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Abstracts l

Kongrel fur Laboratoriumsmedizin
32. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft
fir Laboratoriumsmedizin

10. bis 12. Mai 1993 in Stuttgart

Die Bedeutung kreuzreagierender
Antikérper fur die Serodiagnostik
der Lyme-Borreliose und der Syphilis

Isolde Alfen und Hans-J. Wellensiek
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie der Justus-Liebig-
Universitat GieBen, SchubertstraBe 1, W-6300 Giel3en

In Syphilitikerseren treten haufig kreuzreagierende Antikdrper ge-
gen Partial-Antigene von Borrelia burgdorferi mit folgendem Mo-
lekulargewicht auf: 80 KD, 66 KD, 41 KD, 39 KD und 12 KD. Von
diesen sechs Antigenen sind das 80 KD-, das 39 KD- und das 12-
KD-Antigen Oberflichenantigene. Sie sind wahrscheinlich Ursa-
che dafir, daR native Syphilitikerseren im immunofluoreszenztest
mit Borrelia burgdorferi hohe Titer ergeben. Diese kreuzreagie-
rende Antikorper kdnnen aus den Seren durch Absorption mit Tre-
ponema phagedenis-Ultrasonikat und mit intakten Borrelien kom-
plett eliminiert werden.

Es werden Hinweise gegeben, wie Immunoblots zuverlassig inter-
pretiert werden kénnen. Immunofluoreszenzteste mit Borrelia
burgdorferi bzw. Treponema pallidum als Antigen sollten zur Ver-
meidung falsch positiver Ergebnisse nur nach Absorption der Se-
ren mit Treponema phagedenis-Ultrasonikat bewertet werden.

Innovationen im Bereich
Calcium Stoffwechsel und Tumormarker

F. P Armbruster, Martina Kléppinger,- Uwe Schéfer, Pia Broszio
Immundiagnostik Gesellschaft fiir Produktion und Vertrieb
von Labordiagnostika mbH, Wilhelmstr. 7, W-6140 Bensheim

Die Firma IMMUNDIAGNOSTIK zeigt ihre wissenschaftlichen
Schwerpunkte im Bereich des Calcium Metabolismus und auf
dem Gebiet der Entwicklung von Testsystemen zum Nachweis
neuer Tumormarker.

Fiir die Routinediagnostik wird ein 1,25 Dihydroxy Vitamin D Ra-
diorezeptorassay auf der Basis von Kalbsthymusrezeptoren vor-
gestelit. Der Assay entspricht den klinischen Anforderungen mit
einer Gesamtinkubationszeit von weniger als zwei Stunden, ohne
Probenvorbereitung mit HPLC und Kreuzreaktion von 0,0038% zu
25 Hydroxy Vitamin D. :

Fir die Fragestellung ,.exogenes PTH als in vivo Therapeutikum®
entwickelte IMMUNDIAGNOSTIK fiir Tiermodellstudien einen ho-
mologen N-terminalen Ratten PTH Radioimmunoassay, als Er-
ganzung zu den humanen (N-, Mid- und C-terminal, sowie intakt
PTH) Testsystemen. Erste Untersuchungen zeigen die Ubertrag-
barkeit der Erkenntnisse des PTH-Stoffwechsels vom Mensch auf
Ratte.

Im Rahmen der Tumorforschung wurde ein Testsystem zum’
Nachweis der Glutathion-S-Transferase Pi zur Untersuchung von-

.Multi Drug Resistance” Phanomenen entwickelt. Der mégliche
Einsatz als Tumormarker wird diskutiert. Als weitere neue Testsy-

steme zur Quantifizierung von Tumormarkern werden ein C-termi-
naler PTHrP RIA (Tumorhypercalcamie) und ein EGF-Rezeptor
ELISA (Prognostik von Mammakarzinomen) vorgestellit.

Als neues wissenschaftliches Tatigkeitsfeld wird, mit der Entwick-
lung von einem TNF alpha ELISA und von Thymuspeptid Assays
und der Planung von TNF Rezeptor Assay, in den Bereich Immu-
nologie eingestiegen.

Schnelle und zuverlassige
nephelometrische Bestimmung
von Serum Amyloid A (SAA)

Johannes Aufenanger', Gerhard Miinscher?, Regina Ensenauer’,
Reinhard Kattermann®

' Klinische Fakultat Mannheim der Universitit Heidelberg,
Institut fir Klinische Chemie am Klinikum Mannheim,

Postfach 100023, D-6800 Mannheim

2 Behringwerke AG, Postfach 1140, D-3550 Marburg

Serum Amyloid A (SAA) ist ein zuverlassiger Marker zur Kontrolle
von Akute-Phase-Patienten, besonders bei Sepsis und Polytrauma
(1), ebenso zur frilhzeitigen Erkennung von Transplantatab-
stoBungen (2, 3). Das Fehlen einer schnellen und komfortablen
Methode, die auch unter Notfallbedingungen einzusetzen ist, ver-
hinderte eine weit verbreitete Anwendung.

Methodik: Die Methode wurde auf dem Behring Nephelometer
BN 100 adaptiert mit folgender Parametrisierung: ,Fixed-time”
Kinetik tiber 18 min, 5 Punkte-Kalibrierung, autom. Vorverdiin-
nung: 1:5, Antiserum: 20 pl (Behring, Marburg), Probe: 100 pl,
Detergents: 10 pl. Als Kalibrator wurde SAA-haltiges HDL; ver-
wendet (Calbiochem, San Diego, Californien).

Ergebnisse:

Methodik: Linearitat: 2-40 mg/l, Detektionsgrenze 2 mg/l, Zuver-
lassigkeit (abhangig von der Konzentration): Imprazision von Tag-
zu-Tag: > 8% (VK); — in der Serie: < 5% (VK). Kreuzreaktivitat mit
anderen Proteinen wurde nicht beobachtet. Normbereich:
2-13 mg/l.

Klinik: Es wurden 27 Patienten mit Polytrauma und Sepsis unmit-
telbar nach dem Unfall in ihrem weiteren Verlauf untersucht: Die
Anstiegskinetik von SAA stimmte gut mit der der Serum-Phos-
pholipase A, und der des C-reaktiven Protein (CRP) tiberein. Je-
doch erwies sich das SAA als ca. 2-2,5fach empfindlicher. Ein An-
stieg iiber den Normbereich konnte ca. 8 Std. friiher registriert
werden als beim CRP. In Einzelféllen konnte eine raschere Elimi-
nation von SAA beobachtet werden. Méglicherweise wird es auf-
grund der niedrigeren Molekularmasse schneller renal ausge-
schieden. Somit kann eine positive Anderung im Verlauf der The-
rapie frithzeitiger erfaBt werden.

SchiuBfolgerung: Serum Amyloid A kann mit der automatischen
Nephelometrie schnell und zuverldssig bestimmt werden. Dieses
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Verfahren eignet sich fiir die Akut-Diagnostik im Notfall-Labor im
Gegensatz zu den noch mehr verbreiteten ELISA-Techniken.

Schrifttum:

1. A.S. Dofferhoff, V.J. Bom, H. G. de-Vries-Hospers, J. van-ingen, J. d.
Meer, B.P. Hazenberg, P.O. Mulder, J. Weits, Crit. Care Med. 1992, 20,
185-192.

2. E. Lalli, R. Meliconi, R. Conte, A. Mancini, M. Uguccioni, G. F. Stefanini,
G. Gasbarrini, Dig Dis Sci, 1992, 37, 1116-1120.

3. T. Miiller, S. Schnidler, H. Sprenger, A. Steinmetz, G. Hocke, H. Ebel, D.
Gemsa, H. Lange, Transplant Proc 1992, 24, 2731-2734.

Aktive und inaktive Phospholipase A, im
Serum bei Patienten mit akuter Pankreatitis

Johannes Aufenanger, Michael Plittmann, Michael Samman,
Wilma Zimmer, Reinhard Kattermann

Klinische Fakultit Mannheim der Universitét Heidelberg,
Institut fir Klinische Chemie am Klinikum Mannheim,
Postfach 100023, D-6800 Mannheim

Der Stellenwert der Serum-Phospholipase A,-Aktivitat (PLA,) bei
der akuten Pankreatitis als prognostischer und diagnostischer
Marker wird in der Literatur kontrovers diskutiert (1). Wir haben

eine empfindliche Methode entwickelt, die den katalytisch aktiven .

Anteil der pankreasabhéngigen PLA; erfat (2).

Der Hauptteil der bei der akuten Pankreatitis im Serum auftreten-
den katalytisch aktiven PLA, ist hitzelabil und kann der inflamma-
torischen Typ II-PLA, zugeordnet werden. Durch Erhitzen des Se-
rums (60° C) wird der Anteil der Typ II-PLA; komplett inaktiviert.
Die Pankreas-abhangige PLA, (Typ |) erweist sich als sehr hitzere-
sistent (> 70° C fiir mehrere Stunden). Die im Serum verbleibende
Restaktivitat kann somit direkt der katalytisch aktiven Pankreas-
PLA, zugeordnet werden. Die katalytisch inaktive pankreatische
Pro-Phospholipase A, im Serum kann durch tryptische Spaltung
aktiviert werden. lhr Anteil ist gut korreliert mit der Serum-Amy-
lase und -Lipase.

Das Serum wurde am 2. und 3. Tage post eventum auf das Vor-
handensein von aktiver Pankreas-PLA, untersucht. Bei 10 von 30
Patienten konnte ohne zusatzliche Aktivierung katalytisch aktive
hitzeresistente Pankreas-PLA, (4-31 U/l) im Serum nachgewiesen
werden. Diese Patienten zeichneten sich durch komplizierte
Krankheitsverlaufe (Schock, Sepsis, pulmonale Komplikationen)
aus, von denen 3 tédlich endeten. Patienten ohne nachweisbare
aktive hitzeresistente PLA, hatten einen blanden Verlauf.

Der Nachweis von katalytisch aktiver Pankreas-PLA, im Serum
scheint nach vorlaufigen Untersuchungen mit einem komplizier-
ten Krankheitsverlauf assoziiert zu sein und kann im Gegensatz
zur Gesamt-Serum-PLA, wahrscheinlich als prognostischer Mar-
ker gewertet werden.

Schrifttum:

1. S.C. Kazmierczak, F. van Lente, E.D. Hodges, Clin. Chem. 37 (1991),
356-60

2. M. Pittmann, J. Aufenanger, M. Samman, R. Kattermann, Eur. J. Clin
Chem. Clin. Biochem (1993) (in press)

CYFRA 21-1, Ein Serumtest fiir das
monitoring von Lungentumor-Patienten:
Biochemische Grundlagen

und technische Erprobung

D. Banauch, H. Bodenmiiller, B. Ofenloch-Hihnle, D. Jaworek,
A. Dessauer

Boehringer Mannheim GmbH, Forschungszentrum Tutzing,
D-8132 Tutzing ) :

Der Serumtest auf CYFRA 21-1 enthalt zwei monoklonale Antikor-
per, die spezifisch Cytokeratin 19 erfassen und keine Kreuzreakti-
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vitdt mit anderen Cytokeratinen oder sonstigen Serumproteinen
zeigen. Diese beiden Antikdrper wurden aus einer Vielzah! von
Cytokeratin-Antikérpern aufgrund ihrer hohen klinischen Sensiti-
vitat gegeniiber Lungentumoren und Spezifitdt gegeniiber beni-
gnen Lungenerkrankungen ausgewahit. Obwohl mit.anderen An-
tikorpern dhnliche Standardkurven erhalten wurden, fielen sie
hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitat deutlich ab. Dies unter-
streicht, wie wichtig die Auswahl geeigneter Epitope fiir einen
diagnostischen Test ist.

Wahrend im Serum von Normalpersonen nur geringe Immunre-
aktivitat gefunden werden, treten bei Lungen-Carcinom-Patienten
z. T. sehr hohe Serumwerte auf. Die Westernblot-Analyse der Se-
rum-Analyte zeigte, da8 die im Test erfaBten Komplexe z. T. ho-
here Molekulargewichte als Cytokeratin 19 aufwiesen. Die Cytoke-
ratin 19-Fragmente liegen offenbar als Oligomere im Serum vor,
wahrscheinlich mit Typ |l Cytokeratinen komplexiert. Bei Dissozia-
tion dieser Komplexe durch SDS-PAGE konnte als wesentliches
Bruchstiick ein 30 kD Protein charakterisiert werden.

In der technischen Erprobung wurden im unteren Konzentrations-
bereich von 1-20 ng/ml Reaktions-Koeffizienten von weniger als
6% in der Serie bzw. weniger als 10% von Serie zu Serie gemes-
sen. Die entsprechenden Variationskoeffizienten fir den héheren
Konzentrationsbereich (21-45 ng/ml!) betragen weniger als 3%
bzw. weniger als 5%. Der Test zeigt Linearitdt bis 55 ng/ml, die
Standardkurven sind gut reproduzierbar. Interferenzen durch ikte-
rische, hamolytische oder lipamische Seren konnten nicht beob-
achtet werden.

Methodische und klinische Evaluierung
zweier IlgG-Subklassenbestimmungen

K. Berghoff*, O. Schofer**, W. Ehrenthal*, G. Hafner*,
W. Prellwitz*

* [nstitut fiir Klinische Chemie und Labormedizin, Mainz
** Kinderklinik, Johannes Gutenberg Universitit Mainz

IgG-Subklassenimbalanzen gehdren zu den haufigsten Stérungen
des Immunsystems. Bei rezidivierenden Infektionen gehort die
Subklassenanalyse zur-Routinediagnostik. Eine nephelometrische
Bestimmung sowie eine kombinierte Methode aus Mikroaffini-
tatschromatographie und Immunanalytik (ABICAP-System) wur-
den evaluiert und mit der RID verglichen. Bei der Nephelometrie
liegt die Prazision intraassay und interassay zwischen 1,34 und
12,92%, beim ABICAP-System zwischen 7,18 und 22,21%. Die mi-
nimalen Nachweisgrenzen beider Methoden liegen fiir IgG1 und
IgG2 bei 0,1 g/l, fiir IgG3 und IgG4 bei 0,02 g/I. Der Vergleich mit
der RID ergab fiir IgG1 und IgG2 Korrelationskoeffizienten zwi-
schenr=0,854 undr =0,934, fiir IgG3 und IgG4 zwischen r = 0,732
und r=0,943.

Es wurden 400 Subklassenanalysen bei Kindern und 51 bei Er-
wachsenen durchgefiihrt, 50% waren pathologisch. Die Imbalan-
zen zeigten sich bei Kindern. am haufigsten als IgG1 (18%) und

"1gG2 (21%) Erniedrigung sowie als IgG1 Erhohung (19%). Klinisch

sind pathologisch niedrige IgG1 und IgG2 Werte assoziiert mit
passageren Hypogammaglobulinamien, M. Bruton und kombi-
nierten Immundefekten. Erhdhte IgG1 Spiegel haben Kinder mit
juveniler rheumatoider Arthritis, chronischen Infekten, Autoim-
munerkrankungen und Granulozytenfunktionsdefekten. Erwach-
senen hatten in 42% ein erniedrigtes 1gG3. Klinisch imponierte
dieser Defekt als rezidivierende bronchopulmonale infektion.

" Bei vergleichbaren Analysenergebnissen ist die vollautomati-

sierte Nephelometrie diagnostisch zu bevorzugen.
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ICP-AES und flammenlose AAS:
Zwei analytische Alternativen
fir den diagnostischen Einsatz

H. P Bertram .
Lehrstuhl fiir Pharmakologie und Toxikologie
der Universitit Witten-Herdecke

Die in der anorganischen Analytik derzeit am héufigsten einge-
setzten Verfahren sind die Plasma-Atomemission und die ver-
schiedenen Varianten der flammenlosen Atomabsorption. Die
Methoden kénnen sich bei sachgerechter Anwendung sinnvoll er-
ganzen. Mit der ICP-AES als Multielement-Methode lassen sich
bei einem Minimum an Probenvorbereitung rasche qualitative
Aussagen machen. Ein Verdacht auf Intoxikation mit akzidentellen
Spurenelementen 1aRt sich z. B. im Nativ-Urin in 10 Minuten veri-
fizieren.

Marginale Unterversorgungen oder Uberexpositionen an essen-
tiellen Spurenelementen erfordern dagegen den Einsatz der nach-
weisstarken flammenlosen Atomabsorption. Fiir Quecksilber, Se-
len oder Arsen stehen die Kaltdampf- bzw. Hydrid-Variante der
AAS zur Verfiigung. Die librigen metallischen Elemente lassen
sich mit der elektrothermalen Variante der AAS ausreichend ge-
nau erfassen. .

Prazision und Richtigkeit der Ergebnisse sind im spurenanalyti-
schen Bereich in besonderem MaRe abhangig von der ,,Proben-
vorgeschichte”. Probenahme und Probenvorbereitung sollten da-
her integraler Teil einer standardisierten Analysenvorschrift sein.

