KongrefBbericht: Das aktuelle Liquor-Labor

Methoden, Evaluation und klinische Relevanz neuer
und alter Analysen-Parameter

Die Jahrestagung 2000 wurde unter der bewéhrten
Leitung und ausgezeichneten Organisation von Prof.
H. Reiber und seinen Mitarbeitern in Géttingen
durchgefiihrt. Mit iiber 200 Teilnehmern hatte sie
die bislang groBte Beteiligung.

In einem einleitenden Vortrag des Begriinders der
Gottinger Liquor-Tradition, Prof. H. J. Bauer, iiber
die Entwicklung der Liquoranalytik in Deutschland
wurde als Fazit ‘'die notwendige Eigenstidndigkeit
des Liquorlabors und seine Kliniksnéhe betont. Im
ersten Schwerpunkt Infektionsserologie in der Li-
quordiagnostik wurden methodische Grundlagen
und Qualitdtskriterien beim Nachweis erregerspezi-
fischer Antikorper behandelt. Sechs Firmen stellten
die Eignung ihrer Produkte in Vortrdgen vor. Unter

Moderation von E. Linke und K. Zimmermann ent-

fachten die Teilnehmer aus ihren Erfahrungen eine
lebhafte Diskussion (8 Beitrdge). In einem zweiten

Kotrespondenzadresse: Prof. Dr. Hansotto Reiber, Neurochemi-
sches Labor, Robert-Koch-Strafie 40, D-37075 thungen

Tel: +49 551 39 66 19, Fax: +49551 39 20 28.

E-mail: hreiber@med.uni-goettingen.de

Schwerpunkt wurde der Stand der aktuellen Evalua-
tionsprogramme fiir die Liquoranalytik (wissensba-
sierte Befund-Interpretation) unter Moderation von
H. Reiber behandelt. Wiederum stellten Firmen
(Beckman Coulter, Dade Behring) ihre Software zur
Diskussion (Zusammenfassung H. Reiber). In einem
dritten Schwerpunkt wurden ZNS-spezifische Pro-
teine in Liquor und Serum (5 Beitrige), sowie ge-
netische Aspekte und Autoantikdrper abgehandelt (5
Beitrdge). Einen vierten Schwerpunkt bildete die
Qualititskontrolle im Liquorlabor (3 Beitrige) mit
entsprechenden Angeboten fiir Richtlinien der Bun-
desirztekammer (RiliBAK).

In seinem SchluBwort driickte das Ehrenmitglied
der DGLN, Prof. K. Felgenhauer, die Anerkennung
der Teilnehmer fiir eine gelungene Tagung aus.

H. Kluge, Jena
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Liquorforschung - von Galen bis heute

H. J. Bauer

Dic Geschichte der Medizin licfert vicle Beispicle flir
Scheuklappenphiinomene in der Forschung. Eine so offen-
sichtlich vitale Funktion wie der Blutkreislauf wurde . crst
1628 von Harvey entdeckt, dic Existenz des Liquor cercbro-
spinalis erst 1764 von Cotugno. Der gricchische Philosoph
Alkmaion stellte schon 500 Jahre vor Christi Geburt, nur
100 Jahre spiiter nach ihm auch Hippokrates fest,.dal8 das
Gehim der Sitz des BewuBtseins und des Denkens sei. Ari-
stoteles hielt das Gehirn aber lediglich fiir cine Art Kiihlan-
lage fiir den Spiritus animalis. Galen nahm im 1. Jahrhun-
dert unserer Zeitrechnung an, daB der spiritus animalis -
ditherische Substanzen, die in der Hirnrinde und in der Pia
mater produziert wiirden - von den Ventrikeln zu cincr Flis-
sigkeit, dem Liquor vitalis oder succus nervosus verarbeitet
wiirden. Und nun kam das aparteste an der Liquor-Roman-
tik eines ganzen Jahrtausends: der Liquor wurde zum Sitz
der Seele dekretiert. Diese Idee wurde auch von der Kirche
akzeptiert, bis dann im 16. Jahrhundert der flimische Ana-
tom Vesalius sie ad absurdum fiihrte mit dem Hinweis, da
der Esel. der wohl die groBten Ventrikel im ganzen Tierreich
habe. doch nicht mit einer entsprechend groBen Secle aus-
gestattet sei. Das hat aber den hervorragenden Anatomen
Thomas Soemmering, der als erster die Fovea centralis am
Augenhintergrund und die Substantia nigra im Hirnstamm
beschrieb, nicht daran gehindert, einen Schriftwechsel iiber
die Frage ,.Sitz der Seele im Liquor* mit Goethe und Kant
anzustreben. Goethe pafite, soweit ich weiB, Kant zog sich
aus der Affire mit der kryptischen Bemerkung, es kdnne
sich um eine Analogie zur Wurzel von -2 handeln.

Bis ins 18. Jahrhundert war man sich noch nicht einmal
sicher, da8 es den Liquor cerebrospinalis iiberhaupt gibt.
Albrecht von Haller lehrte - wohl auch hier in Gottingen
noch - daB es im Normalzustand keinen Liquor gebe, die
Ventrikel seien mit Dunst gefiillt. Warum hat erst Domenico
Cotugno 1764 den schliissigen Beweis erbringen konnen,
daB es den Liquor wirklich gibt? Das lag an der damals all-
gemein iiblichen Sektionstechnik, als erstes den Kopf vom
Rumpf abzutrennen, dabei flo der Liquor unbeachtet ab.
Cotugno beobachtete aber an 20 Kadavern den Abflu8 einer
farblosen Fliissigkeit, die beim Kochen - nicht koaguliert.
Aber aus Furcht vor der Autoritdt der Prominenzen seiner
Zeit, die, die Existenz des Liquors negierten, wagte er es
nicht, seine Beobachtungen offiziell zu publizieren. So blieb
seine Entdeckung weithin unbeachtet, bis Francois Magen-
die 1825-42 in mehreren Publikationen und in einer Mono-
graphie den Liquor eingehend beschrieb und Heinrich
Quincke die erste Lunibalpunktion beim Menschen am 11.
Dezember 1891 durchfiihrte.

In seinen Memoiren schilderte Max Nonne eine Begeg-
nung mit Quincke in Baden-Baden. Wie damals iiblich,
sprach er ihn in der dritten Person an: ,,Herr Geheimrat
haben vorgetragen?* Quincke habe geantwortet, er habe eine
einfache Methode zur Liquorentnahme geschildert und be-
merkt, ,,ich glaube es kénnte was dabei herauskommen*.

Quinckes Technik hat sich bis auf den heutigen Tag be-
wihrt: Einstich einer mit Mandrin versehenen Kaniile in
Hohe L3/4 oder 4/5, AnschluB eines gebogenen Glasrohrs an
die Kaniile mittels Conus und Kautschukschlauch. Wie bei
allen wichtigen Erfindungen setzte aber auch bei Quinckes
. Lumbalpunktion ein lebhafter sekunddrer Forschungseifer
mit Modifikationen und vermeintlichen Verbesserungen ein.
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Viel spiter - 1919 - wurde von Ayer in den USA und von
Esmarch in Deutschland die suboccipitale Cisternenpunkti-
on cingefithrt. In unserem Lande wurde sie besonders po-
puliir, weil sie technisch cinfach, ambulant durchfiihrbar und
meistens ohne die bei der Lumbalpunktion postpunktionel-
len Beschwerden durchfiihrbar war. Bekanntlich birgt sie
aber trotz ihrer Vorteile unvohersehbare Risiken, die letal
sein kinnen (Anstechen einer abnorm verlaufenden a. cere-
belli post. inf. Verklebung der Cisterne durch friihere ent-
ziindliche Prozesse). Ich selbst habe Kenntnis von 5 todli-
chen Komplikationen. Die Cisternenpunktion nur zur Li-
quorentnahme ist deshalb heute weitgehend verlassen wor-
den.

Noch vor Quinckes Mitteilung iiber seine Methode der
Lumbalpunktion wurde die Bluthirnschranke entdeckt. 1885
stellte Paul Ehrlich fest, da8_in den Blutkreislauf. einge-
brachte saure Anilinfarbstoffe alle Gewebe mit Ausnahme
des Zentralnerven-systems anfdrbten. Die Tragweite seine
Entdeckung wurde 1900 von Lewandowsky durch Formu-
lierung des Konzeptes der Bluthirnschranke erkannt, als des-
sen entscheidendes morphologisches Substrat heute die
»tight junctions* gelten, die feste Verkittung der Endothel-
zellen in den zentralnervgsen Kapillaren. Mit dem Problem
der Liquorzirkulation hat sich schon Quincke befaBt. Die
komplexen Fragen, die dabei bestehen, - Entstehungsort,
FluBgeschwindigkeit, Beschaffenheit der Grenzflichen der
Liquorrdume, EinfluB der Herztitigkeit und Atmung, eine
dadurch bedingte Pulsation des Liquordrucks, sind auch
heute noch aktuelle Probleme der Liquorphysiologie.

Zur Uberwindung einer statischen, informativ begrenzten
Bewertung von Liquorbefunden forderte V. Kafka Anfang
1930 deren ,,funktional-genetische Analyse", bei welcher Li-

* quorentstehung, Austauschphdnomene zwischen Liquor,

Blut und Hirnparenchym und der dynamische Ablauf immu-
nologischer Vorgiange Beriicksichtigung finden. Damit war
die Grundvorstellung formuliert, von welcher die moderne
Liquordiagnostik auszugehen hat.

In die erste Halfte des 20. Jahrhunderts féllt der Sieges-
zug der Bakteriologie, dann der Virologie mit ihren spezifi-
schen serologischen Reaktionen, die mit der stetigen Ent-
wicklung der Biochemie und der Immunochemie auch fiir
die Liquordiagnostik wichtige Fortschritte brachten. Da eine
chronologische Auflistung auch nur der Wichtigsten aus
Zeitgriinden unmdglich wire, méchte ich den Wandel in der
Liquordiagnostik beispielhaft 1. durch eine Liquoruntersu-
chung 1913 in der Klinik von Oppenheim, 2. wihrend mei-
ner Assistentenzeit an der Pette ‘schen Klinik 1952-60 und 3.
die Situation in unserer Zeit nur grob skizzieren.

Ein Assistent von Oppenheim um 1910 etwa muBte bei
der Lumbalpunktion zunichst feststellen, wie schnell der Li-
quor floB, ob er klar, triib, blutig oder xanthochrom war.
Eine systematische Passagepriifung, war noch nicht iiblich,
da der Queckenstedt-Versuch erst 1916 bekannt wurde. Von
den EiweiBtesten war.der noch heute brauchbare, damals als
Globulinbestimmung geltende Pandy-Test und die von
Nonne-Appelt-Schumm entwickelte Ammonsulfatprobe als
grob quantitativ-orientierende Methode verfiigbar. Beson-
ders die starke Reduktion von Liquor-Glukose und NaCl
wurden als wichtige Kriterien in der Differentialdiagnose
der tuberkulésen Meningitis verwendet. Der Liquor-Wasser-
mann war obligat. Damit war die routinemiBige Liquorche-
mie erschopft. Umso stirker lag der Akzent auf der Mor-
phologie, der Zellzahl und besonders dem Liquorzellbild zur
Unterscheidung von bakteriellen Meningitiden; Tuberkulo-
se, Syphilis, parasitéren Erkrankungen.



