 die an-
gestrebte Harmonisierung von Proteinbestimmungen
im Serum tatséchlich eintritt. Ein wichtiges Beurtei-
lungskriterium hierfiir, das jedoch erst nach der Umstel-
lung wirksam wird, ist die Qualitétssicherung (Ergeb-
nisse von Ringversuchen).

— Die Anderung der Referenzbereiche mit Hilfe von
Konversionsfaktoren (konventlonelle Kalibrierung /
CRM 470 Kalibrierung) ist fiir eine Ubergangsphase
hilfreich, kann allerdings auf lange Sicht nicht befiir-
wortet werden. Es ist nicht auszuschlieflen, daf} mit
Hilfe von Konversionsfaktoren Referenzbereiche um-
gerechnet werden, deren Urspriinge nicht mehr genii-
gend nachvollziehbar sind.

— Es gibt bisher eine publizierte Referenzwertstudie mit
Bezug auf CRM 470 [4], eine zweite Publikation ist in
Vorbereitung [5]. Zwei weitere Studien nehmen, wenn
auch in unterschiedlicher Weise, bei der Festlegung der
Referenzintervalle indirekt Bezug auf CRM 470 [6, 7]

Alle durchgefiihrten Studien haben nur vorliufigen
Charakter. AuBierdem schrinken unterschiedliches
Design und uneinheitliche Kriterien der statistischen
Auswertung die Vergleichbarkeit der ermittelten Refer-
enzbereiche ein.

Die vorldufigen Referenzbereiche in der Tabelle 1 fiir Er-
wachsene kaukasischer Abstammung sind Consensus-
bereiche auf Vorschlag der Konferenz in Frankfurt vom
24.3.1995. Dic Festlegungen beruhen auf Vergleichen von
Referenzbereichen aller zitierten Studien und mehreren,
mittels Konversionsfaktoren umgerechneten Referenz-
bereichen. Die Referenzpriparation CRM 470 enthilt nur
das Fragment C3c im Gegensatz zu intaktem C3 in nati-
ven, frischen Serumproben. Auf Grund unterschiedlicher
Reaktivitdt der Antiseren gegen intaktes C3 bzw. C3-Frag-
mente werden in frischer -Serumproben niedrigere C3-
Konzentrationen als in 2-3 Tage alten Serumproben ge-
messen. Bei der Festlegung des vorlaufigen Referenz-
bereiches fiir Haptoglobin durch die Consensus Konferenz
wurde der Einfluf3 unterschiedlicher Verteilung der
Haptoglobinphanotypen nicht beriicksichtigt. Zukiinftige
Referenzwertstudien fiir Haptoglobin sollten unter Einbe-
ziehung elektrophoretischer Phanotypisierung von Hp 1-
1, Hp 2-1 und Hp 2-2 erfolgen. Die vorlaufigen Referenz-
bereiche sollen fiir 14 Proteine im Serum methoden-

Tabelle 1. Vorldufige Referenzbereiche (auf Empfehlung der
Consensus Konferenz *) fiir 14 Proteine im Serum auf Basis des
Referenzmaterials CRM 470, giltig fir Erwachsene kaukasischer
Abstammung

Protein im Serum Vorlaufige Referenzbereiche

@M
Albumin 35-52
o1-Antitrypsin
(a1-Proteinaseinhibitor) 09-2,0
C3-Komplement* 09-1,8
C4-Komplement 0,1-0,4
Coeruloplasmin 0,2-0,6
C-reaktives Protein
(CRP) bis 0,005
o1-Glykoprotein, saures
(Orosomucoid) 0,5-1,2
Haptoglobin 0,3-2,0
IgA ) 0,7-4,0
1gG 7-16
IgM e 04-23
a2-Makroglobulin 1,3-3,0
Praalbumin
(Transthyretin) 0,2-0,4
Transferrin 2,0-3,6

* Bei frischen Proben sind fiir C3 niedrigere Referenzbereiche
zu erwarten.
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unabhingig gelten. Jedoch sollte auch bei Bezug auf
CRM 470 beriicksichtigt werden, dafl biologische Einfluf3-
groBen oder matrixbedingte Storgrofen (z. B. Triibbung —
Lipamie und Hamolyse des Serums) zu Veranderungen der
Mefsignale fiihren konnen, die von den verwendeten An-
tikorpern im Testsystem bzw. vom verwendeten immun-
ochemischen Analysenprlnzxp abhingen. Hierzu sind die
publlzlerten Ergebnisse in der Fachliteratur und die Hin-
weise der Testhersteller zu beachten.