Computerunterstiitzte Urinprotein Analyse
- CUPA

Fritz Boege' und Manfred Lammers?
' Medizinische Poliklinik, Universitdt Wiirzburg
2 Behringwerke AG, Marburg

Die immunchemische Bestimmung der renalen Leitproteine Albu-
min, a,-Mikroglobulin und IgG im Urin erlaubt die Zuordnung
einer Proteinurie zu definierten Typen der renalen Lasion. Bei von
Immun-Nephelometrie 18Rt sich diese quantitative Diagnostik
mechanisieren. Sie ist fir die Routineanforderung eine attraktive
Erganzung/Alternative zu elektro-phoretischen Verfahren'. Die
Harnkonzentration von Proteinen hat eine gro3e Variationsbreite.
Antigeniiberschu8 kann zu falsch-niedrigen MeBwerten fiihren.
Der zu erwartende Konzentrationsbereich und eine geeignete Pro-
benvorverdiinnung sollten daher vorher anhand der Gesamt-Pro-
teinkonzentration ermittelt werden. Hier hat sich die nephelome-
trische Auswertung def Proteinfallung durch Trichloressigsédure
als geeignetes und zuverlassiges Verfahren erwiesen?. Der Ver-
gleich der Gesamtproteinkonzentration mit der kumulativen Kon-
zentration der Einzelproteine erlaubt eine Plausibilitdtskontrolle
hinsichtlich AntigeniberschuR und prarenalen Proteinurien.
Letztere kdnnen gegebenenfalls durch direkte Messung der Im-
munglobulinleichtketten und die Berechnung der x/A-Leichtket-
tenquotienten Uberpriift werden. Das Behring Urinprotéin-Analy-
senprogramm CUPA unterstiitzt den Untersucher bei der Durch-
fuhrung der beschriebenen Urinanalytik mit den Behring-Nephe-
lometersystemen (BNA, BN 100) in interaktiver Weise: 1. bei der
Auswahl| geeigneter Vorverdiinnungen, 2. bei der Kontrolle der
Plausibilitat, 3. bei der Zuordnung der erhaltenen MeRBwertkon-
stellationen zu entsprechenden Proteinurietypen. Das Programm
hat vor allem die Aufgabe, dem Untersucher eine technische
Hilfestellung zu geben und ist in zweiter Linie ein Befundungs-
programm.

Schrifttum:

1. F. Boege, F. Liebermann, A. Luther, U. Gilge & A. Heidland (1990) Lab.
Med. 14: 243-249,

2. F. Boege & A. Luther (1989) Lab.med. 13: 14-19.

3. F. Boege, B. Koehler & F. Liebermann (1990) J. Clinical Chemistry Clinical
Biochemistry 28: 37-42.

Strukturmerkmale

fir die Nephropathogenitat

von Bence Jones-Proteinen:

pl, Dimerisierungsgrad

und pH-abhéngige Ladungsverteilung

Fritz Boege, Frank Gieseler, Monika Merkle und Heide Riickle
Medizinische Poliklinik, Universitit Wiirzburg, Hauptiabor

Hintergrund: Bence Jones-Proteine (BJP) sind aufgrund unbe-
kannter Struktureigenschaften potentiell nephropathogen. Ne-
phroprotektive Therapiekomponenten erfordern eine diagnosti-
sche Vorhersage dieser Nephropathogenitt.

Vorgehen: Wir haben in 31 Fallen isoelektrischen Punkt (pl), Mole-
kulargewicht und pH-abhangige Ladungsverteilung (TC) von BJP
mit dem renalen Verlauf der Erkrankung (definiert durch Reten-
tion und renale Proteinurie) verglichen.

Resultate: Klinisch imponiert die renale Antwort auf BJPurie je-
weils durch eine der folgenden Konstellationen': (1) keine Ne-
phropathie; (2) schwere Retention ohne Proteinurie; (3) glomeru-
lére u/o tubulére Proteinurie ohne/mit geringer Retention. Die zu-
gehorigen BJP konnten diesen Verldufen am besten aufgrund der
TC-Typen zugeordnet werden: (1) Niedriger pl und starker Nega-
tivladung bei pH > pl kamen bei schwerer Retention (5/9) oder
fehlender Nephropathie (4/9) vor. (2) Neutraler pl, schwach-posi-
tive Ladung bei pH<pl, und schwachnegative Ladung bei
pH > pl herrschten bei Glomerulopathie vor (9/12). (3) Alkalischer
pl und schwach positive Ladung bei pH < pl waren typisch (9/10)
fiir Tubulopathie. pl-Analyse alleine reichte nicht zur Beurteilung.
Dariiber hinaus wurde ein geringer Dimerisierungsgrad (< 20%)
signifikant haufiger {p < 0,05) bei schwerer Retention beobachtet.

Folgerungen: Unsere Daten stiitzen eine ladungsbezogene Hypo-
these der BJP-Nephropathie. TC-Analyse ist hierbei aussagekrafti-
ger als pl-Bestimmung. Zusatzlich spielen Sulfhydrylaustausch-
reaktionen eine Rolle.

Therapeutische Konsequenzéh.: (1) Beeinflussung des Urin-pH. (2)
Sulfhydrylreduktion durch Natriumthiosulfat.

*
\

Schrifttum: .
1. F. Boege, M. Merkle, R. Homeyer, F. Gieseler, Lab. Med. in press

BODIPY-CGP 12177, ein fluoreszierender
Ligand fiir die subzellulare Analyse
von B-adrenergen Rezeptoren

Fritz Boege®, Helmut Reildnder?, Dieter Hallmann?,
Ernst J. M. Helmreich*

1 Medizinische Poliklinik, Univ. Wiirzburg

2 MPI f. Biophysik, Frankfurt/Main

3 MPI f. Biophysikalische Chemie, Géttingen

4 Medizinische Klinik, Univ. Wiirzburg

Die Expressionsdichte und Verteilung B-adrenerger Hormonrezep-
toren (BAR) in peripheren Lymphozyten und Myokardiobiopsaten
sind ein wichtiges prognostisches Kriterium bei der Beurteilung
der Herzinsuffizienz. BAR sind schlechte Antigene. Es ist weltweit
nicht gelungen, Antikrper herzustellen, die sich fir immunhisto-
chemische Zwecke oder FACS-Analysen eignen wiirden. Diese
Untersuchung sind daher auf den Einsatz von Radioliganden an-
gewiesen und kénnen bislang nicht einzelzellorientiert durchge-
fiihrt werden. Wir haben den alternativen Weg fluoreszierender
Hormonanaloga eingeschlagen und ein Boron-Dipyrrylmethan

. {BODIPY) Derivat des hydrophilen B-adrenergen Antagonisten

CGP-12177 synthetisiert. Durch diese Kombination eines hochaffi-
nen- und hochspezifischen B-adrenergen Liganden mit einem
Fluorophor, das hochste Quantenausbeuten im waéssrigen Milieu
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gewihrt, erhielten wir eine Probe mit der sich AR in einzelnen
Zellen hochsensitiv und -spezifisch anfarben und messen lassen.
Diese Messung kann wahlweise durch Fluoreszenzmikroskopie
und Photonenzihlung (Gewebeschnitte) oder durch FACS-Ana-
lyse (Blutzellen) geschehen. SchlieBlich haben wir BODY-CGP
12177 auch eingesetzt um die Verteilung der BAR in der Membran
lebender Zellen durch Scanning-Laser-Fluoreszenz-Mikroskopie
darzustellen. Als Modellsystem dienten uns hierbei Sf9 Insekten-
zellen, die mit dem menschlichen B,AR stabil transfiziert wurden
und 2-3x10° Rezeptoren/Zelle exprimieren. Wir glauben, dal8 BO-
DIPY-CGP 12177 in der Zukunft ein wertvolles diagnostisches
Hilfsmittel sein kdnnte.

Die Analyse der Zytostatika-Empfindlichkeit
nuklearer Topoisomerasen

als Kontrollwerkzeug in der Chemotherapie
maligner Erkrankungen

Fritz Boege und Frank Gieseler
Medizinische Poliklinik, Hauptlabor, Universitat Wiirzburg

Topoisomerasen sind DNS-modifizierende Enzyme die bei Zell-
Proliferation und -Differenzierung eine entscheidende Rolle spie-
len. Viele klinikrelevante Zytostatika (z. B. Anthrazykline, Podo-
phyllotoxine, Camtothecine) wirken als spezifische Topoisomera-
sehemmstoffe. Sie stabilisieren kovalente Enzym-DNS-Komplexe
und verwandeln so Topoisomerasen in proliferationsassoziierte
Zellgifte. Zytostatikaresistenz kann entstehen, indem maligne Zel-
len resistente Topoisomerasesubformen exprimieren'. Nach Ex-
traktion und chromatographischer Fraktionierung kdnnen wir die
Zytostatikaempfindlichkeit solcher Subformen einzeln analysie-
ren? Wir konnten hierbei eine strukturelle Enzymvariante identifi-
zieren, die primar resistent ist. Diese zytostatikaresistente Form
der Topoisomerase zeichnet sich durch eine erhéhte Proteinnetto-
ladung, ein verandertes katalytisches pH-Optimum, eine erhdhte
DNA-Affinitat und ein verandertes nukledres Verteilungsmuster
aus. Sie bildet in sensitiven Leukdmiezellen nur einen sehr gerin-
gen Anteil (10-20%) der gesamten Enzymaktivitat, herrscht je-
doch in resistenten Zellen vor (80-90%). Wir glauben aufgrund
dieser Daten, daR die Expression zytostatikaresistenter Topoiso-
meraseformen bzw. die Fahigkeit zur Modulation der Sensitivitat
eine konstitutionelle Eigenschaft vieler maligner Zellen ist, die ei-
nen Teil der klinisch zu beobachtenden Therapieresistenzen erkla-
ren konnte. Es erscheint uns daher sinnvoll bei Einsatz von Topoi-
somerasegiften in der zytostatischen Chemotherapie, die Emp-
findlichkeit des Zielproteins pré/peritherapeutisch in der von uns
vorgeschlagenen® Weise auf molekularer Ebene zu {berpriifen,
um gegebenenfalls einen Wechsel des Therapieprotokolls zugun-
sten von Substanzen mit anderem Wirkmechanismus vorzuneh-
men.

Schrifttum:

1. F. Gieseler, F. Boege & M. Clark (1990) Env. Health Perspect. 88: 183-185.
;2;; 9F. Boege, F. Gieseler, H. Biersack & M. Clark (1991) J. Chromatogr. 587,

3. F Boege, F. Gieseler, H. Biersack & P. Meyer (1992) Eur. J. Clin. Chem.
Clin. Biochem. 30, 63-68.

Troponin T: A new era in the diagnosis

of ischaemic heart disease

G. Bélz, D. Banauch, K. Hallermayer, U.-M. Juhl, H. Katus*,

P. Kerth, H. Lill, S. Looser and W. Melchior X
Boehringer Mannheim GmbH, D-6800 Mannheim 31, Germany

University of Heidelberg, Innere Medizin Ili, D-6900 Heidelberg,
Germany : ' ’

Troponin T as part of the contractile apparatus is present in a
variety of muscle cells. The cardiac specific isoform is expressed
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intracellularly in high concentrations. Release of the antigen into
the circulation results from cardiac cell damage during ischaemic
attacks.

Troponin T is isolated from human cardiac tissue. Monoclonal
antibodies are obtained by conventional hybridoma technology.
A one-step sandwich assay is developed for the Enzymun-Test®
systems ES 22/ES 33/ES 300/ES 600/ES 700 which are based on
streptavidin precoated tubes. In the serum sample troponin T
antigen is recognized by biotinylated and peroxidase-labelled
antibodies binding to different epitopes on the troponin T mol-
ecule.

The identity of the antigen bound is confirmed by partial N-ter-
minal analysis and determination of amino acid composition.
Specificity of the biotinylated antibody versus cardiac troponin T
is proven by immunoblot analysis. -

The assay incubation time is 1 hour, followed by a peroxidase/
ABTS? substrate reaction of 30 minutes. Test results are calcu-
lated using a standard curve comprised of 6 standards (concen-
tration range 0-15 ng/ml). Standard material is bovine troponin T
within a human serum matrix.

The method is precise, intra assay CV, ranging from 2.2 to 5.9%
(ES 22) or 0.7 to 1.3% (ES 600). Inter assay (lab to lab) are 3.3 to
4.9% within the measuring range. Sensitivity (lower detection lim-
it), defined as X (mean) + 3 SD of the zero standard, is 0.04 ng/ml.
Overall assay specificity is > 98%. No cross reactivity is found

- with other myofibrillar proteins like tropomyosin, actin or myosin

light chain.

Troponin T is not found in normals. Troponin T serum levels cor-
relate with the severity of ischaemic myocardiac cell damage.
These characteristics may contribute to a significant improve-
ment in the diagnosis of ischaemic heart disease.

Molekularbiologische
Mykobakterien-Diagnostik

Erik C. Béttger
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Med. Hochschule
Hannover, 3000 Hannover 61

Die Strukturbesonderheiten ribosomaler RNS erlauben iber ver-
gleichende 16S rRNS Sequenzanalyse die Charakterisierung und
|dentifizierung von Organismen auf molekularer Ebene sowie die
Entwicklung von hochspezifischen DNS-Sonden. Prinzipiell kon-
nen derartige ribosomale Gensonden zum einen fiir die in-situ
Hybridisierung intakter, Bakterienzellen (1) und zum anderen in
der Polymerase-Kettenreaktion zum sensitiven Nachweis von My-
kobakterien (2) eingesetzt werden. Diese Verfahren bediirfen je-
doch weiterer Entwicklungsarbeit und klinischer Erprobung, be-
vor sie routinemafig zum Einsatz kommen kénnen. Traditionelle
Verfahren zur ldentifizierung von Mykobakterien benétigen meh-
rere Wochen bis Monate und liefern haufig genug zweifelhafte

" Ergebnisse. Demgegeniiber erlaubt die Bestimmung der 16S

rRNS Sequenz schon heute die absolut sichere Artenbestimmung
samtlicher kultivierter Mykobakterien innerhalb von weniger als
zwei Tagen (3, 4). Dariiber hinaus ermdglicht diese Strategie die
rasche Erkennung neuer, noch nicht beschriebener Arten von My-
kobakterien (5). Die routinemaRige Identifizierung von Mykobak-
terien Uber 16S rRNS Sequenzermittlung zeigt, daB das Genus
Mykobakterium wesentlich komplexer ist als bisher angenom-

" men, was auf die teilweise nur unvolistandige Diskriminierungs-

maglichkeit traditioneller Identifizierungsverfahren zurlickzufiih-

ren ist (4). Klassischerweise erfolgt der Nachweis der bakteriellen -

Genese €iner Infektionskrankheit liber kulturelle Isolierung und
anschlieBende Identifizierung des Erregers, ein Zugang, der unser
Verstéandnis pathogener Bakterien im wesentlichen auf kultivier-
bare Mikroorganismen beschrénkt. Der Einsatz von synthetischen
Oligonukleotiden, die homolog zu hochkonservierten Regionen
innerhalb der 16S rRNS sind, erlaubt die Amplifikation von 16S



rDNS Genfragmenten mittels der Polymerase-Kettenreaktion fiir
praktisch jeden beliebigen bakteriellen Organismus und eréffnet
einen neuen Zugang zur Kldrung der Atiologie von Infektions-
krankheiten, die durch nichtkultivierbare Mikroorganismen ausge-
16st werden (6, 7, 8). ’
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Standardization of allergens
for immunoassay

A. Borgé, T. Karlsson, H. Perborn, I. Holmquist, A. Lindqvist,
L. Yman
Kabi Pharmacia Diagnostics, Uppsala, Sweden

The efficiency of an assay for measurement of specific IgE anti-
bodies is dependent on the quality and reproducibility of the aller-
gen source material. The capacity of the solid phase to separate
bound and unbound IgE is determined by the presence and ac-
cessibility of relevant allergenic components.

Carefully selected peanut, timothy and Aspergillus fumigatus ex-
tracts were incubated with the activated ImmunoCAP solid phase.
All allergenic components detectable by multispecific IgE-sera
were essentially removed as judged by SDS-gPAGE and immuno-
blotting. It was shown that all IgE antibodies specific for the aller-
genic components of the native extracts were bound to the rel-
evant ImmunoCAP. Consequently, it was demonstrated that these
allergens were present on the ImmunoCAP and accessible to
serum IgE-antibodies.

An allergen excess of approx. 25 times could be demonstrated for
timothy pollen ImmunoCAP’s indicating a true allergen excess.

The ImmunoCAP was able to retain 80-90% of the antibodies in
50 pl serum samples containing 5-87 kU,/L.

The basic requirements for quantitative measurements of specific
IgE-antibodies are consequently met.

Neue Programmiersoftware zur Adaption
fotometrischer Testmethoden auf dem
Du Pont Analysensystem Dimension AR®

Rolf Bosse, Martin Fuhrer, B. Volker Kraft, Gerrit Salemink
Du Pont de Nemours (Deutschland) GmbH, Abt. Diagnostika
und Biotechnologische Systeme, Du Pont Stra8e 1,

W-6380 Bad Homburg v. d. Héhe

Wir zeigen die umfangreiche, sehr elegante Méglichkeit, der Pro-
grammierung von Spezial-Tests und Sonder-Methoden auf dem
Du Pont Klinisch Chemischen Analysensystem Dimension AR®
mittels der neuen Software — Offene Kanale.