Und nun die Liquordiagnostik an der Pette’schen Klinik
1950-60: der groBe Fortschritt waren die Kolloidreaktionen.
Lange fiihrte 1912 die Goldsol-Reaktion ein, die interna-
tionale Verwendung fand. In ihrer Ausssagekraft gleichwer-
tig und noch populirer war bei uns in Deutschland die Nor-
momastix-Reaktion von Kafka, und die wurde bei jeder
Liquoruntersuchung in unserer Klinik durchgefiihrt. Die
Kolloidreaktionen boten ein ganzes Spektrum von Fillungs-
kurven. die in der Differentialdiagnose der MS, entziindli-
chen und degenerativen Krankheiten weiter halfen. Die Kol-
loidkurven sind aber. ,chiffrierte’* EiweiBreaktionen, die
nicht spezifisch sind. Was uns noch immer fehlte, war ein
exaktes Routineverfahren zur Gesamteiweiflbestimmung im
Liquor. Ein Fortschritt war die Kafka’sche EiweiBrelations-
methode, mit der man grob Gesamtprotein, Albumin und
Globulin bestimmen kann. Wir hatten zudem verbesserte
Fallungs- und Triibungsreaktionen (Sulfosalicylsdure, Trich-
loresswsaure)

Ich selbst versuchte die Biuretreaktion fiir quuor Zu eta-
blieren und geriet dabei in eine kuriose Sackgasse: gemes-
sen an Referenzmethoden ermittelten wir konstant zu hohe
EiweiBwerte im lumbalen Liquor. Ich wandte mich an unse-
re hochste Autoritit, den Biochemiker, mit der Frage ob das
vielleicht Peptlde sein konnten, die die Differenz ausmach-
ten, - natiirlich eine faszinierende Uberlegung im Hinblick
auf die Herkunft solcher Substanzen. ,,Herr Bauer, Sie haben
eine Mist-Methode, suchen Sie ‘sich eine bessere”. war sein
Kommentar. Mit diesem Rat ging ich wie ein begossener
Pudel davon und verpaBte so die faszinierende Chance, dem
Problem der Liquorpéptide nachzugehen.

Ertragreicher war die Liquor-Elektrophorese, die den er-
sten klaren Einblick in niitzliche Erkenntnisse und methodi-
sche Ansatzpunkte fiir zahlreiche moderne Methoden von
der Immuno-Elektrophorese bis hin zu sehr detaillierten im-
muno-chemischen und genetischen Studien brachte.

Den gewaltigen Sprung, den die Liquordiagnostik in den
letzten 30-40 Jahren gemacht hat, verdanken wir natiirlich
der Entwicklung zahlreicher neuer biochemischer Mikrome-
thoden, insbesondere aber auch der konsequenten Realisie-

rung der Kafka’schen Forderung nach einer funktional-ge- -

netischen Analyse, bei welcher Entstehung und Austausch-
phianomene zwischen Blut, Hirnparenchym und Liquor auf
Grund sorgfiltiger quantitativer Messungen Beriicksichti-
gung finden. Die Liquorprogramme moderner Liquor-neuro-
chemischer Labors fiir die Routine spiegeln das wider. Die
Grundlagen und Verfahren der neurologischen Labordiagno-
stik sind iibersichtlich und entsprechend dem neuesten Stand
in den ausgezeichneten Biichern von Felgenhauer und Beu-
che iiber die Labordiagnostik neurologischer Erkrankungen
und von Reiber iiber die Grundlagen der quuor-Analytnk
zusammengefaBt.

Als Quincke und seine Zeitgenossen die Liquordiagno-
stik entwickelten, stand die Cytologie im Mittelpunkt der
Untersuchungsmethoden des Nervenwassers. Besonders in
den letzten Jahrzehnten war ihre Bedeutung durch die infor-
mativeren biochemischen und ‘immunologischen Methoden
geringer geworden. Kennzeichnend dafiir ist auch, daB in
dem wissenschaftlichen Programm unseres Symposiums nur
ein Beitrag speziell zu diesem Thema vermerkt ist. Ist sie
zum Aschenputtel der Liquordiagnostik geworden? Ich glau-
be eher nein. Die Auffindung biochemischer Marker fiir pa-
thologische Zustinde ist ein groBer Fortschritt und man
kann sie auch in einzelnen Zellen nachweisen. Es zeichnen
sich da neue Moglichkeiten der Liquordiagnostik ab, und die
erforderlichen Methoden sind zum Teil schon vorhanden.
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So sind wir noch keineswegs am Ende der Moglichkeiten
der Liquordiagnostik angelangt und es ist auch keineswegs
anzunehmen, da8 andere Methoden die Liquoruntersuchung
weitgehend ablosen werden. Hier wird oft die angebliche
Entbehrlichkeit der Liquorentnahme bei der multiplen Sk-
lerose im Hinblick auf die Magnetresonanz-Tomographie
(MRI) als Beispiel genannt. Wir haben aber schon aus der
Diskrepanz zwischen MRI und klinischen Befunden gelernt,
daB die Liquordiagnostik nicht nur informativ, sondern
sogar als Korrigens voreiliger Fehlschliisse aus anderen Me-
thoden wichtig ist. Bei der immer spezifischer werdenden
Methodik und der Bewertung von Befunden sind spezielle
Kenntnisse der Liquorchemie und der Korrelation zu den
klinischen Befunden und dem Verlauf eine conditio sine qua
non. Deshalb ist nicht die Auslagerung liquordiagnostischer
Methoden in Zentrallabors, sondern der Ausbau Liquor-neu-
rochemischer Labors in engstem Zusammenhang mit den
Neurologischen Kliniken der Weg zu weiterem Fortschritt.
Das ist eines der primiren Anliegen unserer Gesellschaft fiir
Liquordiagnostik und Klinische Neurochemie. Ein Berliner
wiirde sagen: ,Mensch, da steckt noch Musike drin!“. Ich
begliickwiinsche unsere jungen Kollegen zu diesem Arbeits-
feld und wiinsche ihnen dabei viel Erfolg.

Infektionsserologie in der Liquor-Diagnostik
E. Linke, K. Zimmermann

Ergebnisse der Vorstellung von Test-Systemen durch

die Diagnostika-Hersteller

Mit nur wenigen Ausnahmen kamen die angesprochenen

Diagnostik-Firmen der Einladung der DGLN nach, die ihren

Liquor-Testen zugrundeliegenden theoretischen Konzepte

und die nicht minder wichtigen Aspekte der praktischen

Test-Abarbeitungen darzustellen.

Das angestrebte Ziel dieser neuen und bisher eher unge-
wohnlichen Form der Problemdiskussion war es, den Ta-
gungsteilnehmern in ihrer Funktion als Test-Anwender eine
eigene Einschitzung der analytischen Qualitdt und diagno- -
stischen Relevanz der von ihnen benutzten Tests zu ermdg-
lichen.

Die aufeinander folgenden 6 Firmenprisentationen wur-
den jeweils sofort nach Vortrag zur Diskussion gestellt.

Wie zu erwarten war, zeigten sich neben der Einhaltung
und kreativen Umsetzung der giiltigen wissenschaftlichen
Grundlagen und Prinzipien der AI-Bestimmungen auch pro-
blematische Details mancher Test-Durchfiihrungen und dar-
iiber hinaus leider auch eine Vielzahl von miBverstindlichen
oder falsch dargestellten liquordiagnostischen Grundlagen in
den Test-Inserts.

Besonders gravierende Mingel in Bezug auf eine rele-
vante infektionsserologische Liquor-Diagnostik erwachsen
von Fall zu Fall aus folgenden Tést-Gegebenheiten:

- durch den Einsatz von Verdiinnungsstufen fiir Serum und
Liquor, die die notwendige Verdiinnungsechtheit der er-
mittelten MeBwerte nicht sicher garantieren und unter
Umstinden verfilschende Matrixeffekte in unzulissigem
AusmaB bewirken,

- durch die zumindest miBverstindliche und streng genom-
men nicht sachgerechte Einfiihrung eines cut offs fiir An-
txkorperkonzcntrauonen im Liquor,

- aus einer fehlenden Definition der Grenzen fiir OD-Werte
und abgeleitete Antikdrpereinheiten, auBerhalb derer die
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Berechnung von Antikirperindices nicht mehr sinnvoll
ist.

durch den zum Teil problematischen Einsatz  von
Einpunktquantifizicrungen anstelle von Mchrpunktkali-
bricrungen.

- durch das Fchlen ciner notwendigen Ergebniskorrektur
im Falle polyvalenter intrathekaler 1gG-Synthesen durch
den Einsatz von sogenannten Limes-Werten fiir dic cnt-
sprechenden 1gG- Quoucmcn.

- durch Vcr\wndung iibcrholter Konstanten fiir die Berech-
nung einer intrathekalen 1gG-, IgA- und IgM-Synthese,

- durch dic unrichtige Darstellung ciner Abhingigkeit der
Antikorperindices vom Zustand der zercbralen Schran-
kenfunktion.

- aus dem Verlust von Sensitivitit der Al-Bestimmung
durch cinc bei sachgerechtem Arbeiten nicht gerechtfer-
tigte Erweiterung des Normbereiches fiir Antikorperindi-
ces auf 2,0.

Aus den ausschlieBlich zustimmenden Reaktionen, die
withrend und nach der Jahrestagung der DGLN sowohl aus
dem Teilnehmerkreis, wie von Firmen zu erhalten waren,
darf geschlossen werden, daB das intendierte Ziel einer part-
nerschaftlichen Zusammenarbeit zwischen Industrie und An-
wender befordert wurde und diesc innovative Form der wis-
senschaftlichen Diskussion Bestand haben kann.

Serion ELISA classic Testsysteme
|. Kihimann-Rabens

Institut VIRION\SERION GmbH, KonradstraBe 1, 97072 Wirz-
burg

Serion Elisa classic Testsysteme sind fiir den Einsatz in der
Liquordiagnostik zur Erkennung einer intrathekalen Synthe-
se spezifischer Antikorper geeignet. Der liquor-spezifische
Konzentrationsbereich fiir Antikorper wird durch die Emp-
findlichkeit der Testsysteme gut erfaft.

Grundlage der Quantifizierung ist eine Einpunkt- Metho-
de mit Kurvenanpassung nach dem 4-Parameter-logistic-
log-Modell. Aufgrund der hohen Anspriiche an die Exaktheit
der Antikorperquantifizierung fiir den Bereich der Liquor-
diagnostik muB der dynamische Bereich streng auf den
pseudolinearen Abschnitt der Standardkurve beschrinkt
werden. Bei Einhaltung der in der Gebrauchsanleitung emp-
- fohlenen Verdiinnungen fiir Liquores und Seren werden in
der Regel, sofern Antikdrper nachweisbar sind, OD-Werte
erhalten, die in diesen Bereich fallen. Auch bei der niedrigen
1:2-Liquorverdiinnung traten keine Matrixeffekte auf, die
falschlicherweise zu pathologischen Antikérper-Indexwerten
gefiihrt hitten.