Der Consensus wird von der IFCC, von verschiedenen
europdischen Fachgesellschaften und den Diagnostika-
Herstellern getragen (Tabelle 2). Die Arzteschaft wird iiber
die ,,Ankiindigung neuer Normalbereiche fiir 14 Proteine
im Serum* mit einer Publikation informiert [8]. DieTabel-
le 2 kann nicht den Anspruch auf Vollstandigkeit und blei-

Tabelle 2. Fachgesellschaften und Diagnostika-Hersteller, die
dem Consensus (iber vorlaufige Referenzbereiche fiir 14 Serum-
proteine zugestimmt haben

Wissenschaftliche Gesellschaften

International Federation of Clinical Chemistry (IFCC);
Committee on Plasma Protein Standardization
Deutsche Gesellschaft fir Immunologie (DGI)
Deutsche Gesellschaft fur Klinische Chemie (DGKCh)-
Deutsche Gesellschaft fir Laboratoriumsmedizin (DGLM)
Osterreichische Gesellschaft fiir Klinische Chemie (OGKC)
Osterreichische Gesellschaft fiir Labormedizin (O0GLM)
Schweizerische Union fir Laboratoriumsmedizin (SULM)

Diagnostika-Hersteller

ABION

Abbott GmbH

Bayer Diagnostics GmbH

Beckman Instruments GmbH

Becton Dickinson GmbH

Behringwerke AG

Biokit GmbH

bioMérieux GmbH

The Binding Site

Boehringer Mannheim GmbH

Dako Diagnostica GmbH

DADE Diagnostika GmbH

Du Pont de Nemours Deutschiand GmbH
Hoffmann-La Roche AG

Human Gesellschaft fiir Biochemica und Diagnostica mbH
Johnson & Johnson Clin. Diagnostics

E. Merck Vertrieb Diagnostica

Orion Diagnostica —-

Sanofi Diagnostics Pasteur GmbH

Wako Chemicals GmbH

bende Aktualitit erheben. Allen Diagnostika-Herstellern
wird empfohlen, in ihren Informationsschriften und
Packungsbeilagen die aufgefiihrten vorldufigen Referenz-
bereiche zu zitieren. Hersteller, die in Vorschriften und
Verfahrensanweisungen intern im Sinne der Qualititssi-
cherung diese Umstellung dokumentieren und den Empfeh-
lungen der Consensus Konferenz folgen, leisten einen wich-
tigen Beitrag zur Harmonisierung der immunochemischen
Proteinbestimmungen im Serum.
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1. Europiisches Prianalytik-Symposium in Tampere/Finnland,

1.- 2. Juli 1995

Auf Einladung von W G. Guder, Miinchen, trafen sich
vor Beginn des XI. Europiischen IFCC-Kongresses in
Tampere Wissenschaftler mit besonderem Interesse fiir
Fragen der Prianalytik. Das genaue Thema des Sympo-
siums lautetc: ,Samples from patients to laboratories —
The impact of the pre-analytical phase on the quality of
laboratory results*. Referenten aus dem westlichen Eu-
ropa und aus den USA behandelten in insgesamt 17 Vor-
triigen verschicdene Themenkreise:

Zeitmanagement

NachJ Stuart, Birmingham, sind heute turn-around-time
des Laborbefundes, Aufwand fiir die Blutentnahme und
generell die Piinktlichkeit des Service wesentliche Krite-
rien fiir die Beurteilung eine Laboratoriums durch die
klinischen Partner und externe Gutachter. W G. Guder
wies auf den weithin unterschitzten Zeitbedarf fiir die
Prianalytik hin. Fortschritte im Zeitmanagement setzen
voraus, daf3 die Zeiten fiir die einzelnen Etappen der
Informationsschleife Patient — Probe — Laborbefund —Arzt
festgehalten werden. Das Laboratorium muf} versuchen,
die Logistik auch auflerhalb des eigenen Bereichs zu op-
timieren, nicht zuletzt in Hinblick auf die zunehmende
Tendenz zur ,,patientennahen* Analytik.