Die Méglichkeiten der Programmierung umfafit ein weites Spek-
trum der Klinischen Chemie, wie z. B.: Cyclosporin A, GLDH, Zink,
Phospholipase A. Programmierbar sind auch verschiedene Gerin-
nungsfaktoren, wie AT lll, F XIll, F Xa, Fibrin-Monomere, Protein
C, Plasminogen, und viele andere Methoden.

Fir jede Methode kdnnen bis zu sechs verschiedene Reagenzien,
deren Haltbarkeit sowie Kalibrations-Stabilitdt programmiert wer-
den.

Die Ergebnisberechnung ist sehr flexibel, umfaRt lineare und
nicht lineare Reaktionsabliufe und kann fiir verschiedene MeR-
punkte programmiert werden.

Es wird gezeigt, wie durch Programmieroptionen kritische Reak-
tionsparameter, wie Linearitit, vorzeitiger Substratverbrauch,
MeRbereiche, Prazision und Richtigkeit iberwacht werden.

Die Anwendung und Programmierung ist sehr einfach und ,,soft-
ware guided”.

Zur Leistungsfahigkeit

der Neutronenaktivierungsanalyse
bei der Qualitatssicherung

von Spurenelementbestimmungen
in Humanproben

P. Brétter, D. Gawlik und U. Résick
Hahn-Meitner Institut Berlin, Abt. Spurenelemente in Gesundheit
und Erndhrung

Bei der Feststellung von Spurenelementdefiziten ist es oft not-
wendig in Humanproben Konzentrationen zu bestimmen, die sehr
viel niedriger liegen als die zertifizierten Referenzbereiche von
Standards. Bei Fehlen von matrix- und meRbereichanalogen Re-
ferenzmaterialien kann eine Qualittssicherung nur noch durch
den Vergleich der Ergebnisse erfolgen, die mit Hilfe voneinander
unabhangiger Analysenmethoden erhalten wurden.

Die Neutronenaktivierungsanalyse (NAA) ist eine Methode der
nuklearen Chemie, die sich besonders wegen ihrer Blindwertfrei-
heit, Unabhéngigkeit vom Bindungszustand der Elemente und
Nachweisstarke als Vergleichsmethode zu den im Labor haufiger
eingesetzten Techniken der Atomabsorptions- und Atomemis-
sionsspektrometrie eignet. Ein Minimum an Probenvorbehand-
lung (nur Trocknung) ermdoglicht die Kontrolle der aufwendigeren
voranalytischen MaRnahmen, die bei anderen spurenanalyti-
schen Methoden notwendig sind, hinsichtlich der Elementverluste
und Kontamination. Bei Einbeziehung radiochemischer Trennver-
fahren lassen sich mittels NAA z.B. in einer Serumprobe von
200 pl bis zu 24 Elemente gleichzeitig bestimmen, wenn die Be-
strahlung der Probe im Neutronenfeld eines Forschungsreaktors
durchgefiihrt werden kann.

Prinzip, Méglichkeiten und Grenzen der NAA werden dargestelit.
Der Methodenvergleich mit der NAA wird anhand der Ergebnisse
aus AAS-Analysen fiir die Selenbestimmung in Seren von TPN-
Patienten (Gehalte zwischen < 3 ug/L und 90 pg/L) gezeigt.

High-Risk”-Mammakarzinome
mit Amplifikationen.
der Onkogene erb B-2 und c-myc

B. Brandt®, U. Vogt'*, F. Harms*, C. Jacksich?, K. S. Zénker®,

H. P. G. Schneider®, G. Assmann’

Institut fiir Klinische Chemie', Zentrum fiir Frauenheilkunde® der
Westf. Wilhelms-Univ. Miinster, Univ. Witten Herdecke®

Parameter der Tumorbiologie haben als Kriterien fiir die Prognose
des primaren Mammakarzinoms und fur die Therapieentschei-
dung Eingang in die Klinik gefunden. Die St. Gallener Consensus-
Konferenz 1992 empfiehit den Lymphknotenstatus, die Tumor-
groBe, den Hormonrezeptorstatus und den Menopausenstatus als
Klassifikationsparameter fiir die adjuvante Therapie. Mit der
Kenntnis von Onkogenen und ihrer Mutationen eréffnet neue
Méglichkeiten spezifische Informationen fiir eine Individualisie-
rung von Prognose und konventioneller Therapie zu ermitteln. An
130 .primaren Mammakarzinomen der Universitatsfrauenklinik
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Miinster ermittelten wir die Amplifikation der Onkogene erb B-2
und c-myc mit einer von uns entwickelten Methode der differen-
tiellen Polymerasekettenreaktion (PCR) (1). 29% der Tumoren wa-
ren T1, 43% Ostrogenrezeptor positiv und 48% der Patienten N-,

41% pramenopausal. Die Lénge des metastatenfreien Intervalls
war negativ korreliert mit einer erb B-2 Amplifikation (>3,
p > 0,05) im gesamten Patientengut, bei Patienten, die adjuvant
eine Chemotherapie (CMF) erhielten und bei postmenopausalen
Patienten. Patienten mit Tumoren mit einer c-myc-Amplifikation
(> 3) hatten ein verkiirztes Gesamtiberleben (p < 0,05) und ver-
starben frilher nach einer adjuvanten Chemotherapie (p < 0,05).
Keine Korrelationen bestanden fir beide Onkogene zur Tumor-
groBe, zum Lymphknotenstatus, zum Hormonrezeptorstatus und
zum histologischen Typ. Die Studie zeigt, da® Amplifikationen der
Onkogene erbB-2 und c-myc in priméren Mammakarzinomen die
Identifikation von ,,high-risk” Patientinnen erméglicht und inner-
halb dieses Kollektivs neue Therapieentscheidungen erforderlich
macht.

Schrifttum:

1. B. Brandt, U. Vogt, F. Harms, C. Jackisch, K. S. Zanker, G. Assmann: De-
tection of Erb B-2, Erb B-3 and C-Myc-Amplification in Breast Cancer Tissue.
Breast Cancer Res. Treatm. 23: 176, 1992.

Uberpriifung und Optimierung
der Labororganisation mit Methoden
der Systemforschung

S. L. Braun®, W. Vogt®, G. Berchtold?, H. Blaschke?, F. Liebl?,
F. Hanssmann?, M. Eckert®, G. Hoffmann?®, S. Klose®

1 Institut fir Klinische Chemie u. Laboratoriumsmedizin,
Deutsches Herzzentrum Miinchen

2 Seminar fiir Systemforschung, Universitdt Miinchen

* Boehringer Mannheim GmbH

Eine wichtige Managementaufgabe ist die Anpassung der Lei-
stungsféhigkeit des Laboratoriums an die medizinischen und wirt-
schaftlichen Beddiirfnisse. Daraus kénnen sich Anderungen in der
Labororganisation, der Gerateausstattung und/oder der Personal-
planung ergeben, die bisher ausschlieBlich auf der Grundiage der
personlichen Erfahrung entschieden werden missen. Die Be-
triebswirtschaft verfiigt jedoch (iber moderne Management-
Methoden, die solche Entscheidungen auf eine rationale Basis
stellen. Kostenrechnung und Controlling haben bereits teilweise
Eingang in die Laboratoriumsmedizin gefunden, dagegen sind
Methoden der Systemforschung (operation research) noch weit-
gehend neu auf diesem Gebiet.

Ziel unserer Arbeit war in einer ersten Stufe die Modellierung der
Labororganisation auf Computern, die die Méglichkeit bietet, Zu-
standsdnderungen des Labors in der Zeit abzubilden und zu simu-
lieren. Dazu war zunachst eine auBerst detaillierte Erfassung des
Systemdesigns und des Auftragsstroms erforderlich. Anschlie-

Bend wurde mit der Simulationssprache , SIMSCRIPT 11.5” ein -

Computermodell des Labors erstellt, das den Auftragsstrom mit
dem Systemdesign verkniipft und daraus die Leistungsdaten er-
mittelt. In einem dritten Schritt erfolgte die Validierung des Mo-
dells durch Vergleich der vom Simulationsmodell ermittelten Lei-
stungsdaten mit den tatsachlich registrierten Durchlaufzeiten. Ite-
rative Korrekturen und Verbesserungen des Modells fiihrten
schlieBlich zu einer Version mit guter Ubereinstimmung mit der
Realitdt. Damit ist es mdglich, den Durchlauf eines Untersu-
chungsauftrags detailliert zu verfolgen, die Auslastung von Perso-
nal und Geréten darzustellen und in Planungsexperimenten die
Auswirkungen von Verdnderungen im Auftragseingang, dem
Personalstand und der Gerateausstattung auf Durchlaufzeiten,
Warteschlangen und Auslastung zu untersuchen.
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Etablierung der Naturwissenschaftler
in der europdischen Labormedizin

Josef Breuer
Marienhospital Gelsenkirchen, Zentrallabor, 4650 Gelsenkirchen

In medizinischen Laboratorien in Europa arbeiten viele Naturwis-
senschaftler. Das Zahlenverhaltnis zu den Akademikern, die medi-
zinisch ausgebildet sind, ist in den einzelnen Léndern sehr unter-
schiedlich. Einheitlich ist, da die Mediziner bessere Positionen
bekleiden als die Naturwissenschaftier. An den Beispielen Frank-
reich und Deutschland wird gezeigt, wie gro3 die Bandbreite der
Stellung der Naturwissenschaftler in medizinischen Laboratorien
ist. Es ist daher dringend geboten, die Etablierung der Naturwis-
senschaftler zu vereinheitlichen und zu verbessern. Eine Méglich-
keit ware die Aufstellung eines europalschen Registers fir aner-
kannte Klinische Chemiker.

New, highly sensitive, and specific
differentiation method between
hepatocellular carcinoma and benign
liver diseases by using a lectin-affinity
electrophoresis of a-fetoprotein

P Bronner-Kanellakopoulos®, K. Shimizu?, S. Satomura?,

S. Matsuura®

' Wako Chemicals GmbH, W-4040 Neuss 1

2 Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka Research
Laboratory, 6-1, Takada-cho, Amagasaki, 661, Japan

Since the interest in the early detection of liver diseases is grow-
ing, Wako has developed a new product , ATP Differentiation Kit
L” for the determination of microheterogeneity of a-fetoprotein
(AFP). AFP is commonly used as a liver-tumor marker in the clini-
cal diagnosis. In this new procedure, serum AFP is first fraction-
ated by a lectin-affinity electrophoresis followed by antibody-af-
finity blotting. Separated AFP bands are visualized by immunoen-
zymatic reaction with a peroxidase conjugate. Lens culinaris ag-
glutinin A-reactive AFP (L3) in sera of patients with chronic hepa-
titis (CH) and cirrhosis (LC) are determined and compared with
this in sera of patients with hepatocellular carcinoma (HCC) of
varying stages. The proportion of L3 is measured by densitometry
and expressed as percentage of total AFP. Investigations on 424
patients give the following results:

L3 proportions averaged are 5.7+4.9%, 6.7 +5.8%, and 24.9
+22.0% for patients having CH, LC, and HCC, respectively. The
sensitivity is 3 ng/mL in one band with 4 uL serum. Detection is
linear up to about 200 ng/mL of total AFP values. Maximum diag-
nostic efficiencies of L3 are obtained when the cut-off values are
set at 15% for L3. With this cut-off value, the specificities of L3
determined on cases with the benign liver diseases are 93.9% and
the sensitivities of L3 for HCC are 55.3%. The C.V. of L3 proportion
is below 4% and 8%.in a within and a between-run, respectively.

The results indicate that the fractionation of AFP with this new
kit provides more specificity and sensitivity for the discrimination
between HCC and benign liver diseases as compared with the
usual method.

Standardization and performance of the
KODAK EKTACHEM clinical chemistry slide
(ALC) for ethanol analysis

G. Brotéa
Eastman Kodak Company, Clinical Diagnostics Division,
Rochester, NY 14650, USA

The KODAK EKTACHEM Clinical Chemistry Slide (ALC) for ethanol
analysis is based on the oxidation of ethanol to acetaldehyde cat-
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alyzed by yeast alcohol dehydrogenase (ADH; EC 1.1.1.1), with
monitoring of NADH formation at 340 nm by reflectance spec-
troscopy. Values are assigned to calibrators using patient speci-
mens as reference material in a split-sample comparison between
the reference method and the slide. Patient sample results are
obtained using a headspace gas chromatography reference
method calibrated with an aqueous standard obtained from the
National Institute of Standards and Technology (NIST, Gaithers-
burg, MD, USA, SRM 1828). The reference method is accurate and
precise. Results are within 1 SD of the target values for College of
American Pathologists survey samples, and the CVs are between
1.47% and 2.39% across the dynamic range. Recoveries are within
5% of expected results, and the method is linear up to 600 mg/
dL. Operator and matrix sensitivities are minimal.

The KODAK EKTACHEM Clinical Chemistry Slide (ALC) yields pre-
cision of approximately 2% CV at ethanol levels of 90 and 190 mg/
dL, and linearity up to 300 mg/dL. Results obtained for patient
specimens demonstrate excellent accuracy (regression statistics:
Slope = 1.007, Intercept=0.45, r?=0.990, Sy.x=7.8, y=EKTA-
CHEM Analyzer). Over 100 endogenous and exogenous sub-
stances were evaluated to identify interferences, and only isopro-
panol, ethylene glycol, and primary alcohols from C3 to C6 were
found to cause significant bias. Patient specimens containing
these alcohols are routinely identified and excluded from the
samples used in the standardization process.

We conclude that the KODAK EKTACHEM Clinical Chemistry Slide
(ALC) provides precise and accurate results, with accuracy trace-
able to NIST SRM 1828.

Erprobung des RA-2000 von Bayer
Diagnostic mit Spezialmethoden

A. Bruckner', R. Weber? und Chr. Trendelenburg’

* Institut fiir Laboratoriumsmedizin, Stadtische Kliniken
Frankfurt a. M.-Hochst, Gotenstr. 6-8, 6230 Frankfurt a. M. 80
2 Bayer Diagnostic GmbH, Med. Wiss. Abteilung,
WeiBenseestr. 101, 8000 Miinchen 90

Unter Verwendung der leistungsfahigen Auswertealgorithmen
des RA-2000 priiften wir die Einsetzbarkeit dieses Analysensy-
stems fiir verschiedene Methoden, die nicht zur klassischen Rou-
tine gehoren, in einem groBen Zentrallabor aber zum Teil taglich,
automatisiert und moglichst kostengtinstig aus unterschiedlichen
Materialien bestimmt werden miissen.

Die folgenden Methoden wurden appliziert:

Urin: Drogenscreening, Gesamtprotein, Kreatinin, N-Azetyl-p-D-
Glukosaminidase, Mikroalbumin, I1gG, a-1-Mikroglobulin, a-2 Ma-
kroglobulin. Plasma: Antithrombin Ill, Faktor XIIl. Liquor: Liquor-
protein. Serum: Alkohol, N-Azetyl-Neuraminsaure.

Die adaptierten Methoden werden mit ihren Auswerteverfahren
tabellarisch dargestelit. Weiterhin wird gezeigt, daB bei speziellen
Applikationen mit Simulationsrechnungen (1) die generelle Appli-
Zierbarkeit einer Methode vorgepriift werden kann.

Schrifttum:
1. Haimmerlin-Hoffmann: Numerische Mathematik, Springer Verlag, 1992

Analytik der glykierten Hémogiobine
mittels HPLC - Automatisierung
und analytische Sicherheit

P. Briggmann, Dr. H. Ziervogel
DIGITANA AG, Weidestrafe 118 b, 2000 Hamburg 76

Vorgestellt wird ein Geratekonzept zur Automatisierung der
HPLC-Analytik glykierter Hdmoglobine.

Der japanische Hersteller JOKOH, in Deutschland und der
Schweiz vertreten durch die DIGITANA AG, offeriert mit dem
HPLC-Vollautomat HS-8 eine Systemldsung, die sich durch
Schnelligkeit und analytische Sicherheit auszeichnet. Das Verfah-
ren setzt sich von herkdmmlichen chromatographischen Techni-
ken dadurch ab, da8 die Probe (EDTA-Blut) direkt verarbeitet wird
und nach 3,5 Minuten bereits das Resultat vorliegt.

Altere Verfahren konnen die bei der Glykierung des Hamoglobins
auftretenide labile Aldiminform nicht separat bestimmen und
miissen sie in einer zeitaufwendigen Prozedur vor der eigent-
lichen chromatographischen Trennung entfernen. Automatisie-
rungsbestrebungen sind dadurch stets limitiert.

Die optimierte Saulentechnik und eine automatische ProzeRkon-
trolle bieten die Gewahr, daB der HS-8 eine deutliche Verbesse-
rung der analytischen Qualitat erméglicht.