Um die Auswertung nach der Methode von Reiber et al.
zu erleichtern und um Fehler bei den Rechenoperationen zu
eliminieren, hat die Institut VIRION\SERION GmbH eine
auf Excel basierende Auswertesoftware zur Berechnung von
Antikorperindices entwickelt.

Bisher erfolgte eine Evaluierung fiir die folgenden Para-
meter :
VZV 1gG, HSV IgG, CMV IgG, Borrelia lgG und IgM,
FSME IgG und IgM.
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SERION ELISA classic Masern IgG, Rételn IgG,

Serologische Stufendiagnostik bei Neuro-
borreliose mit recomWell und recomBlot

E. Soutschek, M. Hoffmann, H. Orth, G. Stelzner

MIKROGEN GmbH, Frauenhoferstr. 20, 85152 Martinsried

Die scrologische Diagnostik der Neuroborreliose gewinnt
zunehmend an Bedeutung. Immer hiufiger werden Liquor-
punktate an den Laborarzt cingesendet, doch stehen im Ge-
gensatz zum groBen Angebot an Testen nur wenige evaluier-
te Testvorschriften fiir die Erreger-spezifische Liquordiagno-
stik zur Verfiigung. Der Nachweis von intrathekal gebildeten
Borrelien-spezifischen Antikérpern der IgG- und/oder IgM-
Klasse gilt als ein sicherer Nachweis einer Neuroborreliose.
Mit dem recomWell Borrelia werden Serum-Liquor-Paare
quantitativ im IgG und IgM getrennt vermessen und ins
Verhiiltnis gesetzt zu den jeweiligen Gesamtimmunglobulin
-Konzentrationen von Serum und Liquor. So wird der Bor-
relien-spezifische Antikorper-Index Al berechnet, der eine
passiv aus dem Blut in den Liquorraum diffundierte Anti-
korper-Fraktion (Al<1,3) von intrathekal synthetisierten An-
tikorpern (AI>1,5) unterscheidet. Uber den Grenzwert QLim
aus dem Quotientendiagramm nach Reiber wird sicherge-
stellt, daB bei einer polyspezifischen intrathekalen Immunre-
aktion keine falsch negativen Antikérper—lndex—Werte er-
rechnet werden.

Zur Bestimmung des Al ist ein im IgG und [gM quantnﬁ—
zierbarer Test notwendig, waobei der ELISA dem IFT durch
die stufenlose Unitbestimmung gegeniiber Titer-Stufen deut-
lich iiberlegen ist. Der Test muB im IgG und IgM durchge-
fiihrt werden, da bei einer Neuroborreliose nicht nur isolier-
te IgG, sondern auch IgM-Antworten zu finden sind. Mit
dem recomWell Borrelia werden Serum und Liquor zunéchst
beim iiblichen Borrelien-Screening mitgetestet. Nur im Falle
von positiven Liquores miissen die Werte fiir Gesamt-IgG
und/oder -IgM und Albumin fiir Serum und Liquor angefor- -

“dert werden, um den Al zu bestimmen.

Bei Serum-Liquor-Paaren mit einem pathologisch erhoh-
ten Al im Screeningtest empfiehlt sich die Bestitigung im
recomBlot Borrelia. Dabei werden Serum und Liquor auf
gleiche Immunglobulin-Konzentrationen verdiinnt, um ent-
sprechend auftretende Borrelien-spezifische Banden qualita-
tiv im Westernblot vergleichen zu kénnen. Bei einer in-
trathekalen Antikorpersynthese im Liquor des Patienten mit
erhohten IgG-Quotienten (QIgG) bzw. IgM-Quotienten
(QIgM) gegeniiber dem Albuminquotienten (Qalb) wird das
Verdiinnungsverhéltnis gemdB dem Grenzwert QLim (IgG)
bzw. QLim (IgM) errechnet. .

Automatische Detektion von Anti-B. burg-
dorferi-Antikorpern mit dem Abbott IMx®
System in Liquorproben

H.-B. Braun, A. Vockel
Abbott Diagnostik,Wiesbaden
Der Abbott Imx Lyme IgG assay wurde zunichst fiir die

Verwendung von Serum- oder Plasmaproben entwickelt. Al-
lerdings ist eine der Hauptanwendungen der Lyme-Serologie



der Nachweis von spezifischen Antikérpern in Serum/Li-
quorpaaren zur Erkennung einer Neuroborreliose.

Das Geriit bietet fiir die Abarbeitung von Proben zwei un-
terschiedlliche Verdiinnungen an, so daB etwa eine Serum-
probe im Vergleich zum korrespondierenden Liquor 26fach
konzentrierter gemessen werden kann. Fiir die Beurteilung
der Liquorproben wurde ein modifizierter Cut-off-Wert an-
genommen, um dem niedrigeren Hintergrundsignal Rech-
nung zu tragen. Fiir reaktive Liquorproben kann ein Li-
quor/Serum Antikdrperindex gebildet werden.

Der weitaus groBte Anteil der gemessenen positiven
Serum/Liquorpaare ergab Antikdrperindexwerte. die gut ver-
gleichbar mit den Ergebnissen anderer Immunoassayverfah-
ren waren. Fir den Fall, daB ein signifikanter Unterschied
zwischen dem IMx Indexwert von Liquor und korrespondie-
rendem Serum beobachtet wurde, wurden entsprechend das
hochreaktive Serum oder der Liquor erneut verdiinnt gete-
stet und die Berechnung des Antikorperindex wiederholt.
Ein Teil der Liquor/Serumpaare wurde auch getestet, indem
zur Quantifizierung eine Kalibrationskurve mit willkiirli-
chen Einheiten erstellt wurde wie von Reiber vorgeschlagen.

Die Spezifitdt fir Liquorproben betrigt 99%, und die
Sensitivitat des Assays zum Nachweis von Neuroborreliose
aufgrund eines Antikorperindex > 2 anhand der untersuchten
Proben im Vergleich zu anderen Assays ist gut.

Bestimmung von Borrelien-spezifischen
Antikorperindices fiir die Diagnostik der
Neuroborreliose

D. Roggenbuck
MEDIPAN Diagnostika GmbH, Rotberger Str. 18, 15831 Selchow

Fiir die Differentialdiagnose von infektiésen Erkrankungen
des Zentralnervensystems (ZNS) wird die Bestimmung von
Erreger-spezifischen Antikérperindices empfohlen. Positive
Indices deuten auf eine Erreger-spezifische Antikorpersyn-
these im ZNS hin, die fiir die Diagnosefindung wertvolle In-
formationen liefert.

Fiir die Bestimmung Borrelien-spezifischer Antikorper-
indices (BSAI) im Rahmen der Neuroborreliosediagnostik
(Morbus Bannwarth) wurden mittels des Medizym anti-Bor-
relia IgG und Medizym anti-Borrelia IgM Antikorperspiegel
in Serum und Liquor quantifiziert. Dazu wurden Serum und
Liquor auf definierte Immunglobulinkonzentrationen ein-
gestellt, um die groBtmogliche Genauigkeit fiir die Be-
stimmung der BSAI zu gewibhrleisten. Die Berechnung der
im ELISA einzusetzenden Verdiinnung von Serum und Li-
quor sowie die Ermittlung der .BSAI wurde mittels einer
Excel-Routine durchgefiihrt. Eine Korrektur der BSAI er-
folgte, wenn der Liquor-Serum-Quotient des entsprechenden
Immunglobulins. gré8er als der dazugehorige Wert der obe-
ren Linie im Quotientendiagramm nach Reiber bestimmt
wurde.

Von 15 Patienten mit Neuroborreliose wiesen 14 Patien-
ten einen positiven BSAI fiir 1gG und 13 Patienten fiir IgM
auf. Bei Serum-Liquorproben von 20 Patienten mit anderen
neurologischen Storungen wurden negative Werte fiir BSAI
von IgG und IgM bestimmt.
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Nachweis einer spezifischen intrathekalen
Antikérpersynthese mit modernen ELISA-

‘Testsystemen: Hohe Trefferquote bei Multip-

ler Sklerose und Neuroborreliose

K. Steinhagen, W. Schiumberger, W. Stécker
EUROIMMUN GmbH, Labeck, Deutschland

Um cine spezifische humorale Immunreaktion bei Infektio-
nen des ZNS zu erfassen, werden sowohl im Liquor cere-
brospinalis, als auch im Serum eines Patienten die Konzen-
trationen der Erreger-spezifischen Antikérper, sowie der ent-
sprechenden Immunglobulinklassen und des Albumins be-
stimmt. Mit den von EUROIMMUN speziell entwickelten
ELISA-Systemen werden Liquor/Serum-Quotienten Erre-
ger-spezifischer Antikdrper LSQgr.spez. zuverlissig gemes-
sen.

Die Antigen-beschichteten Reagenzgefiile werden im er-
sten Analyseschritt parallel mit Patientenserum (1:100,
1:401) und Liquor (1:2, 1:4) und im zweiten Schritt mit
Peroxidase-markiertem Anti-Human-IgA, -IgG oder -IgM
inkubiert. Als Nachweisreagenz wird im dritten Schritt TMB
eingesetzt. Mit Hilfe des Liquor/Serum-Quotientendia-
gramms nach Reiber wird der relative Liquor/Serum-Quoti-
ent (synonym Antikorperspezifititsindex) errechnet, der ein
Ma8 fiir die intrathekale Erreger-spezifische Antikdrperpro-
duktion ist.

In verschiedenen Patientenkollektiven wurde die MRZ-
Reaktion (Anti-Masern, -Rételn, -Zoster) iiberpriift. Bei 22
Patienten mit Verdacht auf Multiple Sklerose war die MRZ-
Reaktion in 45% der Fille positiv, bei 26 Patienten mit kli-
nisch gesicherter Multipler Sklerose in 85% der Fille. Bei
allen von 10 Patienten mit Hydrocephalus war die Reaktion
negativ. Bei 11 Patienten mit Verdacht auf Neuroborreliose
war mit den EUROIMMUN Anti-Borrelia-burgdorferi-
ELISA in 45% der Fille eine intrathekale Antikdrperpro-

_ duktion nachweisbar, bei 24 Patienten mit gesicherter Neu-

roborreliose in 96% der Fille.

Die beschriebenen ELISA-Systeme sind einfach in der
Durchfithrung und eignen sich fiir die zuverldssige Bestim-
mung der Erreger-spezifischen Antikérper-Konzentrationen
im Serum und im Liquor cerebrospinalis.

Liquordiagnostik mit Borrelien-ELISA-Testen
der DiaSorin GmbH

J. Blecken

DiaSorin GmbH, Disseldorf

Aufgrund zahlreicher Anfragen aus Privat- und Klinik-La-
bors wurde es in den letzten Jahren sehr wichtig, fiir die in
der Infektionsserologie zunehmend eingesetsten Borrelien-
ELISA-Teste von DiaSorin auch hinsichtlich der Liquorana-
lytik eine fiir den Praktiker gecigncte Anwendungsempfeh-
lung zu formulieren.