Pradanalytisches Konsil und
Informationsangebot

Die Indikationsstellung fiir Laboruntersuchungen erfolgt
oft ohne Nutzung des im Laboratorium vorhandenen
Beratungspotentials. Gegeniiber den achtziger Jahren ist
durch die Zunahme verfiligbarer Tests bei unzureichen-
der Ausbildung an den Universitédten die Situation kei-
neswegs besser geworden (P Hagemann/Miinsterlingen).
A. Deom, Genf, schldgt vor, daf3 grofie Laboratorien die
vom Einsender benétigte umfangreiche Information zur
Prianalytik im elektronischen Medium speichern und
per Bildschirm iibermitteln, um bei Verdnderungen den
kostspieligen Neuausdruck einzusparen. In England wur-
de ein wissensbasiertes Computer-System zur Testaus-
wahl entwickelt, das dem Kliniker gemif vereinbarter
Regeln und unter Beriicksichtigung der aktuellen klini-
schen Situation Labortests vorschldgt (Margret Peters,
Birmingham). Es ist an verschiedenen Kliniken im Ein-
satz und kann das Antragsverhalten giinstig beeinflussen
(weniger Notdienstuntersuchungen, Reduktion der ein-
fachen Routineuntersuchungen, vermehrte Beantragung
spezieller diagnosebezogener Tests).

Qualitatssicherung durch Beriicksichtigung
der Probenstabilitat

Es fehlen bisher in der Laboratoriumsmedizin fiir Proben-
stabilitdt und -haltbarkeit eindeutige Begriffsdefinitionen

und Protokolle fiir ihre Evaluierung. Ein Vorschlag zur
Ermittlung maximaler Transport- und Lagerungszeiten
fir Laborproben, der die medizinischen Erfordernisse
analog den Richtlinien der BAK zur Qualittsischerung
beriicksichtigt, wurde von F da Fonseca-Wollheim, Ber-
lin, zur Diskussion gestellt. Wegen des Fehlens dokumen-
tierter quantitativer Haltbarkeitsdaten sind in der letzten
Zeit systematische Studien beziiglich der am Hitachi-
Analyzer bestimmbaren Serum-Analyte durchgefiihrt
worden (M. Heins, Diisseldorf). Nach P. Winkel (Copen-
hagen) wire es angebracht, die Veranderungen der Pro-
ben wihrend der ,,prainstrumentellen Phase* durch Mes-
sungen zu verschiedenen Zeiten zu iiberwachen und da-
mit ein Art Qualitétskontrolle der Praanalytik zu etablie-
ren. B. Zawta (Mannheim) berichtete iiber eine in Vorbe-
reitung befindliche Publikation, in der nach den besten
verfiigbaren Quellen Haltbarkeitsdaten fiir {iber 200 Me83-
groflen nach einem einheitlichen Schema dargestellt wer-
den sollen. Nach Studien von M. J. Driver, Liverpool,
sind einige Proteohormone im Vollblut stabiler als bis-
her angenommen (gilt jedoch nicht fiir Renin!). Ob des-
wegen bei Bestimmungen dieser Hormone unzentri-
fugiertes Blut versandt werden sollte, erscheint fraglich,
da Immunoassays besonders empfindlich auf Anderun-
gen der Matrix reagieren (R. Masseyeff, Nizza).

Probenidentifikation

Es laufen Entwicklungen, die durch Miniaturisierung des
Speichermediums die an dem Probengefafl angebrach-
ten Informationsmaglichkeiten zu erweitern (RA. Bonini,
Mailand).

Fehler bei der Probennahme

Unzureichend gefiillte Citratréhrchen fithren nach
K. Bauer, Wien, bereits bei Abweichungen um 25 %
regelméfBig zu klinisch relevanten Abweichungen bei Ge-
rinnungstests. Nach diesen Beobachtungen wurde
in Zusammenarbeit mit Klinikern und Pflegepersonal eine
Standardisierung der Entnahmeprozedur ausgearbeitet.

Interferenzen und unerwiinschte
Nebenwirkungen

. In einer umfangreichen Studie wurden fiir 20 héufig be-

stimmte klinisch-chemische Mef3grofien an 15 Analy-
sensystemen die Einfliisse von Himoglobin bzw. Hi-
molyse, Bilirubin/Ditaurobilirubin und zugesetzter Li-
pidemulsion gepriift (D. Grafmeyer, Lyon Cedex).
Grundsitzlich waren Substratmessungen stirker beein-
fluBbar als Enzymaktivitdtsmessungen. Sorgféltige Wahl
der Meflbedingungen kann z. T. die Effekte mindern.
Die bichromatische Spektrophotometrie ist dabei viel