Es wird (iber Messungen zur Prazision, Linearitat sowie zur Pro-
benstabilitat berichtet.

Measurement of reticulocyte cellular indices
and iron-deficient erythropoiesis in normal
subjects during r-HUEPO administration

Carlo Brugnara, M. D., Gregory M. Colella, B. S.,

John Cremisn, B. S., Robert C. Langley, Jr. Ph. D.,

Thomas J. Schneider, B. S., Cynthia J. Rutherford, M. D.
and Mark A. Goldberg, M. D.

Department of Pathology and Clinical Laboratories,

The Children’s Hospital, Hematology/Oncology Division,
Department of Medicine, Brigham and Women's Hospital,
Harvard Medical School, Boston, MA 02115 and Miles Inc.,
Tarrytown, NY 10591

The evaluation of cellular indices (MCV, MCH, MCHC) of mature
cells has become a standard component in the differential cellular
diagnosis of anemias. Up to now, no data were available on the
diagnostic value of measuring these parameters in reticulocytes.

We have used a prototype Miles H*3 Hematology Analyzer to
evaluate these indices in 24 subjects randomly assigned to one
of three different subcutaneous (SC) r-HUEPO (Procrit®, Ortho Bio-
tech) administration protocols (I: 300 U/kg on days 1, 4, 7, 10: II:
400 U/kg on days 1, 5, 9; Iil: 600 U/kg on days 1/10) with oral iron
supplementation (Niferex® 150 mg, BID). SC-r-HUEPO adminis-
tration was associated with the appearance of reticulocytes with
low hemoglobin content (defined as with cell hemoglobin con-
tent, CHr, less than 23 pg). At baseline, 5.6% + 2.7, 6.9% * 3.4 and
8.3% + 3.8 of reticulocytes had less than 23 pg of Hb in groups |,
11, and I, respectively. In groups | and I, 39% + 15 and 40% + 21,
respectively, of reticulocytes had CHr values lower than 23 pg at
day 10, versus 15% + 11.5 in group Il (p < 0.001).

Production of reticulocytes with reduced Hb content was in-
versely correlated with the log value of baseline serum ferritin (r =
0.82, p <0.001). By chance, mean baseline ferritin was higher in
Group Ill as compared with Group I. The increase in Hct obtained
after r-HUEPO administration was lower in subjects with the
higher production of reticulocytes with low CHr (r=0.65;
p <0.001). Thus, r-HuEPO-induced accelerated erythropoiesis
may lead to the production of iron-deficient reticulocytes even in
subjects with normal iron stores. Measurement of reticulocyte cell
hemoglobin content can be a useful indicator of iron-deficient
erythropoiesis and may have a predictive value for the erythro-
poietic response to r-HuEPO.
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AMPLICOR TM Chiamydia Trachomatis
und HIV-1-PCR Tests von Roche
fur die Routine-Diagnostik

H. Burkardt und J. W. Zolg
Roche Diagnostic Systems, Business Unit PCR Europe
E Hoffmann-La Roche Ltd., Postfach, 4002 Basel, Schweiz

Die PCR (Polymerase-Kettenreaktion) erlaubt die Detektion von In-
fektionserregern mit hochster Sensitivitat, Spezifitdit und Ge-
schwindigkeit. Durch Einfihrung der AMPLICOR TM Testkits von
Roche wurde die PCR-Methode so vereinfacht, dass sie nunmehr
routinemaRig in diagnostischen Labors ohne groRe Apparaturen
und raumlichen Aufwand durchgefiihrt werden kann. Ein AMPLI-
COR TM Testkit besteht aus 3 Komponenten: einer fir die Proben-
vorbereitung, einer fiir die eigentliche Amplifikation und einer fir
die Detektion der Amplifikate. Fiir den AMPLICOR TM Chlamydia
trachomatis Kit sind als Proben vorgesehen: cervikale Abstriche
bei Frauen, urethrale Abstriche und Urin bei Méannern. Im Falle
von HIV-1 dient Vollblut als Ausgangsmaterial. Die provirale DNS
wird in Lymphozyten nachgewiesen. Eine Innovation bei der Am-
plifikation stellt die in jedem AMPLICOR TM Kit eingebaute Anti-
kontaminationskontrolle mit AmpErase TM (UNG-Enzym) dar. Fir
die Detektion der Amplifikate wurde ein anwenderfreundliches
Sondenverfahren auf Mikrotiterplattenbasis entwickelt. Erste kli-
nische Studien zeigen, daB mit dem AMPLICOR TM Chlamydia

trachomatis Kit die Labordiagnose einer Infektion mit Chlamydia .

trachomatis im Urogenitalbereich verbessert werden kann. Der
HIV-1 AMPLICOR TM Kit is u. a. vorgesehen fiir die Diagnose von
Neugeborenen HIV-positiver Mitter und zur Abklarung serolo-
gisch positiver Personen.

A multicentre clinical and technical
evaluation of an ,,enhanced
chemiluminescence, labelled antibody”
immunoassay (Amerlite MAB)

for free thyroxine

N. D. Christofides, C. P. Sheehan
Kodak Clinical Diagnostics Limited, Research and Development,
Cardiff Laboratories, UK

Data from 6 centres (3 UK, 2 Germany, 1 Sweden) were amalga-
mated with data from KCDL laboratories. The Intra-assay pre-
cision at 5 and 50 pmol FT4/L was found to be 6.3% and 2.7 T
respectively and inter-assay precision being 7.4% and 3.6% re-
spectively. The mean sensitivity was found to be-0.73 pmol FT4/
L. The overall reference interval from 1393 enthyroid samples was
11.56-27.7 pmol FT4/L (median -16.6 pmol FT4/L). FT4 concen-
trations showed a significant (p < 0.001) correlation with age. The
diagnostic efficiency of the assay was 98.2% (220/224) for hyper-

thyroidism and 96.4% (212/220) for hypothyroidism. Patients with

non thyroidal iliness (38 with cardiac, 54 with liver and 111 with
renal disease) had mean FT4 concentrations of 20, 18.6 and
16.1 pmol/FT4/L respectively with 3.5% (10/288) below and 5.9%
(17/288) above the reference interval.

Free hormone ,,validity” experiments (including serum dilution,
spiking with oleic acid and serum thyroid hormone binding pro-
teins etc.) demonstrated that the assay fulfills all the theoretical
criteria proposed by the American Thyroid Association. .
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Neuer indirekter Immunfluoreszenztest
zum Nachweis rotelnspezifischer IgM-
und IgG-Antikorper im Serum

W. Dangel', I. Rapp', G. Déller?, C. Merk', W. Merk’'
' Labor Dr. Koch -~ Dr. Merk, SchloBstr. 9, 7955 Ochsenhausen
2 Hygiene-Institut, Universitét, 7400 Tiibingen

In dem neu entwickelten Roteln-Immunfluoreszenztest werden ro-
telnspezifische Serum-AntikGrper an Antigen-beschichtete Ery-
throzyten gebunden und mit FITC markierten Antikorpern nachge-
wiesen. Die Testdauer betrégt etwa 2 1/2 Stunden.

Insgesamt wurden 418 Seren vergleichend mit den Routinetests:

HAH, HiG, ELISA im Rételn-IFT untersucht:

— 75 Seren von Patienten mit akuter oder kirzlich zuriickliegen-
der Rotelninfektion :

— 137 Seren von Patienten mit negativen Rételn-IgM-Antikorper-
titern

— 160 Seren von Patienten mit positivem oder grenzwertig positi-
vem IgG-Antikérperbefund

— 46 Seren von Patienten mit negativen Rételn-Antikorpertitern
(IgG + IgM).

In dem Serumpannel waren auch 48 Seren mit pathologischen
Serumveranderungen enthalten.

Der Roteln-IgM-IFT zeigte bei den Kontroll- und Patientenseren,
nach Entfernung stérender Rheumafaktoren, eine sehr gute Spe-
zifitdt (100%) und Vorhersagewert (100%) bei ausreichend hoher
Sensitivitat (90,9%). Dieser IgM-Test ist fiir qualitative Testaussa-
gen konzipiert, da die Seren nur in 1 Verdiinnung getestet wurden.
Eine Titrierung ist moglich. Pathologische Veranderungen im Se-
rum storten im Rételn-IgM-IFT nicht.

Im Rételn-lgG-IFT wurden zur Uberpriifung des Immunstatus
Kontroll- und Patientenseren in 3 Verdiinnungen eingesetzt. Es
konnte in 97,5% der Falle eine mit den Routinetests iibereinstim-
mende Aussage zum Immunstatus getroffen werden. Mit der ge-
fundenen Spezifitdt von 97,5% der Sensitivitdt von 98,8% und
einem Vorhersagewert von 99,4% ist der Roteln-IgG-IFT den Rou-
tinetests gleichwertig.

Serumwerte der Skelett Alkalischen
Phosphatase, bestimmt mit einem
monoklonalen IRMA (Tandem®-R Ostase™)
bei metastasiertem Brust-

und Prostatakrebs

C. Darte, M. Meyer und E. H. Cooper
Hybritech Europe SA, Liege, Belgium
University of Leeds, UK

Tandem®-R Ostase™, ein doppelt monoklonaler IRMA zur Bestim-
mung der Skelett Alkalischen Phosphatase (SAP) wurde von Hy-
britech Inc., San Diego, Californien (Clin. Chem. 186, 315, 1990),
entwickelt. Der Test hat einen Normalbereich (Erwachsene) von
8,3+3,6 ug/L und zeigt eine Kreuzreaktion mit Leber Alkalischer
Phosphatase von ca. 15%. Bei 40 Frauen mit Brustkrebs ohne
Knochenmetastasen (20 Stadium lll, 20 tumorfrei) lag der Median
der SAP bei 7,3 pg/L. 16 Frauen mit begrenzten Knochenmetasta-
sen zeigten einen Median von 11,1 ug/L, 33 mit multiplen Kno-
chenmetastasen einen Median von 18,8 pg/L. Nur 2/25 Patientin-

nen mit Metastasen in Lunge und Leber ohne Knochenbeteiligung-

zeigten erhdhte Werte. Die SAP-Werte sind unabhéngig von de-
nen des Mucin-Brustkrebsmarkers (CA 549).

Eine Studie an 104 Seren von Patienten mit metastasiertem Pro-
statakrebs zeigt, daR die SAP-Werte die Osteoblasten-Aktivitét
wiedergeben, und sich SAP und PSA in den verschiedenen Pha-
sen der Erkrankung und des Ansprechens auf die Behandlung un-
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abhéingig voneinander verhalten. Langzeitstudien zeigen den zeit-
lichen Unterschied in den Anderungen von PSA und SAP wéh-
rend des Ansprechens auf die Therapie und spaterem Riickfall.

Die Aussage der SAP ist abhéngig von Typ und AusmaR der
Krebserkrankung. Die Kombination mit einem Tumormarker kann
zur Bestimmung der Aktivitdt des Knochens bei multiplen meta-
statischen Erkrankungen niitzlich sein. '

Standardisierung von
Proteinimmunoassays und Bereitstellung
von Referenzmaterialien

fur spezifische Proteine

Francesco Dati, Siegfried Baudner und Manfred Lammers
Behringwerke AG, Diagnostics Division, Postfach 1140,
W-3550 Marburg

Proteine in Serum, Plasma und-anderen Korperflissigkeiten (z. B.
Urin, Liquor) lassen sich heute einfach und mit guter Prazision
mit Hilfe immmunchemischer Methoden bestimmen. Durch die Ent-
wicklung verschiedener Immunoassay-Techniken und -Systeme
hat die Abhangigkeit der Analysenergebnisse von der eingesetz-
ten Methode zugenommen. Der Hauptgrund fiir diese Problema-
tik liegt darin, daB die verschiedenen kommerziell erhaltlichen Im-
munoassays und die verwendeten Referenzmaterialien nicht hin-
reichend aufeinander abgestimmt sind und in einigen Féllen die
Patientenproben im Test anders als die Standard- und Kontroll-
praparate reagieren. Hinzu kommt, daR3 bisher zur Bestimmung
der hochmolekularen Proteine keine Referenzmethoden etabliert
werden konnten. ‘

Die durch die WHO bereitgesteliten Referenzmaterialien weisen
z. T. erhebliche Méangel auf; u. a. Triibungen, Instabilitdten, nicht
intakte Form der Proteine, Matrixprobleme usw. Au3erdem ste-
hen sie den Diagnostika-Firmen nicht in ausreichender Menge zur
Verfiigung, um eine optimale Kalibrierung der kommerziellen
Standardpraparate und deren Kontinuitéat zu gewahrleisten.

Zur Zeit arbeiten internationale Organisationen wie WHO, Interna-
tional Federation of Clinical Chemistry (IFCC), European Commu-
nity Reference Bureau (BCR), US National Committee on Clinical
and Laboratory Standards (NCCLS), College of American Patholo-
gists (CAP), Centers of Disease Control (CDC), International So-
ciety on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) zusammen mit na-
tionalen Referenzinstitutionen und mehreren Diagnostika-Firmen
an der Standardisierung von Immunoassays und an der Herstel-
lung und Etablierung verschiedener sekundérer Referenzmateria-
lien. '

Die Behringwerke AG ist insbesondere an den Standardisie-
rungsprogrammen der IFCC auf dem Gebiet der Plasmaproteine
(Referenz-Praparation fir Human-Plasmaproteine), der Apolipo-
proteine (Referenz-Praparationen fiir Apo A-l und Apo B), fiir Urin-
proteine (Standardisierung von Immunoassays fiir die Bestim-
mung von |gG, Albumin, a,-Mikroglobulin und Ig Leichtketten im
Urin) und fir Gerinnungsproteine (Standardisierung von Pro-
thrombinfragment F1+2 und von Fibrinogen) sehr aktiv beteiligt.

ELISAs zum Direktnachweis

von Erregern des Respirationstrakts
aus Nasen-Rachensekreten

der infizierten Zellkulturen

G. Déller, H.-J. Gerth, W. Schuy*, H. Schneider*
Abt. Med. Virologie, Hygiene-institut, 7400 Tiibingen
* Behringwerke AG, 3550 Marburg

Es werden Enzymimmuntests [EIA; Enzygnost® Influenza A (Ag),
Enzygnost® Influenza B (Ag), Enzygnost® RSV (Ag)] zum Direkt-

nachweis von Influenza A-, Influenza B- und Respiratory Syn-
cytial(RS)-Virusantigenen aus Nasen-Rachensekreten oder infi-
zierten Zellen vorgestelit. Bei der Testentwickiung wurde beson-
derer Wert auf die Vereinfachung und Vereinheitlichung der Me-
thodik fiir den Direktnachweis der verschiedenen Virusantigene
gelegt. Entfallen sollten: 1. eine Uber-Nacht-Inkubation, so daf
die Ergebnisse innerhalb eines Arbeitstages zur Verfiigung ste-
hen, 2. Storung der Tests durch Schleim in den Sekreten, 3. eine
Ultraschallbehandlung und 4. die Notwendigkeit des gekiihiten
Versands der Proben. Die Infektionen kénnen mit der vorgestell-
ten Methode innerhalb von vier Stunden aus Nasen-Rachensekre-
ten diagnostiziert werden. Die Sensitivitat fur den Influenza A-An-
tigennachweis betrug 89,7% (n = 79), fir den Influenza B-Antigen-
nachweis 87,9% (n=29) und fiir den RS-Antigennachweis 95%
(n = 41); die Spezifitdten betrugen 99,3% (n = 131) rsp. 100% (n =
181) rsp. 99,3% (n = 140). Die Ergebnisse waren von einer guten
Probenabnahme abhéngig, wozu eine handbetriebene Vakuum-
pumpe, die an Sekretfalilen angeschlossen ist, empfohlen wird.
Die ElAs eignen sich auch als ,,Zellkulturbestitigungstests”, da
die Infektionen vor Auftreten eines CPEs diagnostiziert werden
kénnen.

Schrifttum:

1. Déller, G., W. Schuy, K. Y. Tjhen, B. Stekeler, H.-J. Gerth: J. Clin. Micro-
biol. 30: 866 (1992)
2. Déller, G., W. Schuy: J. Clin. Lab Analysis 7:5 (1993)

Europaische Harmonisierung fiir IVD

Volker Dérr, Dierk Meyer-LierBen
VDGH, Miinchener Stral8e 49, 6000 Frankfurt am Main

Fiir In-vitro-Diagnostica (IVD) wird gegenwaértig von der EG-Kom-
mission eine Harmonisierungsrichtlinie erarbeitet, die voraus-
sichtlich in der Mitte dieses Jahrzehnts in Kraft treten wird. Sie
basiert auf dem neuen Harmonisierungskonzept der EG, nach
dem nicht mehr wie friher samtliche Details festzulegen sind,
sondern nur noch die Grundziige (Essential Requirements, ER).
Deren Erfiillung wird durch die Ubereinstimmung mit harmoni-
sierten europaischen Normen dokumentiert.