Die Borrelien-Elisas sind als mdnrektc Immunoassays
aufgebdut und in den Kavititen mit den in E.Coli cxpri-
mierten rekombinanten Antigenen p 100, p 18, OspC und p4
li (PKO B. gannu und PBI B.afzelii) fiir 1gG und OspC, p4
li (PKO B.garinii und PBI B.afzelii) fiir IgM beschichtet In
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ciner crsten Evaluierungsstudic wurde zuniichst untersucht,
in welchen O.D.-Bercichen ein anniihernd lineares Verhalten
der Ergebnisse gegeben ist. Hicrzu wurde cin Paticntenkol-
Icktiv aus unterschicdlichen Fragestellungen in den Scrum-
verdiinnungen 1:100, 1:200 und 1:500 und in der Liquorver-
diinnung 1:2 getestet. Dic Auswertung der Resultate zeigte
cine brauchbare Linearitiit iiber cinen weiten O.D.-Bereich.
In weiteren Untersuchungen wurde primiir in den genannten
Verdiinnungen gemessen. Dic gewonnenen Ergebnisse wur-
den unter Einbeziehung der klinischen Verdachtsdiagnoscn
(Verdacht auf akute und chronische Ncuroborreliose) und
der entsprechenden Vorwerte analysiert. Bei begriindetem
Verdacht auf Neuroborreliose ergaben sich aus den berech-
neten Indices Hinweise, dic die Verdachtsdiagnose stiitzen.

Dicse Ergebnisse zeigen, daB fiir einc Serum/CSF-Vor-
analytik im Routinelabor mit den Borrelien Elisa-Testen von
DiaSorin aussagekriiftige Resultate gewonnen werden kén-
nen. Fir die VZV-, HSV-, Masern- und Mumps-Elisas liegen
weiterc Evaluierungen vor, fiir die Roteln- und CMV-Analy-
tik sind Evaluierungen in Vorbereitung.

Bestiatigung der intrathekalen Antikorper-
produktion durch den Western Blot

W. Witzleb', O.Tiebel? , R. Siekmeier3, M.S. Damian*
und M. Gahr® .

1 Institut fUr Medizinische Mikrobiologie und Hygiene

2 nstitut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik

3 Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte, Bonn

4 Klinik und Poliklinik fur Neurologie und

5 Klinik und Poliklinik fiir Kinderheilkunde, Medizinische Fakultat
Carl Gustav Carus, Technische Universitat Dresden

Serologische Testverfahren an Patientenseren zur Diagnostik
der Lyme-Borreliose unter Verwendung von Gesamtzellanti-
genen werden in ihrer Spezifitdt durch Epitope beeintrich-
tigt, die mit Erregern innerhalb der Spirochitengruppe wie
etwa den Treponemen stark kreuzreagieren, und weiteren
Epitopen, wie den sog. Heat-shock-Proteinen, die sogar mit
nicht verwandten Bakterien wie Enterobakterien Kreuz-re-
aktionen hervorrufen konnen. Ein Teil der positiven Suchte-
ste zeigt bei Nachtestungen mit dem Western Blot keine Re-
aktionen mit Borrelia burgdorferi-spezifischen Blotbanden,
d. h. sie erweisen sich im Bestétigungstest als falsch positiv.
Ausgehend von dieser Erfahrung sollten mit dem Borrelien-
Gesamtzellantigen-ELISA  ermittelte intrathekale Anti-
korperreaktionen iiberpriift werden, in welchem Umfang
nicht-borrelienspezifische Antikdrper auch hier eine Rolle
spielen und ob eine routinemiBige Nachuntersuchung mit
dem Western Blot angezeigt ist.

Von Oktober 1998 bis Oktober 2000 wurden 1078 Li-
quor-Serum-Paare von Patienten der Neurologischen Klinik
und der Kinderklinik des Universititsklinikum Dresden mit
dem Liquor-ELISA-Kit der Firma Virotech auf borrelienspe-
zifische IgG- und IgM-Antikorper untersucht. In 207 Liquo-
res waren Antikorper nachweisbar.

Bei 57 Liquor-Serum-Paaren sprach die Verteilung der
ermittelten Antikorper zwischen Liquor und Serum im Ver-
gleich zur Liquor-Serum-Verteilung des Gesamt-IgG bzw. -
IgM fiir eine intrathekale Antikérperbildung, d.h. es waren
positive Antikorperindices nach H. Reiber nachweisbar.
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" 44 Probenpaare mit positiven Antikorperindices von 36
Patienten wurden mit dem Western Blot iiberpriift. Liquor
und Serum wurden dazu entsprechend QIgGges. QIgMge,
bzw. QIgGj;m oder QIgMyiy, im Western Blot eingesetzt. Bei
23 dieser 36 Patienten lieB sich die intrathekale Bildung bor-
relienspezifischer Antikorper auch im Western Blot durch
dic im Liquor isolierte oder gegeniiber dem Serum stirkere
Reaktion borrelienspezifischer Banden nachweisen. Es han-
delte sich dabei um Patienten im Alter von 6 bis 79 Jahren,
die eine floride Neuroborreliose (19 Fille) oder Zustinde
nach Ablauf einer Neuroborreliose (2 Fille) aufwiesen. In 2
Fillen handelte es sich allerdings auch um Patienten mit
Multipler Sklerose.

Bei 13 Patienten.im Alter von 18 bis 82 Jahren konnte die
intrathekale Bildung borrelienspezifischer Antik6rper mit
dem Western Blot nicht bestitigt werden. Dabei handelte es
sich um Patienten mit Multipler Sklerose (2 Fille), vaskuli-
rer Enzephalopathie (2 Fille), neurologischen Normalbefun-
den(2 Fille) sowie um je einen Fall von durch PCR gesi-
cherter Herpesenzephalitis, symptomatischer Epilepsie bei
Angiom, V.a. amyotrophe Lateralsklerose, lumbosakraler
Strahlenplexopathie, Alkohol-toxischer Polyneuropathie,
Polyneuropathie bei Mitochondriopathie sowie subakutem
Guillain-Barré-Syndrom.

Die Uberpriifung der mit dem Borrelien-Gesamtzellanti-
gen-ELISA erhobenen positiven Antikorperindices nach
Reiber mit dem Western Blot ist geeignet, um infektionsbe-
dingte Befunde von nicht-borrelienspezifischen Antikorper-
indices auf der Basis von polyklonalen Stimulierungen oder
Immunreaktionen durch andere bakterielle Infektionen abzu-
grenzen. Solche falsch positiven Antikdrperindices wurden
in dieser Studie bei Jugendlichen und Erwachsenen, jedoch
nicht bei Kindern beobachtet.

Software fiir Befundberichte und Evalua-
tionsprogramme in der Liquor-Diagnostik

Zusammenfassung der Berichte auf der Jahrestagung der
DGLN 2000, Gottingen

H. Reiber

Neurochemisches Labor der Universitat Gottingen

Der in Gottingen entwickelte, integrierende Befundbericht der
Liquordaten mit graphischer Auswertung in Quotientendia-
grammen [1, 2], konnte bereits seit vielen Jahren mit dem PC-
Programm von COMED unterstiitzt ausgewertet werden. Dies
geschah meist on-line in Verbindung mit den Nephelometern
von Dade Behring. Neuere Entwicklungen betreffen vor allem
die Integration von wissensbasierten Interpretationsprogram-
men [3] sowoh! fiir den einzelnen PC als auch in on-line Sy-
stemem. Andere Entwicklungen erlauben die Anbindung der
Nephelometer an die groflen Labordatensysteme.

Im einfiihrenden Vortrag stellte Chr. Trendelenburg die
wissensbasierte Befundinterpretation (friilhere Experten-
Systeme) fiir Liquor [3] und ihre Verwertbarkeit im
Rahmen der verantwortlichen Befundinterpretation dar
(http://www.trendelenburg.de): Die wissensbasierte Befundin-
terpretation erleichtert die.Arbeit des Experten, ersetzt ihn
aber nicht und erlaubt auch nie eine Diagnose zu stellen.
Diese Interpretations-Programme werten die Daten mit Bezug
auf die Referenzbereiche automatisch aus und geben Kom.--
mentare zu methodisch oder klinisch unplausiblen Datenkom-



binationen mit Hinweisen auf notwendige Wiederholungen
oder differemialdiagnostisch weiterfilhrende Analytik [1, 2].

A. Wormek stellte seine Entwicklungen zur Integration
der wissensbasierten Interpretation in den Befundbericht dar.
Im einen Fall wird die MeBgerdt-nahe Auswertung (on line
mit dem Immage. Nephelometer von Beckman Coulter) mit
den wissensbasierten Interpretations-programmen verbun-
den. Eine weitere Version wurde in englischer Sprache fiir
den isolierten PC oder Laptop entwickelt (http://www.wor-
mek.de). Beide Versionen haben den optimalen Komfort der
automatischen Verschiebung der Referenzbereichsgrenze fiir
die altersbezogene Schrankenfunktion, eine automatische
Interpretation (Normaler Liquorbefund, Intrathekale IgG-
Synthese, etc.) und die Moglichkeit einen individuellen Satz
an Standard-Kommentaren fiir den Abruf vorzugeben.

J. Bleichroth /COMED (http://\wwww.comed.com) stellte
als Ergiinzung zu der derzeit international angebotenen
DSS-COM Version (COMED, Dade-Behring) eine Windo-
ws-basierte neue Version fiir den individuellen PC dar. Im
Decission Support System (DSS-COM) wird Wert darauf
gelegt, die vom MeBgerit (z. B. Nephelometer) zum Host
eines Labordatensystems gesandten Daten fiir einen dafiir
eingerichteten lokalen Arbeitsplatz abrufen zu kdnnen, um
dann zusammen mit anderen Daten einen erweiterbaren Be-
fundbericht zu kreieren. Dieses System ist fiir das Spezialla-
bor vom Betriebsablauf (Messung, Befund erstellen, Inter-
pretation) her zu umsténdlich. Die géngigen on-line Versio-
nen (Liquor-COM, oder BNA-COM) an den Nephelometern
von Dade-Behring sind fiir den dezentralen Betrieb (Start
mit Anforderungsprofil und Abarbeitungskontrolle) besser
geeignet. Eine technisch modernere Version, DSS-COM CG,
auf Windows Basis, mit besserer Graphik (aber ohne wis-
sensbasierte Interpretation) wurde demonstriert, ist aber
noch nicht im Handel verfiigbar.

Fiir den PC orientierten Leser ist auch auf eine kommer-
ziell erhiltliche Fortbildungs-Software zur Liquoranalytik
hinzuweisen [4].
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ZNS-Proteine im Liquor: EinfluBfaktoren und
klinische Relevanz

H. Tumani

Neurologische Klinik im RKU, Neurochemlsches Labor, Univer-
sitat Ulm, Uim

Lasliche ZNS-Proteine konnen als Marker fiir Krankheitsak-
tjvitdt und fiir die Beurteilung 'von Therapieeffekt niitzlich
sein. Um Fehlinterpretationen zu vermeiden, ist es entschei-
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dend, diejenigen Faktoren zu kennen, welche #hnlich wie
bei den aus dem Blut stammenden Liquorproteinen krank-
heitsunabhingig die Konzentration der lokal produzierten
Liquorproteine beeinflussen kénnen.