Erfillt ein Produkt die ER, kann das CE-Zeichen auf ihm ange-
bracht und es ohne weitere Zulassung iberall in der EG ungehin-
dert in Verkehr gebracht werden. Mit diesem Konzept wird sowohl
ein hohes Sicherheitsniveau europaweit gewéhrleistet als auch
die notwendige Flexibilitat sichergestelit, der gemeinsame Markt
fir IVD also zum Nutzen aller Beteiligten realisiert.

Diese Harmonisierung betrifft allerdings nur die Herstellung von
IVD. Nicht harmonisiert wird durch die IVD-Richtlinie die Quali-
tatssicherung im Laboratorium, eine sicherlich wiinschenswerte
Aufgabe, da auch die Qualitat der Laborbefunde wie die der IVD,
mit denen sie erstellt werden, europaweit einheitlich sein sollte.
Auch eine Methodenstandardisierung wird durch sie nicht herbei-
gefuhrt. Auch dies wiére fir Enzymaktivitatsbestimmungen wiin-
schenswert und die internationalen Fachgesellschaften sollten
hier zusammen mit der Industrie aktiv werden. Es spricht dem
Gedanken der europédischen Einheit Hohn, wenn jede nationale
Fachgesellschaft fur ihr Land eigene, oft nur geringfiigig abwei-
chende Standardmethoden fiir Enzymaktivitdtsbestimmungen
empfiehlt und die Industrie fiir jedes Land eigene Methoden pro-
duzieren muB, dazu noch fiir unterschiedliche MeRtemperaturen.

ALPHA-Methode: Bestimmung
von Antikdrperaktivitaten
mit dem Enzym-Immunoassay

*H. D. Dopatka und B. Giesendorf

Behringwerke AG, Postfach 1140, 3550 Marburg

Es wird ein neues Verfahren fiir die Bestimmung von Antikrper-
aktivititen mit dem Enzymimmunoassay béschrieben. Die Me-

..Lab.med. 17: 203 (1993) 203



thode ersetzt die Bestimmungen durch Endpunkt-Verdiinnung
bzw. mit Hilfe einer Standardkurve, Die zu bewertende Probe wird
in einer Verdiinnung getestet. Aus dem gemessenen Signal (opti-
sche Dichte, OD) wird die Antikdrperaktivitat nach folgender Glei-
chung berechnet:

log,, Antikérperaktivitét = a - OD?

a und B sind RechengréBen, die vom Diagnostik-Hersteller fiir
jede Charge neu angegeben werden. Abhéngig von der Verfiig-
barkeit nationaler und internationaler Standardpraparationen
kann die Antikorperaktivitat in den Dimensionen , Titer oder IU/
ml” angegeben werden. Die Anwendung der ALPHA-Methode
spart Zeit sowie Reagenzien und erlaubt die Durchfiihrung von
Bestimmungen mit erhohter Reproduzierbarkeit.

Performance of the Kokak Ektachem slide
(Li) in clinical laboratories: comparison with
flame and atomic absorption spectrometry

Basil . Doumas
Medical College of Wisconsin
and Milwaukee Medical Complex, Milwaukee, Wi, USA

We evaluated the performance of the Kokad Ektachem clinical -

chemistry slide (Li) for lithium in serum, and compared it with
flame photometry (FP) and atomic absorption spectrometry
(AAS).

Ektachem vs. FP. Serum specimens (n =265) with Li conc. from
0.12 to 1.9 mmol/L were analyzed.

Accuracy. Mean x (FP) and y (Ektachem) values were 0.80 and
0.78 mmol/L, respectively. Regression equation: y=0.977 x
-0.001; Sy.x, 0.04; r, 0.99.

Precision. Four control sera were analyzed for 20 days with the
Ektachem analyzer. Mean values and SDs (parentheses) were:
0.95 (0.04), 2.06 {0.05), 0.50 (0.03) and 1.15 (0.04) respectively.

Ektachem vs. AAS. Serum specimens (n = 254) with Li conc. from
0.2 to 3.06 mmol/L were analyzed.

Accuracy. Mean x (AAS), 0.69 mmol/L; mean y (Ektachem),
0.71 mmol/L. Regression equation: y = 0.96 x + 0.05; Sy.x, 0.04; r,
0.99.

Precision. For 4 control sera analyzed with the Ektachem analyzer
for 20 days, means and SDs were 0.90 (0.03), 2.04 (0.05), 0.64
(0.03) and 1.54 (0.05).

We conclude that the excellent accuracy, precision and linearity
(from 0.1 to 4.0 mmol/L9 of the Ektachem slide (Li) meets clinical
requirements.

Automated chemiluminescence

immunoassay for prostate specific antlgen
(PSA)

M. Drahovsky, U. Fritsch, R. Schlett, M. Mack, L. Reun
Byk-Sangtec Diagnostica GmbH & Co. KG, D-6057 Dietzenbach 2,
Germany

Prostate specific antigen (PSA) is a single chain 33-kD glyco-
protein antigen associated with prostatic diseases. Early diag-
nosis of prostate cancer and the resulting radical treatment are
essential to improve prostate cancer prognosis.

The LIA-mat® PSA is a two-site immunoluminometric assay
(sandwich principle) in a coated tube format. Highly specific poly-
clonal and monoclonal antibodies are used for coating the solid
phase and for the tracer. The combination of these antibodies
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used in the LIA-mat PSA assay allow to recognize free PSA and
the PSA as-antichymotrypsin complex.

The application of the non-isotopic label does not interfere with
the antigen antibody reaction. The assay provides quantitative re-
sults in less than 3 hours. The PSA assay has been designed to
run on the LIA-mat S 300 system which is a fully automated ana-
lyzer. The assay has a dynamic range from 0-150 ng/ml. The cal-
culated sensitivity was = 0.05 ng/mi (BSD). Results obtained by
LIA-mat PSA correlate very good with IRMA-mat PSA and the
Hybritech PSA assays.

Calibration and evaluation of a System
Multi-Test for the immunoturbidimetric
assay of C-reactive protein

B. Dremel, A. Dietrich, U. Stadelmaier, H. Hirsch
E. Merck, R & D Diagnostics Division, Frankfurter Stral3e 250,
D-6100 Darmstadt, Germany

C-reactive protein (CRP) is well known as one of the most sensi-
tive acute phase proteins and is primarily used to assess rapidly
the inflammatory phase and early tissue damage. The level of
CRP rises dramatically in response to any of the following dis-
eases: Myocardial Infarction, Stress, Trauma, Infection, Inflam-
mation, Surgery, Malignant Diseases, Rheumatoid Arthritis and
Bacterial Meningitis. To a lesser extend, CRP is used to screen the
health status of blood donors, as well as to monitor drug therapy.
Since the half life of CRP is only approximately one day, the CRP
determination can be used to monitor the course of a very wide
spectrum of diseases.

Here, E. Merck Diagnostics presents an improved System Multi-
Test (SMT) for the immunoturbidimetric determination of CRP.
The analytical performance of the SMT-CRP test has been evalu-
ated on many common clin. chem. analysers. The test is based
on a one-point calibration and has been calibrated by the WHO
international reference preparation for CRP # 1985.

Precision of the test, dilution and prozone limits, interferences as
well as comparisons with other tests on different analysers will
be presented.

Calibration and evaluation of a System
Multi-Test for the immunoturbidimetric
assay of IgA, IgG and IgM

B. Dremel, A. Dietrich, U. Stadelmaier, H. Hirsch
E. Merck, R & D Diagnostic Division, Frankfurter Stra8e 250,
D-6100 Darmstadt, Germany

The uniformity’ of immunoglobulin measurements between lab-
oratories has been poor in the past. Different standard prep-
arations of plasma proteins and antiserum of differing specificity
and affinity, and the use of several different methods resulted in
vast differences in the determination of immunoglobulins. The
factors causing variability are so diverse that agreement between
results is difficult to achieve. The ideal goal of an immunoassay
is to obtain stable measured values reflecting biological activity
of the analytes, but the practical goal is to obtain reproducible
and exchangeable results in terms of true mass or immunological
activity of the analytes. .

A practical approach is the use of international reference prep-
arations (IRP’s) which allow better comparison of the results be-
tween different laboratories. The values should be expressed in
terms of international units per millilitre (IU/ml).

The System Multi-Tests (SMT) for the immunoturbidimetric deter-
minations of igA, IgG and IgM were calibrated by the WHO IRP
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Tumor-Diagnostik
mit HPLC

Spezifische Bestimmung von
Tumormarkern
aus Plasma und Urin
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- Katecholamine
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- Vanillinmandelsaure
— Homovanillinsaure
— 5-Hydroxyindol-Essigsaure

© Isokratische HPLC-Analyse
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® Einfache Probenvorbereitung
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(BIGRAD),

BIO-RAD
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for Human-Serum immunoglobulins (Lot 67/86). To compare the
results between different laboratories they should be expressed
in international units (IU). By this means the reliability of the in-
terpretation of laboratory data will increase.

In addition, regular participation in the survey for specific plasma
proteins of the , Deutsche Gesellschaft fiir Klinische Chemie”
(DGKC) increases the reliability of the interpretation of the labdra-
tory data.

The analytical performance of the SMT-Immunoglobulin tests has
been evaluated on many common clin. chem. analysers using
one-point calibrations.

Precision of the test, dilution and prozone limits, interferences as
well as comparison with other tests will be presented.

Calibration and evaluation

of Merck Immunoassay T

for the immunoturbidimetric assay
of apolipoproteins A-l and B

B. Dremel, U. Stadelmaier, A. Dietrich
E. Merck, R & D Diagnostics Division, Frankfurter Stral3e 250,
D- 6100 Darmstadt, Germany

Clinical interest in measuring apolipoproteins has grown after the
recognition of their physiological importance and utility in as-
sessing an individual’s artherosclerotic risk. Some studies sug-
gest that apolipoprotein (apo) A-l and apo B, the major proteins
of high-density lipoproteins (HDL) and low-density lipoproteins
(LDL), respectively, are better blood markers for coronary heart
disease than are the traditional lipid markers, e. g. total choles-
terol, LDL cholesterol, HDL cholesterol, and triglycerides. The apo
A-l/apo B ratio is considered to be an even more effective indi-
cator than the individual lipoproteins.

Here, E. Merck Diagnostics presents a new test (Merck Immunoas-
say T) for the immunoturbidimetric determination of apo A-l and
apo B. The analytical performances of the Merck Immunoassay T
apo A-l and apo B tésts have been evaluated on many common
clin. chem. analysers. The tests are based on one-point cali-
brations and have been calibrated by the latest WHO international
reference preparations for apo A-l and apo B. Precision of the test,
dilution and prozone limits, interferences as well as comparisons
with other tests on different analysers will be presented.

Multicenter evaluation of the Tina-quant®
a Transferrin assay

H. Dubois®, L. Borque?, D. Cottenceau?®, L. Bassi*, B. Kdgedals,
M. Lievens®, A. M. Marx’

' Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim (FRG)

2 Hospital San Millan, Logronio (E)

3 Laboratoire de Biochimie, La Roche sur Yon {F)

4 Ospedale Civile, Cremona (I)

$ University Hospital, Linkoping (S)

® University St. Luc, Bruxelles (B)

? Medizinische Universitét, Liibeck (FRG)

The new immunoturbidimetric Tina-quant® a Transferrin assay
without manual sample predilution has been-evaluated' with re-
gard to its performance in seven European centers on various
Boehringer Mannheim/Hitachi systems. The transferrin concen-
tration is determined by measuring the turbidity caused by the
antigen-antibody complex. The linear relationship between ab-
sorbance and concentration permits a one-point calibration, with
exception of the Boehringer Mannheim/Hitachi 911 analyzer,
where a multipoint calibration is performed. The limit of detection
was calculated as <5 mg/dl transferrin. The analytical range of
the Tina-quant® a Transferrin assay is 80-500 mg/dl. Within-run

and between-day imprecision studies yielded good results at all
transferrin levels. Median CV values were < 2.2% within-run and
< 3.4% between-day. The reagents are ready-to-use, working re-
agents were found to be stable for at least 30 days at 4-8° C. Fix-
factor calibration can be applied for 30 days without daily blank
update. No major interferences by endogenous substances were
observed. Excellent recovery was yielded in the Precinorm® Pro-
tein and Precipath® Protein control materials at all centers. All
laboratories participated in an interlaboratory survey using 50 hu-
man pool sera. Comparing the results of the Tina-quant® a Trans-
ferrin assay performed on different Boehringer Mannheim/Hitachi
instruments of the median of all laboratories gave a good agree-
ment with slopes ranging from 0.98-1.04 and intercept deviations
between * 4 mg/dl transferrin, thus demonstrating a good inter-
laboratory transferability. Method comparisons to various routine
tests (nephelometry, turbidimetry, radial immunodiffusion) yield-
ed good correlation coefficients (r > 0.99) as well as slopes rang-
ing from 0.91-1.09 and intercepts from —10 to 20 mg/dl.

We conclude that the new Tina-quant® a Transferrin assay is con-
venient, has a good analytical performance and is well suited for
routine analysis, especially if a high sample throughout is needed.

Verlaufskontrolle von Patienten
mit HIV-Infektionen
durch den COULTER® p24-Antigen-Assay

Rolf Eckhardt
Coulter Electronics GmbH, Europark Fichtenhain B 13,
4150 Krefeld 1

Der COULTER® HIV-p24-Antigen-Test ist ein quantitativer Enzym-
Immun-Assay (EIA) und dient zum direkten Nachweis des HIV-
p24-Antigens in humanem Blutplasma, -serum oder Zellkultur-
Uberstand.

Das p24-HIV-Antigen ist ein wichtiger Parameter bei der Verlaufs-
kontrolle von Patienten mit bekannter Infektion durch das HI-Vi-
rus, denn es weist direkt Antigen viralen Ursprungs nach.

p24 ist ein Protein, das sich in dén_' inneren Virushille befindet,
sehr konservativ ist und erkennt somit alle bis heute bekannten
HIV-1-Virusstdmme.

Nach einer Infektion mit dem HI-Virus ist der p24-Antigen-Test der
erste Nachweis einer Infektion, noch bevor Antikérper gegen das
Virus im Serum aufzufinden sind. Bis zu 6 Wochen nach einer
Infektion ist das Virusantigen im Blut zu finden, um dann fiir lange
Zeit nicht mehr nachweisbar zu sein.

Mit Verschlechterung des Allgemeinzustandes der Infizierten er-
scheint das p24-Antigen wieder im Blut. Mit den COULTER® p24-
Antigen-Tests lassen sich sowohl qualitative als auch quantitative
Bestimmungen durchfithren. Um falschpositive Ergebnisse aus-
zuschlieBen, besteht der Test aus 2 Teilen. Bei einem wiederholt
positiven Testergebnis wird das p24-Antigen durch HIV-Antikér-
per neutralisiert und der anfangs positive Test mu nun negativ
reagieren. B

Ergebnisse des p24-Antigen-Assays und des Neutralisationstests
an Proben von verschiedenen Patienten werden vorgestelit.

Therapieliberwachung
bei einem Neugeborenen
mit homozygotem Protein C-Mangel

W. Ehrenthal, F-H. Miiller*, G. Hafner, J. Lotz, D. Schranz*
und W. Prellwitz

Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin

und Kinderklinik* der Johannes Gutenberg-Universitat, Mainz

Wir berichten {iber einen Saugling, der im Alter von 14 Tagen
mit multiplen Hdmatomen, Mikrothrombosierungen, Nekrosen an
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beiden Beinen sowie Glaskérper- und Retinablutungen im linken
Auge aufgenommen wurde. Die Initialtherapie bestand aus Gabe
von FFP, Heparin, AT I, t-PA und Prostacyclin und Anlage eines
Okklusiv-Hydrokoloid-Verbands. Am 17. Tag wurde mit der Pro-
tein C-Substitution begonnen, die in einem Zeitraum von 8 Mona-
ten mit Hilfe von 51 Gerinnungsanalysen iiberwacht wurde. Von
diesen konnten 6 nicht bewertet werden, da bei der Blutabnahme
Gerinnungsaktivierungen (TAT > 60) auftraten. Nach den unter-
schiedlichen Protein C-Bereichen geordnet, wurden folgende Er-
gebnisse (Mittelwert, Standardabweichung, n) erhalten.

Protein F 142 TAT D-Dimer M (n)
C (%] Ing/ml] fng/ml] [ng/mil] [ug/ml]
65+15 1224028 828+1,21 1629+521 >42 (5)
153+24 1,181053 9,02+2,29 11931854 >42 (6)
31,1150 0,88+10,20 5,11+2,29 774+774 21,3£11 (8)
478+37 056+0,12 3,45+1,23 717717 155+7,1 (6)
838+89 0641021 3,96+0,98 4401165 13,7156 (5)
117 £16 0,77+0,35 4,4412,53 644+203 135143 (11)

Die hohen Protein C-Konzentrationen stellen Gipfelspiegel eine
Stunde nach Infusion dar. Wegen der groReren Halbwertszeit fiir
D-Dimer und Fibrinmonomere (FM) normalisieren sich diese Mar-
ker bei einer Erhohung des Protein C-Spiegels nicht so schnell.
Aus der Untersuchung geht hervor, da’ die Beurteilung der Pro-
tein C-Substitution in Hinblick auf eine Unterdriickung der Gerin-

nungsaktivierung mit allen vier molekularen Markern méglich ist.