Die in unseren Arbeiten untersuchten EinfluBfaktoren
wirken sich auf die lokal gebildeten Liquorproteine anders
aus als auf die aus dem Blut stammenden Liquorproteine.
Bei den Erstgenannten bestimmt der Syntheseort (Menin-
gen, Plexus chorioideus, Hirnparenchym) und damit die
Nihe zum Liquorraum ganz wesentlich die krankheitsunab-
hidngige Liquorkonzentration Der Hauptbestandteil der
ZNS-Proteine im lumbalen Liquor stammt aus dem Spinal-
mark und seinen Hiillen. Proteine des Hirnparenchyms ma-
chen hingegen nur einen sehr geringen Anteil aus.

Wiihrend die ZNS-Proteine meningealen Ursprungs sich
in Bezug auf Albuminquotienten (Blut-Liquor-Schranken-
funktion) und ventrikulo-lumbalen Konzentrationsgradien-
ten dhnlich wie die aus dem Blut stammenden Liquorprotei-
nen verhalten, weisen die im ZNS synthetisierten Proteine
neuronalen und glialen Ursprungs gegensétzliche Charakte-
ristika auf: leichte Abnahme der Konzentration mit steigen-
dem Albuminquotienten und ventrikulo-lumbaler Konzen-
trationsabfall. Diese Eigenschaften kdnnen einerseits indi-
rekte Hinweise fiir die intrathekale Produktion eines nicht
ndher bekannten Liquorproteins sein. Andererseits kénnen
Hinweise auf den priméiren Syntheseort (Spinalmark, Kor-
tex, Meningen) eines in seiner Herkunft noch unbekannten
ZNS-Proteins gewonnen werden.

Im Gegensatz zu den ZNS-Proteinen neuronalen und
glialen Ursprungs haben die aus den Meningen und aus dem
Plexus stammenden ZNS-Proteine im lumbalen Liquor mit
Ausnahme von Beta-Trace (Liquorfistel, Schrankendysfunk-
tion) so gut wie keine klinische Relevanz. Mit zellspezifi-
schen Proteinen (neuronal, glial, ependymal) lassen sich Er-
krankungen des Hirnparenchyms von anderen Strukturen
des Nervensystems (Meningitis vs. Enzephalitis) differen-
zieren. In der Friihphase einer bakteriellen Meningitis kon-
nen neuronale Proteine noch normale Liquorspiegel aufwei-
sen, die erst dann anstelgen wenn eine enzephalopathische

) Kompllkatlon eintritt. Bei Patienten mit Temporallappenepl-

lepsie konnen neuronale und gliale Proteine im zisternalen
Liquor (Foramen ovale Punktion) seitenspezifische Hinwei-
se hinsichtlich des epileptogenen Fokus liefern.

Gliale Proteine zeigen gegeniiber neuronalen Proteinen
eine bessere Nachweisbarkeit, sind aber als Einzelparameter
krankheitsunspezifisch, da sie lediglich Ausdruck einer
Gliaaktivierung darstellen und bei unterschiedlichen Erkran-
kungen erhthte Liquorspiegel aufweisen. Die Kombination
von mehreren Liquorproteinen liefert krankheitsspezifische
Zusatzinformation und kann bei der Friihdiagnose z. B.
einer Alzheimer Demenz, Neuroborreliose oder multiplen
Sklerose niitzlich sein.

Die bessere Nachweisbarkeit der glialen Proteine wird
durch ihre Detektion auch im Serum reflektiert und macht
sie zu vielversprechenden biochemischen Verlaufsparame-
tern. Wihrend bei akut verlaufenden vaskuldren und trau-
matischen neurologischen ZNS-Erkrankungen neuronale
und gliale Markerproteine im Serum zuverldssig nachweis-
bar und als Prognoseparameter bereits etabliert smd ist die
Situation fiir chronisch verlaufende ZNS-Erkrankungen
noch unbefriedigend. Bei der fokalen Epilepsie und der mul-
uplcn Sklerose ist die Verlaufsuntersuchung der glialen Pro-
teine ein v1elversprechender Ansatz, der durch weitergehen-
de Untersuchungen in Kombination mit bildgebenden Ver-
fahren evalujert werden muB. Die Beta-Trace Messung im
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Serum konnte ein vielversprechender Parameter der Schlaf-
Wach-Regulation sein.

Neuere und éltere Parameter der Liquorana-
lyse bei Alzheimer-Krankheit

N. Rosler, . Wichart, Kurt A. Jellinger

Ludwig Boitzmann-institut fir klinische Neurobiologie, Wien

Die ..wahrscheinlichc* Alzheimer-Krankheit (AK) gilt nach
den Kriterien der ICD-10 und NINCDS-ADRDA nach wic
vor als AusschluBdiagnose mit einer klinischen Treffsicher-
heit um 90%. Pleozytose, deutliche Erhdhung des Albumin-
quoticnten und intrathekale Immunglobulinsynthese sind Li-
quorbefunde, die gegen die Diagnose AK sprechen. Da the-
rapeutische Strategien bei AK verfiigbar werden, kommt der
Etablierung neurobiologischer ex vivo-Liquormarker zur
Diagnosestiitzung eine immer wichtigere Rolle zu. Unter-
sucht worden sind bisher zahlreiche Enzyme und weitere
Proteine (z. B. Aspartataminotransferase, Acetyl- und Buty-
rylcholinesterase, Dopamin-f-Hydroxylas¢, Glutaminsyn-
thetase, Superoxiddismutase, Amyloid-Vorlduferprotein. Co-
eruloplasmin, Ferritin, Tau-Proteine, Transferrin, Transthy-
retin), Synapsen- und Membranmarker (z. B. Apolipoprotei-
ne. Chromogranine, Ganglioside, Synaptotagmin), klassi-
sche Neurotransmitter und -metabolite (z. B. Adrenalin, y-
Aminobuttersdure, Acetylcholin, Dopamin. Serotonin, Ho-
movanillinsdure, 5-Hydroxyindolessigsdure), Hormone und
Peptide (z. B. f-Amyloidpeptide, Endotheline, Melatonin,
Oxytocin, Somatostatin, Substanz P, Vasopressin), Marker

immunologischer und entziindlicher Prozesse (z. B. aj-An-

tichymotrypsin, Interferone, Interleukine, Komplementkom-
ponenten, Neopterin), Substanzen des Energiestoffwechsels
incl. Lipidperoxidation und oxidativer Stre8 (z. B. Fumarat.
Glukose, F(2)-Isoprostane, Laktat, Nitrat, Nitrit, Prostaglan-
din E,), verschiedene Aminosauren, Metalle, Spurenelemen-
te und Vitamine (z. B. Aspartat, Glutamat, Glutamin, Tryp-
tophan, Aluminium, Eisen, Kupfer, Mangan, Selen. Zink,
Vitamine Bj,, C und E).

Nur wenige Ergebnisse sind in ihrer Signifikanz gegenii-
ber Nicht-Alzheimer-Demenzen (NAD), anderen neurologi-
schen Erkrankungen ohne Demenz (ANE) und Kontrollen
(KON) belegt. Derzeit am besten untersucht sind Befunde
zum Tau-Protein, das in seiner hyperphosphorylierten Form
den Hauptbestandteil der Alzheimer-Neurofibrillenbiindel
darstellt, und zum B-Amyloidpeptidi.42) (AB42), Hauptbe-
standteil der Alzheimer-Plaques. Durch kombinierte Aus-
wertung der Gesamt-Tau- (normal und hyperphosphoryliert)
und AfB42-Konzentrationen (erhdhtes Gesamt-Tau und er-
niedrigtes AB42) kann nach eigenen Resultaten die Diagno-
se der AK mit einer Sensitivitdt von 85% unterstiitzt werden,
wobei die Spezifititen fiir die Abgrenzung der AK von
KON, NAD und ANE bei 100%, 75% und 91% liegen. Die-
ses Ergebnis entspricht den Biomarker-Konsensuskriterien
(Sensitivitdt und Spezifitit jeweils > 80%) und diirfte durch
Einbeziehung weiterer Liquormarker, z. B. light neurofila-
ment protein oder neuronal thread protein, noch zu verbes-
sern sein.

144 J Lab Med 2001; 25 (3/4): 135-149

Vergleich der Wertigkeit des Tau-Proteins
und der 14-3-3 Proteine in der Differential-
diagnose der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung

M. Otto?, J. Wiltfang?, L. Cepek!, Susanne Dohlin-
ger',Chr. Jacobi', Brit Mollenhauer’, Inga Zerr!, Barba-
ra Ciesielzyk', Monika Bodemer!, J. Kornhuber?, W.
Schulz-Schaeffer?, H. A. Kretzschmar3, Sigrid Poser?

! Neurologische Klinik und Poliklinik

2 Psychiatrische Kilinik und Poliklinik

3 Institut fur Neuropathologie, Georg-August-Universitat, 37075
Gottingen

Einleitung: Die Diagnosestellung der Creutzfeldt-Jakob-Er-
krankung (CJD) orientiert sich iliberwiegend am klinischen
Bild. Unterstiitzend fiir die Diagnose kann der Liquorbefund
herangezogen werden. Hierbei hat der 14-3-3 Immunoblot
eine besonders hohe differentialdiagnostische Wertigkeit [1].
Ahnlich gute Werte wurden bisher von uns nur an einer klei-
nen Gruppen von CJD Patienten mit der Bestimmung des
Tau-Proteins beschrieben [2]. Zur Uberpriifung dieses Be-
fundes haben wir eine groBere Gruppe mit beiden Verfahren
untersucht.

Patienten und Methoden: Liquor von 290 Patienten unter
der Differentialdiagnose CJD (107 sichere, 58 wahrscheinli-
che, 40 mogliche, 85 andere) mit Hilfe des Immunoblots
gegen 14-3-3 Proteine und mit einen Tau-ELISA Verfahren
wurden untersucht. Positive 14-3-3 Immunoblot-Banden
wurden semiquantitativ als leicht, mittel und stark positiv
befundet. Zuzitzlich wurden Patienten neuropathologisch
nach dem Prion Protein Typ (Type I, Type II) und dem Po-
lymorphismus an Codon 129 klassifiziert [3].

Ergebnisse: Bei einem Grenzwert von 1400 pg/ml Tau-Pro-
tein ergab sich fiir die Diagnose einer CJD eine Sensitivitit
von 93%, eine Spezifitit von 91% und ein positiver pradik-
tiver Wert von 93%. Diese Resultate sind in ihrer Wertigkeit
mit dem 14-3-3 Immunoblot vergleichbar. Patienten mit
einem Type II- Prion Protein und einem Methionin/Valin
oder Valin/Valin Polymorphismus an Codon 129 werden mit
dem Tau-Assay besser érkannt. Tau-Werte waren hoher im
Liquor von Patienten mit intenseren 14-3-3 Immunoblot
Banden.