Abhéangigkeit der Thrombozytenaggregation
von der Konzentration

des von-Willebrand-Faktors (VWF)

in einem in vitro Modellsystem

Th. Eller, M. Bombhard, B. Pohl, J. Albert, F. Keller
Zentrallabor der Medizinischen Universitétsklinik Wiirzburg

Da die groRen Multimere des VWF bei der Aggregation der
Thrombozyten und dadurch in der primaren Hamostase eine ent-
scheidende Rolle spielen, stellt sich die Frage, inwieweit die Kon-
zentration des vWF eine Auswirkung auf das Aggregationsverhal-
ten der Thrombozyten hat.

Fiir diese Untersuchungen wurden die Thrombozyten nach einer
Vorschrift von A. Greinacher (personliche Mitteilung) aus platt-
chenreichem Plasma prapariert und in einem gepufferten, isotoni-
schen Testsystem mit konstanter Thrombozytenzahl aber vari-
ierender vWF-Konzentration (560-35% d. N.) eingesetzt. Die Ag-
gregationen wurden durch Adrenalin, Collagen, ADP und Ristoce-
tin ausgelost und an einem Gerét der Fa. Apact gemessen. Die
Untersuchungen wurden an Thrombozyten von 10 gesunden Pro-
banden durchgefiihrt.

Sowohl die maximale Aggregation als auch die Aggregationsge-

schwindigkeit zeigten bei Stimulation der Thrombozyten mit Ri-

stocetin, Collagen und ADP bei steigender vWF-Konzentration zu-
nehmende Werte. Es war also ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der vWF-Konzentration und dem Aggregationsverhalten
der Thrombozyten in diesem Testsystem nachweisbar. Bei den
Aggregationen mit Adrenalin fanden wir mit sinkender vVWF-Kon-
zentration einen spateren Beginn der Aggregation.

Diese Ergebnisse zeigen, daR ein deutlicher Zusammenhang zwi-
schen der vWF-Konzentration und dem Aggregationsverhalten
der Thrombozyten besteht. Es ist bekannt, daR wihrend einer
Akutphasenreaktion und Patienten mit Herzinfarkt die Plasmakon-
zentration des VWF bis auf das 2-3fache des Referenzbereiches
ansteigen kann (B. E. Pottinger et al. Thromb. Res. 53 (1987) 387;
T. Margulis et al. Thromb. Haemost. 55 (1986) 366). Diese Tatsa-
chen und eigene Beobachtungen an Thrombosepatienten weisen
auf die pathologische Bedeutung einer erhohten vWF-Konzentra-
tion im Plasma hin.
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Interferenz durch Fibrinmonomere
bei Globaltesten der Himostase

Th. Eller, R. S. RoB, L. Volbracht, D. Paar
Abteilung fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik
des Zentrums fiir Innere Medizin, Universitdtsklinikum Essen

Das Auftreten von Fibrinmonomeren in der Zirkulation deutet auf
eine Aktivierung im Hamostasesystem hin. Anla fir die vorlie-
genden Untersuchungen waren die Beobachtungen bei zwei Pati-
enten mit akuten Leukdmien, die bei deutlich erniedrigten Fibrino-
genkonzentrationen (< 80 mg/dl) und gleichzeitigem Nachweis
von Fibrinmonomeren eine normale Globalgerinnung aufweisen.
Diese Befundkonstellation lie} eine Interferenz der Fibrinmono-
mere bei den plasmatischen Globaltesten vermuten.

Deshalb wurde zu einem verdiinntén Plasmapool, dessen Kon-
zentration an Fibrinmonomer im Referenzbereich lag, gereinigtes
Fibrinmonomer in Konzentrationen zwischen 10 pug/ml und
120 pg/mi zugesetzt. In diesen mit Fibrinmonomer angereicherten
Proben wurden dann die Thromboplastinzeit, die aPTT, die
Thrombinzeit, die Reptilasezeit und die Fibrinogenkonzentration
bestimmt. Die Konzentration der Fibrinmonomere wurde durch
einen in der Erprobung befindlichen quantitativen Test der Beh-
ringwerke AG, Marburg, ermittelt.

Bei allen Globaltesten wurde in diesen Ansatzen eine Verkiirzung
der Gerinnungszeiten mit steigender Konzentration an Fibrinmo-
nomer gefunden. Die Verkiirzung war bei der aPTT, der Thrombin-
zeit und der Reptilasezeit deutlich ausgepragt, wahrend sich die
Thromboplastinzeit nur leicht verkiirzte.

Unsere Ergebnisse zeigen, da8 Fibrinmonomere eine Verkiirzung
der Gerinnungszeiten bewirken und dadurch bei den Globaltesten
der plasmatischen Hamostase interferieren kdnnen. Deshalb muf3
bei Patientenproben mit einer erhéhten Konzentration an Fibrin-
monomeren mit falsch kurzen Gerinnungszeiten gerechnet wer-
den.

Stellenwert der molekularbiologischen
Diagnostik pranataler Infektionen

Gisela Enders
Institut f. Virologie, Infektiologie und Epidemiologie e.V.

Aus der Vielzahl der Infektionen mit Bedeutung fiir die Schwan-
gerschaft und das Neugeborene wird die pranatale Diagnostik fiir
Roteln, Zytomegalie, Parvovirus B19, Toxoplasmose, seltener fir
Varizellen und ausnahmsweise fiir HIV durchgefiihrt. Sie wird
dann empfohlen, wenn bei der schwangeren Frau auffallige, nicht
abklarbare serologische Befunde vorliegen. Die pranatale Diagno-
stik wird in der Frihschwangerschaft durch den Erregernachweis
z. B. mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) in der Cho-
rionzottenbiopsie und in der Amnionflissigkeit durchgefiihrt. In
der 22./23. Schwangerschaftswoche wird die IgM-Antikérperbe-
stimmung im fetalen Blut und zusétzlich der Erregernachweis z. B.
mit der PCR im fetalen Blut, im Fruchtwasser, Aszites und auch
Zottengewebe eingesetzt. Der Erregernachweis mittels PCR wird,
wo immer mdglich, parallel zur konventionellen Methode durch-
gefiihrt. Fir den Antikérpernachweis werden sowohl die konven-
tionellen Teste mit Vollantigen wie auch Teste mit rekombinant
hergestellten Antigenen verwendet.

Der Stejlenwert des Erregernachweises fiir die einzelnen infektio-

nen-z.-B. mit der PCR, soweit bis heute beurteilbar, wird unter
Einbeziehung der Vorhersagebeurteilung aus langjahriger Erfah-
rung, des Ultraschallbefundes und des Schwangerschaftsaus-
gangs bzw. der Befunde beim Neugeborenen beurteilt. In der pra-
natalen Diagnostik kdnnen Fehlbefunde bzw. die Fehlinterpreta-
tion von Befunden forensische Folgen haben.



Quantitative Bestimmung
von Hepatitis-A-Antikorpern
mit einem neuen Enzym-lmmunoassay

H. R. Feldmann", J. Bartel, R. Koberstein?
' Laboriérztliche Gemeinschaftspraxis Heidelberg
2 Fakultét fiir Biologie, Universitit Konstanz

Durch die Einfiihrung eines aktiven HAV-Impfstoffes (1, 2) gewinnt
die Bestimmung der Anti-HAV-Antikorper eine neue Bedeutung in
der Labordiagnose. Einerseits vor der Impfung zur Bestimmung
des Immunstatus, andererseits nach der Impfung zur Kontrolle
des Impferfolgs. Ein neuer Enzym-immunoassay (Enzymun-Test,
Anti-HAV, Boehringer Mannheim GmbH) wurde dazu anhand von
700 Patientenseren mit einer qualitativen Vergleichsmethode (HA-
VAB EIA, Abbott GmbH, Wiesbaden) auf Konkordanz gepriift. Bei
200 in der Routine mit der Vergleichsmethode positiv bestimmten
Seren wurden iibereinstimmende Ergebnisse erzielt, unter den
500 negativen traten dagegen 15 diskordante Bewertungen auf
(HAVAB EIA negativ, Enzymum-Test Anti-HAV positiv). Drei dieser
Proben wurden von einer weiteren Methode (HAVAB IMx, Abbott
GmbH, Wiesbaden) ebenfalls positiv bewertet, alle zeigten in der
quantitativen Bestimmung mit Enzymum-Test Anti-HAV ein linea-
res Verdinnungsverhalten bis zu < 10 U/l (WHO angeglichene
Standards). Ursache der diskordanten Resultate ist daher wahr-
scheinlich eine sensitivere Messung niedriger Anti-HAV-Titer
durch Enzymum-Test Anti-HAV. Die Automatisierung der Methode
sichert dariiber hinaus eine hohe Prazision bei der Quantifizierung
der Anti-HAV-Antikorper in internationalen Einheiten im Rahmen
einer impfkontrolle.

Schrifttum:

1. Kallinowski B, Thielmann L, Gmelin K et al. Immunogenitat, Vertraglich-
keit und Konsistenz eines inaktivierten Hepatitis-A-Impfstoffes: eine rando-
mierte kontrollierte Multicenterstudie mit drei konsekutiven Impfchargen.
Innere Medizin 1992; 89: 41-44

2. Jilg W. Hepatitis-A-Impfung — Anmerkung zur Diagnostik. Klin Lab 1992;
38:697-700

Sepsis: Bedeutung von Lipopolysaccharid
(LPS)-Antikérpern sowie von Tumor-
Nekrose-Faktor, Interleukin-6, Elastase
und C-reaktiven Protein

P C. Fink, D. Neuman, A. Gaitzsch -
Zentrallabor, Zentralkrankenhaus St.-Jirgen-Stral3e,
D-2800 Bremen 1

Das Auftreten von LPS-Antikérpern wurde bei 28 Gesunden und
bei 21 Sepsis-Patienten mittels Immunoblotting untersucht. Paral-
lel wurden TNF, IL-6, Elastase und CRP bestimmt. Bei 5/28 (18%)
Gesunden wurden LPS-Antikérper gegen zwei (LPS von: E. coli
0111:B4, Pseudomonas aeruginosa) der im LPS-Antigenpanel
verwendeten LPS-Chemotypen (LPS von: E. coli 0111:B4, E. coli
0128:B12, E. coli J5, Pseud. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae;
Lipid A von Salmonella.minnesota Re 595) nachgewiesen. Bei 5/
10 Patienten, welche die Sepsis iiberlebten, wurde eine Neubil-
dung bzw. Zunahme bereits pra-Op nachweisbarer LPS-Antikor-
per gefunden. Parallel war ein deutlicher 1gG-, IgA- und IgM-An-
stieg nachweisbar. Im Gegensatz dazu war bei 5/11 Patienten, wel-
che an den Folgen einer Sepsis verstarben, im Sepsisverlauf ein
Verschwinden prd-Op nachweisbar LPS-Antikorper feststellbar.
Auffallig war der alleinige, deutliche IgM-Abfall. Die Konzentra-
tionsprofile von TNF, IL-6, Elastase und CRP waren abhéngig vom
Sepsisverlauf. Bei 10 Patienten, welche die Sepsis iberlebten,
war ein TNF-, IL-6- und Elastase-Konzentrationsabfall bereits ab 7.
Tag post-Op im Vergleich zum CRP nachweisbar. Bei 11 Patienten,
welche an den Folgen der Sepsis verstarben, blieben TNF, IL-6,
Elastase und CRP bis zum Tod auf einem permanent erhéhten
Konzentrationsplateau. Die Immunoblot-Ergebnisse legen die

Vermutung nahe, da LPS-Antikérper den Krankheitsverlauf und
die Prognose einer Sepsis beeinflussen. Hinsichtlich der Mediato-
ren wird gefolgert, daB TNF und IL-6 neben den bekannten Sep-
sis-Markern Elastase und CRP zur longitudinalen Beurteilung
einer Sepsis verwendbar sind.

Behring-Gerinnungsmanagementsystem

G. Flohr, Behringwerke AG; J. Knipps, COMED GmbH
Gehringwerke AG, Med. Information und Verkauf,
Hoechster Str. 70, 6237 Liederbach

Vorgestellt wird ein PC-Subsystem (COAB-Com) zum Manage-
ment des Gerinnungsarbeitsplatzes in Verbindung mit dem Ein-
satz von einem oder mehreren Behring Fibrintimer A.

Das Managementsystem erlaubt eine optimale Unterstiitzung der
MTA am Arbeitsplatz durch den Einsatz von Optimierungsrouti-
nen bei der Rotor-Bestiickung. Die Optimierungsroutinen fiihren
zuséatzlich zu einer Reduzierung des Verbrauchs an Diagnostika
und Kontrollmaterialien. Durch Multitasking ist es maéglich,
gleichzeitig an mehreren Fibrintimern zu messen und wahrend
dessen weitere Rotoren zu bestiicken.

Das COAB-COM-System kann dabei gleichzeitig als Intelligente
Schnittstelle zum Labor-EDV-System eingesetzt werden und bie-
tet damit eine preiswerte Alternative fur den AnschluB mehrerer
Fibrintimer A. Es wird hier die Leistungsfahigkeit der PC-Welt ein-
gesetzt um den Online-AnschluB eines Arbeitsplatzes und nicht
eines Gerates zu realisieren. Hierdurch werden arbeitsplatzbezo-
gene Funktionen eines Labor-EDV-Systems auf ein Subsystem
ausgelagert und die erstellten Ergebnisse dem Labor-EDV-System
wieder zur Verfiigung gestellt. Die gesamte Organisation am Ar-
beitsplatz (Barcodelesung, Rotorbestiickung, technische Valida-
tion, On-Line-Qualitatskontrolle, CLOT-TUTOR, etc.) werden ohne
Belastung des Labor-EDV-Systems am Subsystem durchgefiihrt,
das zusétzlich als ,,back-up” genutzt werden kann.

Immunologische Kontrolle

von Trennungs- und Kulturbedingungen
sind Voraussetzungen fiir die Bestimmung
der LDL-Rezeptor-Aktivitat an Monozyten

P. B. Foster®, Y. Schmitt’, P, Fiirst?, J. D. Kruse-Jarres'
1 Institut fur Klinische Chemie und Labormedizin,
Katharinenhospital, Stuttgart, FRG

2 Universitdat Hohenheim, FRG

Die Aussagekraft von LDL-Rezeptoruntersuchungen an Monozy-
tenkulturen wird wegen der unterschiedlichen Regulation der
Cholesterin-Homo6ostase von Monozyten/Makrophagen stark be-
eintrachtigt. Um eine Standardisierung des Verfahrens zu errei-
chen, bestimmten wir das Verteilungsverhaltnis und den Differen-
zierungsgrad von Monozyten/Makrophagen freiwilliger Spender
{n=10) mit monoklonalen Antikorpern (CD 14, CD 33, CD 68,
CD 71 sowie CD 11b und 11c, CD 16 und HLA-DR) bei unterschied-
lichen Kulturbedingungen in Zeitintervallen von 12 Stunden. Das
CD 14/CD 16 Verhaltnis, die Expression des Makrophagenmarkers
CD 68 und der Transferrin-Rezeptor CD 71 stiegen mit zunehmen-
der Kulturdauer an, wahrend die Adhasionsmarker CD 11b und ¢,
das myeloische Antigen CD 33 sowie die Expression von CD 13,
CD 14 und HLA-DR riicklaufig war. Uberraschend war die groRRe
interindividuelle Auspragung von CD 16, CD 11b, CD33 und

. €D 71 Markern, wiahrend fiir den Aktivierungsmarker HLA-DR und

das Makrophagenantigen CD 68 bei allen Probanden ein paralle-
ler Kurvenverlauf beobachtet werden konnte. Schwankungen in
der CD 16 und CD 11b Expression wurden beim Vergleich ver-
schiedener Altersgruppen festgestellt; fiir unterschiedliche CD 71
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Auspragung konnte keine eindeutige Erkldrung gefunden werden.
Nach unseren Beobachtungen ist es daher nur dann sinnvoll, Mo-
nozyten fiir die LDL-Rezeptor-Untersuchung zu verwenden, wenn
die Qualitat der Trennung mit CD 33 und CD 11b Markern iber-
priift wird und die Zellkulturbedingungen und Monozytenprolife-
ration anhand der CD 68 und HLA-DR-Expression kontrolliert wird.
Die nachfolgende LDL-Rezeptor-Aktivititsbestimmung solite dann
nur an einer homogenen Makrophagenpopulation durchgefiihrt
werden, die durch hohe CD 68 plus CD 16 Expression gekenn-
2eichnet ist.

Bestimmung von Hepatitis-C-Virus-
amplifizierten DNA-Sequenzen
auf einer Festphase

Brigitte Fouqué, Frédéric Beaumont, Michéle Gabriel,
Camille Chypre und Joseph Marchand

Laboratoire des Sondes Moléculaires, CIS bio international,
B. P. 32, F-91192 Gif-sur-Yvette Cedex

Das Hepatitis-C-Virus wurde unlangst als das Hauptvirus in Zu-
sammenhang mit Non-A-Non-B-Hepatitis identifiziert (Science
1989, 244, 359-362). Es ist ein 9,56 kb RNA-Virus, welches eine si-
gnifikante Gen-Heterogenitat aufweist. Die Analyse von verschie-
denen HCV-Genomen hat gezeigt, daB die 5" Non Coding-Region
gut konserviert wurde, im Gegensatz zu strukturellen und nicht-
strukturellen Genen (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89, 187-
191).

Die Bestimmung von HCV-RNA durch cDNA, das in Gegenwart
von Revers-Transcriptase synthetisiert und in vitro amplifiziert
wurde, ist der einzig mégliche Weg, dieses Virus in biologischen
Proben zu identifizieren. Unter diesem Gesichtspunkt wurde eine
effiziente Methode entwickelt (AMPLICIS 1I-HCV), basierend auf
DNA-Amplifikation und Festphasen-Bestimmung (radiometrisch
und photometrisch).

Die in der 5" Non Coding-Region selektierten Primer zeigen eine
sehr gute Effektivitat bei einem vorgepriiften Panel von HCV-RNA-
positiven und -negativen Seren.

Die Bestimmung von DNA-amplifizierten Sequenzen auf Fest-
phase ist eine interessante Alternative zur Gelanalyse.

CD 4/CD 8-Quantifizierung — Ein Vergleich
von Zytofluorometrie und Zell-ELISA

L. Franke, E. Nugel, W.-D. Décke, H.-D. Volk und T, Porstmann
Institut fiir Medizinische Immunologie, Medizinische Fakultét
(Charité) der Humboldt-Universitét zu Berlin ’

Die Quantifizierung von CD 4 und CD 8 positiven Lymphozyten
von Patienten mit HIV-Infektion wird heute in der Regel mittels
Zytofluorometrie durchgefiihrt. Wegen der sich weiter ausbreiten-
den HIV-Infektion und durch das immer bessere Verstindnis der
Funktion von Zelloberflachenmarkern bei verschiedenen Zustin-
den (u.a. Sepsis, Verbrennungen, Autoimmunopathien, nach
Transplantationen) wird die Quantifizierung von Zelimarkern bzw.
die Charakterisierung von Zellpopulationen in Zukunft einen brei-
teren Raum in Diagnostik, Prognoseeinschitzung und Therapie-
Uberwachung spielen und sich daher nicht auf einige Spezialla-
bore beschréanken lassen.

Ein Zell-ELISA (,,Capcellia™ CD 4/CD 8”; Sanofi-Diagnostics Pa-
steur, Marnes la Coquette, Frankreich) wurde zur CD 4/CD 8 Quan-
tifizierung bei Gesunden und ausgewahlten Patientenkollektiven
(HIV-Infizierte, Sepsis-Patienten, Organtransplantierte) eingesetzt
und die Ergebnisse mit FACS-Untersuchungen und klinischen Da-
ten korreliert. Es sollte untersucht werden, ob ein Zell-ELISA als
Prinzipl8sung geeignet ist, mit verbesserter Reproduzierbarkeit
Zellmembranmarker zu quantifizieren und damit einen berechtig-
ten Platz in der modernen Labordiagnostik hétte.
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Es konnte gezeigt werden, dal mit dem Zell-ELISA dhnliche Aus-
sagen wie mit der FACS-Diagnostik zu den beiden Parametern ge-
troffen werden konnten. In einigen Situationen scheint der Zell-
ELISA Veranderungen innerhalb der CD 4/CD 8 Subpopulationen
frither als die FACS-Analyse anzuzeigen. Das geringe Probenvolu-
men, der interne Standard und die relativ einfache und schnelle
Durchfihrbarkeit des ELISA sind weitere Vorteile.

Fir eine Reihe von diagnostischen Fragestellungen kdnnten Zell-
ELISA eine sinnvolle Alternative zur FACS-Analyse sein, ohne
diese jedoch bei komplexen Untersuchungen oder in der For-
schung ersetzen zu kdnnen.

Bedeutung der Molekularbiologie
in der Parasitologie '

Matthias Frosch

Institut fir Medizinische Mikrobiologie,
Medizinische Hochschule Hannover,

Konstanty Gutschow StralBe 8, 3000 Hannover 61

Bedingt durch die Zunahme immunsupprimierender Erkrankun-

.gen, wie HIV-Infektionen oder Organtransplantationen mit an-

schlieBender medikamentdser Immunsuppression, sowie eine zu-
nehmende Reisetatigkeit in stdliche Lander, haben Parasitosen in

. den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. Auch wenn fir die

Diagnostik der Parasitose ein direkter mikroskopischer Nachweis
des Parasiten im Blut, Stuhl, Urin oder Biopsien wiinschenswert
wire, lassen sich einige Parasiten nur indirekt durch Antikdrper-
Nachweisverfahren diagnostizieren. Dies trifft insbesondere fiir
solche Parasiten zu, die beim Menschen im Gewebe persistieren
und von denen keine Entwicklungsstadien ausgeschieden wer-
den. Die serologischen Untersuchungsverfahren weisen jedoch
oftmals eine nur eingeschrankte Standardisierbarkeit auf, bedingt
z.B. durch die Verwendung unterschiedlicher Parasitenstdimme
zur Antigengewinnung, die die nicht selten beobachteten diskre-
panten Ergebnisse in unterschiedlichen Laboratorien erklaren
konnte. Zudem weisen serologische Untersuchungsverfahren, die
auf Gesamtantigenpraparationen eines Parasiten beruhen, durch
spezies- und gattungsiibergreifende Antigene oftmals eine nur
geringe Spezifitdt auf. Die Problematik der Standardisierbarkeit
und Spezifitat serologischer Testverfahren wird zukinftig durch
die Verwendung gentechnisch.hergestellter, Spezies-spezifischer
Antigene iiberwunden werden kénnen. Der Einsatz der Polymera-
se-Kettenreaktion fiir den Nachweis von DNA oder mRNA eines
Parasiten bietet dariiber hinaus eine weitere Moglichkeit mit mo-
lekulargenetischen Methoden eine Parasitose zu erkennen. Am
Beispiel der Toxoplasmose und der Echinokokkose werden neue
Maoglichkeiten zur serologischen Diagnostik mit rekombinanten
Antigenen und mittels Polymerase-Kettenreaktion aufgezeigt.

Intraportale Transplantation von Pankreas-

- Inseln in Lebern diabetischer Ratten:

Reinnervation der Inseln und Regulation der
Insulin-Sekretion durch hepatische Nerven

Andreas Gardemann®, Kurt Jungermann?, Volker Gro3e?*,
Lothar Cossel?, Frank Wohlirab®, Hans Jiirgen Hahn*,
Wolfgang Blech® und Wolfgang Hildebrandt®

* Institut fiir Klinische Chemie und Pathobiochemie,
W-6300 GieBBen

2 [nstitut flir Biochemie und Molekulare Zellbiologie,
W-3400 Géttingen

* Institutfiir Pathologie, 0-7010 Leipzig

¢ Zentralinstitut fir Diabetes, 0-2201 Karlsburg

5 Institut flir Biochemie, O-4020 Halle

* verstorben am 17. 7. 1991

Einleitung: Die intraportale Transplantation isolierter Pankreas-In-
seln kann eine therapeutische Alternative des insulinpflichtigen
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Diabetes mellitus darstellen. Es sollte geklart werden, ob Inseln
nach Transplantation reinnerviert werden und ob die nervale Re-
gulation der Insulin-Sekretion aus diesen Inseln wie im normalen
Pankreas erfolgt. Methoden: Streptozotocin-diabetischen Ratten
wurden 2000 Inseln intraportal transplantiert. 3 Monate danach
wurden mikroskopische Untersuchungen zum Nachweis der
Reinnervation der transplantierten Inseln und Perfusionsstudien
der isolierten Leber zur Charakterisierung der nervalen Regulation
der Insulin-Sekretion aus den transplantierten Inseln durchge-
fihrt. Ergebnisse: 1) 3 Monate nach Transplantation konnten vor
allem adrenerge, aber.auch cholinerge Nervenfasern in Lebern
diabetischer Ratten nicht nur innerhalb des Portalfeldes, sondern
auch in Inselzell-Komplexen zwischen B-Zellen nachgewiesen
werden. 2) Eine Steigerung des prahepatischen Glucose-Angebo-
tes fiihrte — wie im normalen Pankreas - zu einer mehrphasigen
Insulin-Freisetzung aus den transplantierten Inseln. 3) Eine Stimu-
lation der Lebernerven hemmte die Glucose-stimulierte Steige-
rung der Insulin-Sekretion fast vollstandig. 4) Durch Blockade der
a,-Rezeptoren, nicht jedoch der a,- und der pB-Rezeptoren wurde
die nerval bedingte Hemmung der Glucose-stimulierten Steige-
rung der Insulin-Freisetzung beseitigt. SchluBfolgerungen: Die
Untersuchungen weisen eine Reinnervation der transplantierten
Inseln nach und belegen, da3 die Insulin-Sekretion lebertrans-
plantierter Inseln wie normale Pankreas-Inseln nicht nur durch
das Glucose-Angebot sondern auch durch die Aktivitat sympathi-
scher Nerven lber eine a,-Rezeptor-abhangige Signalkette regu-
liert wird.

Neuer ELISA zum sicheren und sensitiven
Nachweis der Lymeborreliose

Gabriele S. GaBmann', Christiane Rasiah?, Elke Helftenbein’

' Antigen GmbH, Briihlhofstr. 4, 7022 LE-Echterdingen

2 |nstitut fiir Mikrobiologie und Hygiene, Hermann-Herder-Str. 11,
7800 Freiburg

Die Labordiagnostik der Lymeborreliose ist bisher wenig befriedi-
gend, da die zur Verfiigung stehenden serologischen Teste zu we-
nig spezifisch und zu wenig empfindlich sind. Gerade der sichere
Antikérpernachweis in der Frihphase der Erkrankung, in der eine
Antibiotikatherapie am erfolgversprechendsten ist, bereitet auf-
grund der mangelnden Sensitivitdt der Teste Schwierigkeiten.

Der von uns entwickelte ELISA basiert auf einem sehr spezifi-
schen Bereich eines der immunodominanten Proteine von Borre-

lia burgdorferi gegen das in allen Stadien der Erkrankung Antikér-

per nachweisbar sind. Die erste Immunantwort der Patienten rich-
tet sich fast ausschlieBlich gegen dieses Protein, wodurch es als
Antigen in einem Fritherkennungstest geeignet ist.

In einer umfangreichen Studie mit Patienten mit verschiedenen
Stadien der Lymeborreliose konnte die klinische Diagnose mit un-
serem Test in der (berwiegenden Zahl der Félle bestatigt werden.
Im ELISA abweichende Ergebnisse waren oftmals auf eine un-
klare klinische Symptomatik zuriickzufiihren. Bei ECM-Patienten
(1. Stadium) waren die IgM-Antikérper immer erhht und nahmen
nach einer erfolgreichen Antibiotikatherapie deutlich ab. Unspezi-
fische Reaktionen bei anderen akuten Infektionen wurden kaum
beobachtet. Bei-Untersuchungen auf IgM-Antikorper von Kon-
troligruppen bestehend aus klinisch Gesunden bzw. aus Syphilis-
patienten war die Rate der falsch-positiven Resultate deutlich re-
duziert.

Mit diesem neuen serologischen Test wird die klinische Diagno-
stik der Lymeborreliose sinnvoll erganzt, da ein positives Tester-
gebnis auf eine akute und damit behandlungsbediirftige Infektion
hinweist, wahrend schwache Titer auf bereits abklingende Borre-
liose bzw. Spatstadien der Erkrankung deuten.

Ein neues Verfahren zur Bestimmung
von Nachweis- und Mef3grenzen

K. Gautschi, B. Keller, H. Keller, P. Pei und D. J. Vonderschmitt
Institut fiir klinische Chemie der Universitat Ziirich

Zur Definition der Nachweisgrenze wird heute meist ein Proben-
Leerwert mehrfach gemessen und daraus Mittelwert und Stan-
dardabweichung berechnet. Der Mittelwert des Leerwertes plus
drei Standardabweichungen gilt als Nachweisgrenze. Damit wer-
den aber nur Fehler der Leerprobe (a-errors) definiert, wie oft Voll-
proben falsch negative Resultate (B-errors) liefern, bleibt offen.
Oft ist diese Empfehlung auch impraktikabel, z. B. wenn moderne
Analysensysteme keine negativen Signale anzeigen, also kein SD
berechnet werden kann. AuBerdem ist es bei biologischen Syste-
men oft nicht moglich, Proben zu erhalten, die garantiert frei von
dem gesuchten Analyt sind.

Deshalb wird zur Bestimmung der Nachweis- und MeRBgrenzen
folgendes vorgeschlagen:

Mit einer groRBeren Anzahl von MeBwerten aus Routinebestim-
mungen wird mittels des PC-Programms von Sadler & Smith
(Clin. Chem. 1990; 36:1346-1350) ein Prazisionsprofil konstruiert
und dessen Varianzfunktion abgeschatzt.

Wo eine akzeptable VK-Gerade (z. B. 10%) die Vertrauensgrenzen
schneidet, sind die unteren und oberen MeR3grenzen.

Wird in die Varianzfunktion die Konzentration mit Null eingesetzt,
so resultiert die Varianz des Leerwerts. Daraus wird die Normal-
verteilung um den Nullwert konstruiert. Mittels iterativer Verfah-
ren wird die ndchste benachbarte Normalverteilung gesucht, die
der Varianzfunktion gehorcht und die Null-Verteilung z. B. nur um
5% uUberlappt. Ihr Mittelwert reprasentiert die Nachweisgrenze.
Auch fiir diese lterationen sind PC-Programme verfigbar.

Bestimmung von Kupfer, Zink, Selen
und Quecksilber im Vollblut von Patienten
mit Multipler Sklerose

A. Gebhardt', Mauch? H. Kornhuber?

' Forschungslabor der G.N.PHARM Arzneimittel GmbH,
Schorndorfer Str. 32, 7012 Fellbach

2 Fachklinik fir Neurologie Dietenbronn, 7959 Schwendi

In der vorliegenden Arbeit wird der Frage nachgegangen, inwie-
weit sich die Vollblutspiegel der Spurenelemente Kupfer, Zink und
Selen bei Patienten mit Muitipler Sklerose (MS) von denen eines
gesunden Vergleichskollektivs unterscheiden. Da die MS eine Er-
krankung des ZNS ist, untersuchten wir weiterhin, ob méglicher-
weise erniedrigte Spiegel der antioxidativ wirksamen Spurenele-
mente erhdhten Quecksilberkonzentrationen gegeniberstehen.
Es ist bekannt, da? Quecksilber als Radikalbildner neben der Le-
ber und der Nierenrinde bevorzugt im Gehirn gespeichert wird
und zu schweren neurologischen Funktionsstérungen fiihren
kann.

Von 65 Patienten (28 Manner, 37 Frauen) und einem Vergleichs-
kollektiv mit 62 Probanden (29 Manner, 33 Frauen) wurde EDTA-
Voliblut auf die genannten Spurenmetalle analysiert. Nach vor-
hergehender Mineralisierung mittels H,0,/HNO; Druckaufschlu
in einem Mikrowellengerat erfolgte die Bestimmung von Zink mit-
tels Flammen-AAS, Kupfer und Selen mit der elektrothermalen
Atomisierung sowie das Quecksilber mit der Kaltdampftechnik
nach Anreicherung auf Goldwolle. Die statistische Auswertung
der Daten erfolgte mit dem Wilcoxon Rangsummentest nach
Kruskal-Wallis fiir nicht normalverteilte Stichproben.

Mit Ausnahme vom Kupfer, hier fanden sich in beiden Kollektiven
leicht signifikant niedrigere Vollblutspiegel fir die Maénner
(p <0,05), konnten keine geschlechtsspezifischen Unterschiede
festgestellt werden. Ebenso waren fir die Spurenelemente keine
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Unterschiede zwischen dem Patientan- und Kontrolikollektiv
nachweisbar. Wohl zeigte sich aber beim Selen mit 70,4 [ug/L] (P)
bzw. 72,7 [pg/L] (Ko) in beiden Gruppen eine signifikante Ernied-
rigung gegeniiber dem Normbereich von 90-130 [ug/L]. Mit
durchschnittlich 6,5 pg/L Hg (range 0,5-111,5 ug/L) gegeniiber
2,1 pg/L (range 0,2-6,2) im Kontrollkollektiv weisen die MS-Pati-
enten dagegen hochsignifikant erhéhte Quecksilberkonzentratio-
nen im Vollblut auf. Dabei fand sich bei 11% der Patienten ein
Wert von > 10 ug/L, eine Konzentration, die nach den Beurtei-
lungskriterien des Institutes fir Wasser-, Boden- und Lufthygiene
des BGA als bedenklich einzustufen ist. ’

Die Befunde legen den SchluB nahe, daB erh6hte Quecksilberkon-
zentrationen bei der Entstehung der Multiplen Skierose von mit-
entscheidender Rolle sein kénnen. Weitere Studien mussen kla-
ren, ob ein Zusammenhang zwischen den Quecksilberkonzentra-
tionen und dem Schweregrad der Erkrankung besteht und inwie-
weit durch den therapeutischen Einsatz von Antidota, z. B. Selen,
und Radikalfangern (Selen, Kupfer, Zink) die Krankheitssympto-
matik gebessert werden kann.