Schlufifolgerung: In der differentialdiagnostischen Wertig-
keit sind der 14-3-3 Immunoblot und der Tau-ELISA ihn-
lich. Der Vorteil der Bestimmung des Tau-Wertes liegt in der
unkomplizieten Handhabung dieses Verfahrens in der ibli-
chen Routinelabordiagnostik. Ublicherweise konnen bei Pa-
tienten mit negativen 14-3-3 Immunoblot bereits Tau-Pro-
tein-Werte bestimmt werden und diese besser in andere dif-
ferentialdiagnostische *Uberlegungen mit einbezogen wer-
den. .
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S-100 Protein und Neuronenspezifische
Enolase. Vergleich der klinisch-diagnosti-
schen Relevanz

H. Reiber!, M. Otto?

' Neurochemisches Labor der Universitat Gottingen
2 Neurologische Klinik der Universitat Gottingen

Die Neuronenspezifische Enolase (NSE) ist ein 78 kDA
Enzym der Glykolyse und in Neuronen oder -neuroendokri-
nen Zellen lokalisiert. Es wird im Test die gamma-Unterein-
heit (die als homodimer oder heterodimer vorliegt), gemes-
sen. Im Liquor stammen 98% des Proteins aus dem ZNS.
Die NSE ist vor allem als Marker fiir einen schnellen Un-

tergang von Neuronen anzusehen, d.h. der Liquor- und Se-~

rumwert ist bei schnell progredienten Verlaufen oder Hypo-
xien sehr schnell erhoht; bei einem langjihrigen Alkohola-
busus (Korsakov-Syndrom) ist NSE im Liquor aber ernied-
rigt [1].

Pathologische Werte wurden in Serum und Liquor von
Patienten mit Hirnischdmien, Hirntumoren, Hirnblutungen
und Hirntrauma gemessen. In der differential-diagnostischen
Abklirung einer CJD wurden bei einem Grenzwert von 35
ng/mL im Liquor in 78% der Fille erhohte Werte gemessen,
die Spezifitat betrigt in dieser Gruppe 88%.

Die Bestimmung der NSE im Serum zur Prognoseab-
schatzung nach hypoxischen Himschéden ist klinisch eta-
bliert und hat sich bewihrt [2].

S-100 ist ein vornehmlich im Nervensystem vorkommen-
des saures Calcium-bindendes Protein mit einem Molekular-
gewicht von 21 kDa. Natives S-100 Protein wird als homo-
oder heterodimer mit den zwei isomeren Untereinheiten
alpha und beta gefunden. Mit dem fiir die Routine zur Ver-
fiigung stehenden Test wird nur die S-100 beta Untereinheit
(aus den Gliazellen) gemessen (S-100B).

Erhohte Liquor S-100B Werte werden bei der sporadi-
schen CJD beschrieben. Nach KongreBberichten fanden sich
bei den wenigen untersuchten Patienten mit der neuen Vari-
ante vCJD ebenfalls erhohte Werte im Liquor.

Durch Verbesserung der Testsensitivitit konnten wir den
Referenzbereich auch im Serum definieren [3, 4] und fanden
auch erhohte S-100-Werte im Serum bei CJD [3]): Bei den

unter der Differentialdiagnose CJD gesehenen Patienten

(n=224) wurde bei einem Grenzwert von 213 pg/mL im
Serum eine diagnostische Sensitivitit von 78% und eine
Spezifitdt von 81% erreicht.
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p-trace Protein in der Diagnostik von
Liquorfisteln - die Wertigkeit des nephelo-
metrischen Assays

H.-F. Petereit, M. Nekic, S. Bamborschke’

Klinik und Poliklinik far Neurologie, KéIn
' Brandenburgklinik, Abteilung fir Neurologie, Bernau-Waldsied-
lung

Die Bedeutung des hirneigenen -trace-Proteins in der Dia-
gnostik der Liquorrhoe konnte bereits 1987 von Felgenhau-
er und Mitarbeitern mittels eines Enzymimmunoassay ge-
zeigt werden. Die Bestimmung von f-trace-Protein wurde
durch die Einfiilhrung eines nephelometrischen Assays we-
sentlich vereinfacht und beschleunigt. In dieser Untersu-
chung stellen wir die Ergebnisse einer Parallel-untersuchung
von [-trace-Protein mittels Nephelometrie und Enzymim-
munoassay an 140 konsekutive Proben vor, die mit dem Ver-
dacht auf eine Liquorrhoe eingeschickt wurden. Bei 79 Pro-
ben wurde die laborchemische Diagnose anhand von klini-
schen Daten wie Bildgebung, Operationsbefund und Verlauf
verifiziert.

Eine Spezifitit von 100% wurde erreicht, wenn Proben
mit einer 3-trace-Protein-Konzentration groBer oder gleich 6
mg/l als positiv gewertet wurden. Bei einer Spezifitit von
100% betrug die Sensitivitdt des nephelometrischen Assays
92% im Vergleich zum Elektroimmunoassay und 93% in
Bezug auf die klinische Referenz. Die Korrelation zwischen
Elektroimmunoassay und Nephelometrie war hoch signifi-
kant (p<0,001, Chi Quadrat Test).

Zusammenfassend erlaubt die nephelometrische Bestim-
mung von beta-trace-Protein eine schnelle und zuverlissige
Diagnose von Liquor in einer gegebenen Probe.

Diagnostik der Myasthenia gravis-
Acetylcholin-Rezeptor-Antikorper, Titin-Anti-
korper, Skelettmuskel-Antikorper

M. Wick!, R. Voltz2

1 Institut far Klinische Chemie
2 |nstitut fur Neuroimmunologie am Klinikum der LMU Minchen

Fiir die Labordiagnostik und Verlaufsbeurteilung der My-
asthenia-gravis ist seit Jahren die Bestimmung der
Acetylcholin-Rezeptor-Antikorper mit einem Radiorezeptor-

" Assay auf der Basis von Acetylcholin-Rezeptor aus mensch-

licher Muskulatur etabliert.

In einer eigenen, prospektiven Untersuchung (generali-
sierte Myasthenie N = 99, okuldre Myasthenie N = 40, an-
dere neuromuskulire Erkrankungen N = 69) wurde eine
Spezifitit von 100% fiir die Diagnose Myasthenie bereits
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bei cinem Grenzwert von 0,25 nmol/l errcicht. Unter diescn
Bcdmgungen crgab sich fiir die gencralisicrte Myasthenie
cinc Sensitivitit von 82% und fiir dic okuldre Myasthenie
von 60%.

Fiir dic Ursachenabkliirung wurde bisher unter andercm
der Nachweis von Skelettmuskel-Antikorpern verwendet,
dem cin hoher Vorhersagewert fiir das Vorlicgen cines Thy-
moms zugeschrieben wurde. Ncuere Erkenntnissc deuten
darauf hin. daB dicser hohe Vorhersagewert moglicherweise
nicht durch den immunfluorcszenzmikroskopischen Nach-
weis von Skelettmuskel-Antikdrpern , sondern nur durch dic
selektive Bestimmung von Autoantikdrpern gegen cin 30
kD-Fragment des Muskelproteins Titin zu erzielen ist.

Dics wurde in ciner Pilotuntersuchung an 44 Patienten
mit Myasthenic und bekannter Thymushistologic untersucht
(Thymom N = 13, Thymus Hyperplasie N = 18, Thymus
Atrophic N = 8, Thymus unauffillig N = 5). In diesem Kol-
Icktiv ergab sich fiir den Nachweis von Titin-Antikorpern
bei 100% Spezifitit eine Sensitivitit von 69% fiir das Vor-
liegen einer Thymom-assoziierten, paraneoplastischen My-
asthenie. Der qualitative Nachweis von Skelettmuskel-Anti-
korpern wics dagegen nur eine Spezifitit von 56% bei einer
Sensitivitit von 77% auf.

Somit empfiehlt sich fiir die Diagnostik und Verlaufsbe-
urteilung der Myasthenie weiterhin die Bestimmung von
Acetylcholin-Rezeptor-Antikdrpern, fiir den Nachweis einer
paraneoplastischen, Thymom-assoziierten Myasthenie die
Bestimmung von Titin-Antikérpern. Weitere Untersuchun-
gen zur Ermittlung optimaler Entscheidungsgrenzen dauern
an.

Diagnostik paraneoplastischer neurologi-
scher Erkrankungen

F. Blaes , P. Oschmann , M. Kaps

Neurologische Kiinik, Justus-Liebig-Universitat Giessen

Paraneoplastische neurologische Erkrankungen (PNS) sind
Erkrankungen des Nervensystems, die sich nicht durch loka-
le Wirkung des Tumors oder seiner Metastasen erkléren las-
sen. Klinisch handelt es sich hierbei meist um Enzephaliti-
den, Neuropathien und Kleinhirndegenerationen, es kann je-
doch jede Struktur des Nervensystems befallen sein. Der
Nachweis kreuzreagierender Autoantikdrper gegen neurona-
le und tumorale Proteine in Serum und Liquor dieser Pati-

enten fiihrte zum Postulat einer Autoimmunpathogenese die- .

ser Erkrankungen. Der Nachweis hochtitriger antineuronaler
Autoantikorper erlaubt mit hoher Spezifitit (> 98%) bei
miBiger Sensitivitit (50-65%) eine Sicherung der Diagnose
eines PNS. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, daB auch bei
Tumorpatienten ohne PNS derartige Autoantikdrper in med-
rigen Titerstufen auftreten kénnen.

Neben den bekannten anti-Hu, anti-Yo- und anti-Ri-Anti-
korpern, die gegen intrazellulire, wahrscheinlich RNA-bin-
dende Proteine gerichtet sind, wurde inzwischen eine Viel-
zahl derartiger Autoantikorper beschrieben. Daneben sind
auch Autoantikorper gegen extrazellulidre Strukturen nach-
weisbar. So kann beim Lambert-Eaton-Syndrom, welches
héufig mit einem kleinzelligen Bronchialkarzinom assoziiert
ist, ein AutoantikSrper gegen den prisynaptischen, span-
nungsabhingigen Calciumkanal nachgewiesen- werden. An-
tineuronale Autoantikérper sind eher spezifisch fiir den zu-
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grundcliegenden Tumor und weniger spezifisch fiir das kli-
nische Syndrom. So liegt bei Patienten mit einem anti-Hu
Autoantikérper meist ein kleinzelliges Bronchialkarzinom
zugrunde, das neurologische Syndrom kann jedoch als sen-
sible Polyneuropathie, limbische Enzephalitis oder Klein-
hirndcgeneration imponieren.

Der Nachweis dieser Antikorper erfolgt derzeit mit der
Immunhistochemie als Screeningverfahren der Wahl. Dabei
werden Kleinhirn, Darm oder Spinalganglion als antigene
Gewebe verwendet. Ein nicht-neuronales Kontrollgewebe
(z. B. Leber, Hep-2-Zellen) sollte zum AusschluB eines anti-
nukledren Antikorpers (ANA) mitgetestet werden. Als Be-
statigungstest wird entweder ein Western Blot oder ELISA
mit den rckombinanten Antigenen eingesetzt, vielfach wird
auch ein Western Blot mit Kleinhirngewebe oder aufgerei-
nigten Purkinjezellen benutzt. Werden neuronale Gewebeho-
mogenate fiir den Western Blot verwendet, sollte auch hier
ein nicht-neuronales Kontrollgewebe mitgetestet werden.
Eine Screeningmethode, die nur die rekombinanten Antige-
ne beinhaltet, ist aufgrund der noch hiufig nachzuweisenden
neuen, bisher nicht charakterisierten Bindungsmuster und
den erst wenigen derzeit klonierten Antigenen nicht empfeh-
lenswert und fiihrt zu einem deutlichen Riickgang der Sensi-
tivitat.

Vom Gen zum Protein: Methoden der Quan-
tifizierung von Cytokinen

B. S. Kiihne, P. Oschmann

" Forschungsgruppe Multiple Sklerose, Neurologische Universitats-

klinik, GieBen

Variationen der Genexpression von Cytokinen und deren
Rezeptoren beziiglich ihrer Konzentration oder ihres Profils
sind mit der Pathogenese vieler Erkrankungen assoziiert.

Um Verinderungen der Expression sowie der Sekretion
dieser Molekiile unter physiologischen bzw. pathologischen
Bedingungen untersuchen zu kénnen, bedarf es sensitiver
Detektions- und Quantifizierungsmethoden.

Zur Analyse der Cytokin-mRNA Expressionslevels wer-
den verschiedenste Methoden herangezogen. Mit der RT-
PCR existiert hierfiir eine hochsensitive Methode. Die Ver-
wendung des LightCycler -Systems erlaubt hierbei mit sei-
ner kontinuierlichen Detektion der entstehenden PCR-Pro-
dukte eine schnelle und verlaBliche Quantifizierung spezifi-
scher mRNAs.

Auch fiir die Cytokmdetekuon auf Proteinebene existiert
eine Vielzahl von Methoden.

Die Durchfluzytometrie ist eine leistungsstarke Technik
zur Analyse von Einzelzellen im Hinblick auf die Expressi-
on intrazelluldrer und*membranstindiger Proteine. Durch
Mehrfarbenmessungen besteht die Moglichkeit der Detekti-
on individueller Cytokin-produzierender Zellen aus ge-
mischten Zellpopulationen mit gleichzeitiger Bestimmung
der Frequenz ihres Vorkommens und Identifizierung ihres
Zellphinotyps.

Fiir die Detektion und Konzentrationsbestimmung 16sli-
cher Cytokine und -Rezeptoren ist der ELISA die Methode
der Wahl. Er liefert das Werkzeug zur Bestimmung von Pro-
teinlevels in einer Vielzahl biologischer Fliissigkeiten.

Durch die Kombination dieser Methoden ist es moglich -

die unterschiedlichen Ebenen der Genexpression und somit
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den Weg des Cytokin (-Rezeptor) Molekiils durch die Zelle,
auch unter EinfluR von z. B. einem Therapeutikum zu ver-
folgen. Damit kénnen Riickschliisse auch iiber die Wirkme-
chanismen therapeutischer Ansitze gezogen werden.

In-situ-Hybridisierung an Zellen des Liquor
cerebrospinalis
L. M. Ossege, J.-P. Malin

Neurologische Klinik und Poliklinik der Ruhr-Universitat Bochum,
BG Kliniken Bergmannsheil, Bochum

Die Methode der in situ Hybridisierung stellt eine sensible
Technik zum Nachweis von mRNA in intakten Zellen und
Geweben dar. Das radioaktive Verfahren wurde erstmals
1969 beschrieben. In den letzen Jahren werden jedoch zu-
nehmend nicht-radioaktive Methoden eingesetzt. Der Vorteil
der nicht-radioaktiven in-situ-Hybridisierung liegt in der
besseren Handhabung durch die Unabhingigkeit von einem
Isotopenlabor, der besseren Haltbarkeit der hybridisierten
Priparate aufgrund der Ungebundenheit an die Halbwertzeit
des Isotops und der kiirzeren Verfahrensdauer. Vorteilhaft
zeigt sich weiterhin, daB die Signale im Gegensatz zur ra-
dioaktiven in-situ-Hybridisierung, bei der sie iiber der Zelle
liegen, sich in der Zelle selbst befinden. Im Vergleich zur rt-
PCR ermdglicht es die in-situ-Hybridisierung, die mRNA-
Expression einer bestimmten Zelle und damit auch einem
bestimmten Zelltyp, der in der Fluoreszenzmikroskopie dif-
ferenziert werden kann, zuzuordnen. Ebenso wird die Ex-
pression ,,nativ** und nicht nach millionenfacher Vervi€lfalti-
gung erfafit, was eine geringere Fehleranfilligkeit bedeutet.
Kleinere Unterschiede in der mRNA-Expression konnen
durch die in-situ-Hybridisierung jedoch nicht so gut darge-
stellt werden. Die in-situ-Hybridisierung stellt an sich einen
qualitativen Nachweis von mRNA in Zellen dar. Jedoch ist
eine semiquantitative Analyse durch Bestimmung der Sig-
nalanzahl pro Zelle und Zahl der positiven Zellen moglich.

Beispielhaft fiir die Anwendungsmoglichkeiten dieser
Technik wird die mRNA-Expression der Zytokine TNFa
und TGFB-1 in Liquorzellen bei Patienten mit Meningitis
demonstriert. Es werden ferner Ergebnisse beziiglich der Ex-
pression dieser Zytokine bei MS-Patienten im akuten Schub
und im Intervall und der EinfluB von immunsupprimieren-
den bzw. -modulierenden Medikamenten auf die Zytokin-
Expression bei diesen Patienten prisentiert.

Erfahrungen mit der Bestimmung des Ferrit-
ins im Liquor cerebrospinalis

D. Becker', P. Kern?, H.-P. Vogel?

Klinikum Buch
1 Institut fir Laboratoriumsdiagnostik
2 Neurologische Kilinik (Berlin)

Bei 86 Patienten wurde die Ferritin-Konzentration im Li-
quor cerebrospinalis nach Lumbalpunktion mittels MPIA am
Gerit Axsym (Abbott) untersucht. Die untersuchten Patien-
ten gehorten zu folgenden Diagnosegruppen:
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Diagnosegruppe Anzahl

Zustand nach Eindringen von Blut in den Sub-
arachnoidalraum (SAB oder operativer Eingriff) 4

Kopfschmerz (SAB ausgeschlossen) 21
Abakterielle ZNS-Entziindung 23
Bakterielle' Meningitis 5
ZNS-Tumoren ohne meningeale Beteiligung 5
Mehingeosis lymphomatosa s. carcinomatosa 6
ZNS-Durchblutungsstérungen 4
Sonstige neurologische Erkrankungen (Demenz,

Polyneuropathien, Epilepsie, M. Parkinson) 14
Keine neurologische Erk.rankung 3

Ergebnisse: Bei Erkrankungen mit Blut im Subarachnoidal-
raum wurden Ferritinkonzentrationen zwischen 21,5 und
1525 pg/l beobachtet.

Bei Meningeosis lymphomatosa s. carcinomatosa, in ei-
nigen Fillen auch bei bakterieller Meningitis wurden Ferrit-
inerh6hungen gefunden, die denen bei Subarachnoidalblu-
tung vergleichbar sind.

Bei den iibrigen Erkrankungen wurden lediglich Ferritin-
konzentrationen bis maximal 17,5 ug/l beobachtet.

Unter Zugrundelegung des von Wick, M. et al. [1]. vor-
geschlagenen Cutoff-Wertes. von 15,0 ug/l wurde eine dia-
gnostische Sensitivitit von 100% beobachtet. Die diagnosti-
sche Spezifitit lag bei 88%.

Diskussion: Es wird eine Festlegung des Cutoff-Wertes auf
18 ug/l vorgeschlagen. Die hohe diagnostische Sensitivitét
des Verfahrens bleibt erhalten. Die Spezifitit steigt von 88
auf 90%.

Unger Zugrundelegung des Cutoff-Wertes von 18 ug/l
kann die Ferritinbestimmung im Liquor cerebrospinalis bei
folgenden Situationen zur Differentialdiagnostik eingesetzt
werden: Eine Subarachnoidalblutung ist bei Werten unter 18
pug/l zuverldssig auszuschlieBen. Das gilt auch bei iatrogen
blutigem Liquor. Eine Subarachnoidalblutung ist bei Werten
iiber 18 ug/l als wahrscheinlich anzusehen, wenn eine

" Meningeosis lymphomatosa s. carcinomatosa bzw. eine bak-

terielle Meningitis ausgeschlossen worden sind.

Moglicherweise ist das Ferritin als Parameter zum Aus-
schluB einer Meningeosis geeignet. Dies bedarf weiterer Un-
tersuchungen.
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Ringversuch Liquordiagnostik - Empfehlun-
gen zur Qualitdtskontrolle

H. Reiber

Vorsitzender des Vorstands der Deutschen Geselischaft fir Li-
quordiagnostik und Klinische Neurochemie e.V. (DGLN)

Der Vorstand der Deutschen Gesellschaft fiir Liquordiagno-
stik und Klinische Neurochemie, ¢.V. (DGLN) hat ausfiihr-
lich zum Entwurf der ncuen Richtlinicn der Bundesirzte-
kammer (RILI-BAK, Anlage Ib) Stellung genommen.

Es ist sehr begriiBenswert, daB nun eine Regelung fiir die
Liquordiagnostik gefunden wird. Der vorgelegte Entwurf
1Bt aber vor allem noch zwei entscheidende Aspekte fiir die
Qualitiit der Liquoranalytik offen:

- Liquor/Serum-Quotienten von Albumin, lgG IgA und
1gM als zu bewertende -Parameter
- Serum im Liquortest

Liquor/Serum-Quotienten: Fiir die Qualitit der Liquordia-
gnostik ist es eine entscheidende Spezifikation, daB Liquor
und Serum zusammen im selben Test und selben Lauf ge-
messen werden. Der Liquor/Serum-Quotient ist damit prazi-
ser (VK von Qap, Qigc < 8%, Qga. Qigm = 10%) als jeder
Parameter im Liquor und Serum alleine (VK von IgA, IgM
in Liquor = 15%). Bei richtiger Handhabung ergeben damit
Liquor/Serum-Quotienten methodenunabhingige Werte [1].

Seit 9 Jahren ist es im Ringversuch Liquoranalytik (IN-
STAND e.V.) weitreichend akzeptierte Praxis, die Quotien-
ten mit erster Prioritdt vor der Bewertung der Absolutwerte
zu evaluieren [1]. An diesem RV nehmen 300 deutsche La-
bors und 25 Labors aus anderen europdischen Lindern teil.
In diesem Ringversuch wurde noch viel weitergehend die
Bewertung der klinisch relevanten Interpretation eingefiihrt
[1]. Dies wurde inzwischen als richtungsweisend auch fiir
andere Bereiche der klinischen Chemie von Ringversuchs-
Gutachtern aufgegriffen. Fiir den RV Liquor wurde auf die-
ser Basis ein vom BMBF gefordertes (WILAS III) Compu-
ter-Programm zur wissensbasierten Evaluation des Liquor-
RV entwickelt (Prof. C. Trendelenburg / A. Wormek).

Als Fachgesellschaft empfiehlt die DGLN, diese Praxis
eines verbesserten Quality assessments durch Aufnahme der
Quotienten in Anlage 1b zu etablieren.

Die Qualitits-Priifung von Werten, die aus Einzelana-
lyten kombiniert sind, wiirde einen neuen Schritt in den
Richtlinien darstellen. Es ist seit vielen Jahren Konsens
unter Neurologen und Klinischen Neurochemikern, daf dies
eine notwendige Voraussetzung fiir die Qualitdt in der
Liquoranalytik darstellt. Die Bemiihungen einer internatio-
nalen CSF-Konsens-Gruppe [2] gehen ebenfalls in diese
Richtung. Eine diesbeziigliche Publikation ist in Vorberei-
tung.

Serum im Liquor-Test: Aufgrund unserer vielen Ge-
spriache mit Kollegen und vor allem auch Eichbeamten muf
eine Regelung fiir die Serum-Bestimmung in der Liquorana-
lytik getroffen werden. Wenn Liquor- und Serum gepaart
analysiert werden, und zwar Serum verdiinnt im Liquoras-
say, dann muB als naheliegende Konsequenz fiir Serumpro-
ben dieselbe Richtlinie wie fiir Liquorproben gelten. Es soll-
te also nicht grundsitzlich gefordert werden (was einige
Eichbeamten tun), Serum zusitzlich im Serum-Test zertifi-
zieren zu lassen, da es ja darin gar nicht bestimmt wird. Eine
klare Regelung diesbeziiglich wird viele Unsicherheiten
zwischen Eichbeamten und Kollegen beseitigen.
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Lactat oder Glucose: Die DGLN schligt vor, Glucose im
Anhang 1b zu streichen. Glucose-Bestimmung im Liquor al-
lein ist nicht hinreichend sensitiv. Der schnelle Austausch
mit der Blutglucose erfordert es, daB Glucose stets im Li-
quor upd Serum bestimmt wird und nur das Verhiiltnis be-
wertet wird. Es ist in Deutschland weitgehender Konsens
unter den Neurologen, dafi Lactat im Liquor, als der bessere
Parameter, Glucose ersetzen soll. Lactat kann allein im Li-
quor bewertet werden (keine Serum-Bestimmung ndtig, da
kein schneller Austausch). Auf jeden Fall solite Glucose
(CSF) neben Glucose (Ser) untersucht werden und damit
verbunden auch das Glucose (CSF)/Glucose (Ser)- Verhilt-
nis (Normalwert > 0,7) gepriift werden.

Spezifische Antikiirper-Analyse in Liquor und Serum: Der
Nachweis einer intrathekalen Antikorpersynthese im ZNS ist
ein wichtiger Aspekt der Liquoranalytik. Am derzeitigen RV
(INSTAND e.V.) nehmen ca. 80 Labors teil. Die Bestim-
mung ist ausdriicklich auf eine parallele Bestimmung von
Liquor und Serum im ELISA! (nicht Titer!) ausgerichtet und
hat vor allem in der IgG-Klasse seine Bedeutung. Dafiir lie-
gen hinreichend Erfahrungen vor, um die Grenzen der ak-
zeptablen Unprizision (15%) zu benennen. Die DGLN
schlédgt vor, nur die Kombination - spezifischer Quotient Li-
quor/Serum - abzufragen. Die Bestimmung dieser Li-
quor/Serum-Quotienten ist in Theorie und Praxis hinrei-
chend standardisiert, was fiir die Absolutwerte im Liquor
oder Serum fiir die Bestimmung der einzelnen erregerspezi-
fischen Antikdrper-konzentrationen nicht der Fall ist.
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Qualitdtssicherung in der Liquorzytologie
E. Linke, K. Zimmermann, D. C. Pésch, Dr. Piontek
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Die vielseitigen Bemiihungen um Verbesserungen des li-
quorzytologischen Kenntnisstandes und um Vereinheitli-
chung. der morphologischen-Zuordnung miindeten 1986 fol-
gerichtig in die ‘Etablierung von Ringversuchen zur Qua-
litatssicherung in der Liquorzytologie. Die heute in Verant-
wortung von INSTAND e.V. in Form von ,Ringversuchen
vor Ort*“ (RvO) durchgefiihrten QualitdtssicherungsmaBnah-
men laufen prinzipiéll in Verbindung mit einem Fortbil-
dungsteil ab und finden ein in dieser Form ungemindertes
Interesse. Die inzwischen optimierte Zahl von 50 an den
RvO’s aktiv teilnehmenden Personen setzt sich kontinuier-
lich aus schon langjihrig im Fach titigen Kolleginnén und
Kollegen und einer stets kleineren Zahl von Neueinsteigern
in die Liquorzytologie zusammen. Die besonderen Probleme
bei der Differenzierung von Liquorzellen liegen derzeit im
Bereich der vielgestaltigen Gruppe immunkompetenter mo-
nonukleérer Zellen, bei der Zuordnung von Tumorzellen mit
ihren oft sehr unterschiedlich ausgeprigten Merkmalen der
Malignitit, ferner bei der Abgrenzung aktivierter Monozyten



von anderen monozytiren Zellformen, sowie bei der siche-
ren Zuordnung phagozytirer Reaktionsformen und artefizi-
eller Zellbeimengungen aus Knochenmark und periphirem
Blut.

Wie Rmovcrsuchsergebmsse der letzten 5 Ringversuche
zeigen, ist das Ziel einer einheitlichen zytologischen Auffas-
sung und eines gleichmdBig hohen liquorzytologischen
Kenntnisstandes noch nicht erreicht, doch bieten die Ten-
denz der Ergebnisse und vor allem die kontinuierlich hohe
Teilnehmernachfrage die Gewihr dafiir, daB die DGLN mit
den Rvo’s eine gute Moglichkeit zur erfolgreichen Weiter-
entwicklung und gesicherten Integration der Liquorzytologie
in die Liquordiagnostik besitzt.

Qualitatskontrolle bei oligoklonalen Banden
U. Wurster )

Neurochemisches Labor, Neurologie, Medizische Hochschule
Hannover

Der Nachweis von oligoklonalen Banden (OB) im Liquor
stellt nach wie vor den wichtigsten Labortest fiir die Multi-
ple Sklerose (MS) dar und erreicht bei Einsatz moderner
Technik eine Haufigkeit von 98-100%. In einer Ara vielfil-
tiger immunmodulatorischer Ansitze ist eine absolut sichere
Diagnosestellung unerldBliche Vorraussetzung fiir eine The-
rapie der MS. Wenn OB fehlen, sollte zuerst die VerlaBlich-
keit der Nachweismethode bzw. der Bewertung hinterfragt
werden. danach allerdings sollte die Diagnose einer MS
emnsthaft iiberdacht und entsprechende differentialdiagnosti-
sche Uberlegungen intensiviert werden.

Die Qualititskontrolle von OB ist ein vielschichtiges Pro-
blem, das bisher nur in 4 Arbeiten mit angesprochen wurde:
(1) M. Andersson et al., J Neurol Neurosurg Psych 1994;57:
897-902. )

(2) H. Reiber, Clin Chem 1995;41:256-263.

(3) F. Sellebjerg et al. Scand J Clin Lab Invest 1996;56:135- -

143.
(4) T. O. Kleine, Anal Chim Acta 1999;393:83-93.

In (3) wurde zwar als einziger die Intra- und Inter-Aus-
werter-Variabilitidt bestimmt, doch unterblieb die Einstellung

KongreBbericht: Das aktuelle Liquor-Labor

auf gleiches IgG in CSF und Serum und die Sensitivitit fiir
die MS betrug nur 89%. Die Isoelektrofokussierung (IEF)
wurde von 24 CSF Experten (1) als beste Methode zur Tren-
nung von OB beurteilt, doch hinsichtlich des Mediums
(Agarose, Polyacrylamid) und der Detektion (Proteinfir-
bung, Immunfixation, Inmunoblot) bestanden unterschiedli-
che Priferenzen. Eine Analyse der Ergebnisse der Ringver-
suche (Reiber/Instand) seit 1990 zeigt fluktuierende Anteile
der verschiedenen Methoden, wobei Neueinsteiger und Un-
zufriedene zu der jeweils zuletzt auf dem Markt propagier-
ten Neuentwicklung tendieren. Der Einsatz eines bestimm-
ten Verfahrens allein ist noch keine Garantie fiir eine richti-
ge Beurteilung. Es gibt keinen Goldstandard fiir den Nach-
weis von OB, doch 1Bt sich zumindest die Aufldsung iiber
die Zahl der-OB abschitzen. Dabei werden mit der von mir
bevorzugten Polyacrylamid IEF (Amersham Pharmacia) und
Silberfarbung mehr als 40 OB erreicht und es besteht eine
Korrelation zwischen der Zahl an OB und der intrathekalen
1gG Synthese. Auf dem gleichen Gel (Variation in der Serie)
erhdlt man identische Muster, bei unterschiedlichen Gelen
der gleichen Charge (Variation von Tag zu Tag) werden Vk
von ca. 10% beobachtet. Die Abwelchungen riihren von In-
tensitdtsunterschieden und der visuellen Beurteilung her.
Zwischen den Chargen als auch zu Produkten anderer Her-
steller bestehen leichte Unterschiede im Verlauf der pH-
Gradienten, - so daB verschiedene Muster resultieren. Zwi-
schen zwei trainierten Auswertern ergab sich ein hohes Mal}
an Ubereinstimmung (92%) bei 202/220 Proben, wobei nur
in einem Fall eine lexchte Diskrepanz hinsichtlich einer in-
trathekalen IgG Synthese bestand, sonst wurden lediglich
schwache Muster von identischen Banden unterschiedlich
eingeschitzt. Die Einteilung in S verschiedene Typen von
OB nach (1) hat sich bewihrt, wobei ich mit zwei ver-
schiedenen cut-offs, d.h. mindestens 4 OB fiir eindeutig
positiv und 2-3 OB fiir grenzwertig arbeite. Die Bereitstel-
lung von Kontrollmaterial fiir die IEF ist schwierig. Das
Produkt von BioRad besteht aus 2 IgG Paraproteinen, die
nicht fiir die feinen OB bei der MS représentativ sind und
die eine Eignung der zu unempfindlichen Agarelektro-
phorese vortiuschen. Aufgrund des Materialbedarfs von ca.
30 ml fiir die externen Ringversuche, muf8 meist auf Drai-
nageliquor zuriickgegriffen werden, wobei Lagerung und
Stabilisatoren (Thimerosal) vermutlich Verdnderungen be-
wirken.
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