Diagnostische Festphasensequenzierung
PCR-amplifizierter genomischer DNA

Siegmund Gebhrisch, Gisela WeiBflog und Werner Jaro3
Medizinische Akademie Dresden, Institut fiir Klinische Chemie
und Laboratoriumsdiagnostik

Bei Erkrankungen unterschiedlichster Genese jedoch gesicherter
hereditarer Beteiligung wird der Nachweis oder Ausschluf von
Punktmutationen in den entsprechenden Kandidatengenen ein
neues Arbeitsfeld in der Klinischen Chemie und Laboratoriums-
diagnostik werden. Die diagnostische Festphasen-Sequenzierung
PCR-amplifizierter Genabschnitte stellt dabei die rationellste Me-
thode dar (1). Am Beispiel des sequenzanalytischen Nachweises
der Mutation von G — A am Kodon 3.500 des Apo-B-Gens bei 16
Patienten mit familiar defektem Apolipoprotein B (FDB) (2) wird
die Praktikabilitat, Spezifitdt und Sensitivitat dieser Methodik de-
monstriert. Ein Genabschnitt von 659 bp im Exon 26 dieses Gens
wird mittels PCR amplifiziert, Uber den biotinylierten 5’-Primer er-
folgt durch Magnetseparation und Natronlaugebehandlung die
Einzelstrangpraparation und dann wird die konventionelle radio-
aktive Sequenzierung durchgefiihrt. Bei den bisher analysierten
Sequenzen von mehr als 12.000 bp wurde nur die erwartete Muta-
tion bei den Patienten mit FDB nachgewiesen.

Schrifttum:

1. Assmann, G., H. Funke (1992) Lab. med. 16, 369-374. .
2. Soria, L.F. et al. {1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 687-691

Molekularbiologische Diagnostik
der Virushepatitis -

Wolfram H. Gerlich

Institut fiir Medizinische Virologie, Justus-Liebig-Universitat
GieBen

Der Nachweis viraler Nukleinsaure durch die weniger empfindli-
chen Hybridisierungsmethoden oder die héchst empfindliche PCR
ist heute von besonderer Wichtigkeit bei der weiterfiihrenden Dia-
gnostik der Hepatitis B und C, in Einzelproben aber auch bei Hepa-
titis A, D und E. Es gelang mit Hilfe der PCR in Faktor Viil-Prapara-
ten, die mit dem gehauften Auftreten einer Hepatitis A assoziiert
waren, HAV RNA nachzuweisen. Bei Hepatitis B dient der quanti-
tative Nachweis der HBV ‘DNA zur Abschitzung der Infektiositat
und als Auswabhlkriterium fiir eine Interferontherapie. Fiir einen
bleibenden Therapieerfolg ist ein vollstindiges Verschwinden der
HBV DNA aus dem Serum nétig. Eine Reihe von medizinisch
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wichtigen HBV-Varianten kann nur durch PCR und nachfolgende
Sequenzierung erkannt werden. Bei hochreplikativen Verldufen
bleibt das HBV Genom weitgehend stabil, so da durch typische
Sequenzmerkmale Infektketten aufgeklart werden kdnnen. Zahl-
reiche chronische HBV-Infektionen mit HBs-Ag-negativem Verlauf
werden nur durch PCR auf HBV DNA erkannt. Bei Hepatitis C er-
laubt die RT/PCR eine Friiherkennung der Infektion schon der In-
kubationsphase, eine Bestatigung unsicherer antiHCV-Befunde
sowie eine Indikationsstellung und Uberprifung der Interferon-
therapie. In der Praxis ist die PCR fiir HBV und HCV wenig standar-
disiert, es fehlen etablierte Testkits oder Qualitatskriterien. So-
wohl falsch positive Resuftate durch Kontamination, als auch
falsch negative Resultate werden sehr haufig beobachtet. Zur Zeit
werden Ringversuche auf européischer Ebene zur Verbesserung
dieser Situation durchgefiihrt.

Evaluation des Blutkultursystems
BACTEC 9240

Sabine Gfrorer, H. A. G. Miiller
Institut fiir Laboratoriumsmedizin, Klinik am Eichert, Goppingen

Das BACTEC 9240 (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) weist
mittels eines Sensors am Flaschenboden und fluoreszenzopti-
scher Detektion nichtinvasiv einen durch mikrobiellen Stoffwech-
sel bedingten CO,-Anstieg im Kulturmedium nach.

Uber einen Zeitraum von 6 Monaten wurden zusitzlich zu den
vom System als positiv angezeigten auch alle als negativ beurteil-
ten Flaschen nach Ablauf der normalerweise 7 Tage dauernden
Bebriitung terminal subkultiviert. Die Keimdifferenzierung er-
folgte mit den Ublichen biochemischen und immunologischen
Methoden.

Von 1752 untersuchten Flaschen zeigte das System 299 (17,1%)
als positiv an; aus 286 (16,3%) konnten Keime angeziichtet wer-
den. 1453 Flaschen (82,9%) wurden vom System nach Ablauf der
Bebriitungszeit als negativ bewertet, in 12 Flaschen (0,7%) konn-
ten jedoch Keime nachgewiesen werden. Eine Haufung bestimm-
ter Keimgruppen oder -spezies war hierbei nicht festzustellen.

Da die derzeitig verfiigbare Software noch ohne Schwellenwert
arbeitet und nur die CO,-Anstiegsrate mif3t, werden vorbebriitete
Blutkulturfiaschen nicht als positiv erkannt und missen primar
subkultiviert werden. '

Vor- und Nachteile des Systems sowie Keimspektrum und Nach-
weisdauer werden diskutiert. Bei einfacher Handhabung und
einer Rate von 0,8% falsch-positiven bzw. 0,7% falsch-negativen
Ergebnissen eignet sich das BACTEC 9240 unserer Meinung nach
fiir das mikrobiologische Kiiniklabor.

o

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR)
und ihre Variationsmadglichkeiten, Fehler
und Grenzen

UIf B. Gobel
Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene,
Universitét Freiburg

Durch Anwendung von in-vitro Amplifikationstechniken, z. B. der
Polymerase Kettenreaktion, sollte — zumindest theoretisch — der.
Direktnachweis eines Virions oder Bakteriums gelingen. Dabei ist
es wichtig, die Grundlagen des Verfahrens zu kennen, um jeden
Schritt der Analyse kontrollieren zu konnen. Dies beginnt mit der
Auswahl des Zielmolekiils und der Amplifikationsprimer. Proben-
entnahme, -transport und -aufarbeitung miissen abhangig vom
diagnostischen Problem sorgféltig erwogen werden. Bei der Eva-
luation der verschiedenen Amplifikationsmethoden solite man-
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gels geeigneter Vergleichsverfahren (,,Goldstandards”) unbedingt
das klinische Bild berucksichtigt werden. Dies gilt auch fiir die
Bewertung kommerzieller Tests. Ein positiver Erregernachweis ist
ebenso wie ein erhdhter Antikorpertiter nicht in jedem Falle dia-
gnoseweisend. Angesichts der derzeit hohen Kosten und der drin-
gend erforderlichen Qualitatskontrolle sollten der Einsatz dieser
Verfahren, speziell aber die Frage nach der Einfuhrung kauflicher
Tests oder der Entwicklung eigener Tests sorgfiltig geprift wer-
den.

Hamostase und Magnesiumstatus
beim Menschen

S. Golf, V. Graef, H. Temme, U. Pohlmann, M. Schmidt, N. Katz,
L. Roka

Institut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie,
Universitéts-Klinikum, D-6300 GieBen

Die Hamostase stellt das Zusammenspiel zahlreicher Faktoren
dar, welches den Blutungsstillstand gewahrleistet. Die plasmati-
sche Gerinnung und das Fibrinolysesystem sind wesentliche Ha-
mostasefaktoren. Unter physiologischen Bedingungen ist die
Blutgerinnung standig aktiviert, durch Fibrinolyse wird an GefaR-
wanden abgelagértes Fibrin aufgeldst. Als antikoagulatorische Ef-
fekte von Magnesium wurden Calciumantagonismus, Hemmung
der Thrombozytenaggregation bzw. Thrombusbildung, Verminde-
rung von Schwangerschafts-Hyperkoagulabilitat, geringere Fi-
brinablagerung im Tierversuch und Veranderungen bei der Akti-
vierung bzw. Stabilitat einzelner Gerinnungsfaktoren beschrieben.
Vor und nach einem 1500 m-Schwimmtest wurden bei 15 ménnli-
chen Schwimmern Gerinnungs- und Fibrinolyseparamter im Blut
untersucht. Die Ergebnisse nach 31 Tagen Placebo- wurden mit
denen nach Magnesium-Gabe (20 mmol/Tag) verglichen. Durch
die Substitution stiegen die Magnesiumkonzentrationen im Se-
rum um 7% und im Erythrozyten um 11% an, wobei in den Ery-
throzyten die untere Grenze des Referenzbereichs nicht erreicht
wurde. Nach Magnesiumeinnahme fanden sich antikoagulatori-
sche Effekte: PTT (-12%) und TPZ (-9%) waren vor dem Test si-
gnifikant verlangsamt, daneben wurde eine signifikante Zunahme
der Faktor-VIIl-Aktivitdt (+ 13%) gemessen. Dennoch fand sich an-
hand der signifikanten Beschleunigung der PTT (Verum um 17%,
Kontrolle um 8%) eine gegeniiber der Placebogruppe deutlichere
Aktivierung des endogenen Gerinnungssystems nach Belastung.
Mg zeigte unter Ruhebedingungen antikoagulierende Effekte, ver-
minderte die Thrombinhemmung, modulierte die Plasminogen-
Aktivierung und regulierte somit die Hdimostase auf einem nied-
rigeren Niveau, ohne die belastungsinduzierte Stimulierbarkeit
der Gerinnungs- und Fibrinolysesysteme zu beeintrachtigen. Die
belastungsinduzierte Hyperfibrinolyse wurde mit einem geringe-
ren Umsatz von Fibrinogen bzw. Fibrin erreicht.

Atom-Absorptionsspektralphotometer
mit querbeheiztem Graphitrohrofen

D. Gréfe, H. Pawlik, K. Eichardt, D. Béwe
Carl Zeiss Jena GmbH

Vorgestelit wird das Atom-Absorptions-Spektralphotometer AAS-
SEA der Firma Carl Zeiss Jena GmbH. Dem zunehmenden Trend
der Aufgabenspezialisierung folgend, wurde er als erstes Gerét
einer neuen Geratefamilie ausschlieBlich fiir den Graphitrohrbe-
trieb konzipiert. Kernstiick der neuen Geréatetechnik ist ein trans-
versal beheizter Graphitrohrofen in Verbindung mit einer lei-
stungsstarken Kontinum-Untergrundkompensation. Das Atomisa-
torkonzept der Querbeheizung mit dem Ergebnis anndhernd iso-
troper Temperaturverhaltnisse im gesamten Ofeninnenraum ver-
ringent in der Analytik matrixbehafteter Proben die Untergrund-

problematik und verhindert Kondensations- und Memoryeffekte,
wie sie vom Massmann-Graphitrohrofen her bekannt sind, fast
vollsténdig. Die nahezu idealen Bedingungen fiir die Atombildung
ergeben kleinere charakteristische Massen sowie bessere Richtig-
keit und Prézisionen. Die optimalen Atomisierungstemperaturen
liegen bis zu 250°C unter den Temperaturen lings beheizter Sy-
steme. Das bedeutet fiir den Routinebetrieb eine spiirbare Erho-
hung der Rohrlebensdauer und kiirzere Analysezeiten. Die gerin-
gere Anfalligkeit gegeniiber chemischen Interferenzen erlaubt
eine einfache und schnellere Methodenentwicklung.

Indikatoren fiir eine stimulierte
Erythropoese infolge chronischer Hypoxie
bei zyanotischen Herzfehlern

J. Gross', B. Géldner? und O. Sowade?

Institut fiir Pathologische und Klinische Biochemie®, Kinderklinik?,
Humboldt-Universitét, Universitatsklinikum Charité,
Schumannstr. 20-22, O-1040 Berlin, Deutschland

In einer Longitudinalstudie von 10 gesunden Neugeborenen und
von 23 Kindern mit zyanotischen Herzfehlern wurde das Verhalten
des Hamatokrits (Hk), der Retikulozytenzahl, des Anteils von roten
Blutzellen (rBz) mit einer Dichte < 1,088 kg/I (Erythrozytendichte-
test, EDT), der Kreatinkonzentration (EKK) sowie der Carboanhy-
draseaktivitat (ECA) in rBZ untersucht.

Zyanotische Kinder zeigten im Vergleich zu Gesunden erhdhte Ak-
tivitdten der ECA jenseits des 1./2. Tages, des EDT-Wertes jenseits
des 7./9. Tages und der EKK jenseits des 25./31. Lebenstages. Das
Verhalten des EDT und der EKK reflektieren wahrscheinlich die
Neubildung von rBz, die Erh6hung der ECA ist wahrscheinlich auf
das Auftreten ontogenetisch differenter Zellen nach der Geburt
zurickzufihren.

In einer Studie von Kindern mi\t-zyanotischen (n = 40) und azyano-
tischen (n = 42) Herzfehlern erwies sich der EDT in Kombination
mit dem pO, als wertvoller prognostischer Parameter. Kinder mit
zyanotischen Herzfehlern mit ungiinstiger Prognose zeigen be-
reits in der 1. Lebenswoche hohe EDT-Werte.

Blood cell differentiation
by flow-cytometric analysis

G. Grundhéfer, N. Katz
Institut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie,
6300 GieBen, FRG

Flow cytometric analysis is the most frequently applied technique
for automated differentiation of blood cells. This analysis deter-
mines quantitatively the typical populations of white blood cells
and presents definitive flags for quantitative abnormalities. How-
ever atypical cells or increased numbers of bands are only indi-
cated by suspect flags. The aim of the present investigation was:
(1) to study the correlation of differential counts of typical white
blood cells obtained by different flow cytometers and by micros-
copy; (2) to study the reliability of suspect flagging by the flow
cytometric analyzers Coulter STKS, Technicon H1 and Sysmex
NE8000.

The determinations of the relativ numbers of neutrophils, eosino-
phils and lymphocytes by the three analyzers and by microscopy
were in good agreement. However, a poor correlation was ob-
served for the quantification of monocytes by the different
methods. :

The flagging of atypical cells (= 1%) or increased bands (> 9%)
varied between the flow cytometers: 72% of samples containing
atypical cells were flagged by STKS, 58% were flagged by NE8000
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and 53% were flagged by H1. The rate of false negative results
was significantly decreased to about 8% at all analyzers by includ-
ing definitive flags for quantitative abnormalities of typical cells
into the consideration.

Nierenfunktionsstérungen
bei Diabetes Mellitus

W. G. Guder, M. Schmolke und W. Hofmann
Institut fir Klinische Chemie,

Stadt. Krankenhaus Mdnchen-Bogenhausen,
Englschalkinger Str. 77, W-8000 Miinchen 81

Diabetische Nephropathie umfaf3t glomerulére, tubulére und vas-
culare Stérungen. Bei akutem Insulinentzug kommt es zu einer
glomeruldren Hyperfiltration mit glomerulérer Proteinurie. Als
Folge der tubuldren Hypertrophie und Hyperfunktion steigt auch
die Ausscheidung lysosomaler Enzyme im Urin an. Der Stoff-
wechsel des proximalen Tubulus beim Diabetes mellitus ist cha-
rakterisiert durch eine gesteigerte Gluconeogenese, Ablagerung
von Triglyceriden und bevorzugte Oxidation von Ketonkdrpern.
Der Anstieg des Glycogens in distalen Tubuluszellen und des Sor-
bitols im papillaren Sammelrohr sind Ausdruck der Insulin-unab-

héngigen Steigerung des Glucose-Stoffwechsels. Der Polyolstoff-

wechsel dient dem Ausgleich der durch die Glucosurie verursach-
ten Hyperosmolaritat des Extracelluldrraums der Nierenpapille.
Die chronische diabetische Nephropathie hingegen ist charakteri-
siert durch eine iberwiegend vasculare glomerulare Veranderung
mit zunehmender glomeruldrer Proteinurie, die erst im fortge-
schrittenen Stadium zu einer sekundar tubuldren Proteinurie
fuhrt. Eine differenzierte Analyse der Harnproteine erlaubt es, die
diabetische Nephropathie in einem klinisch stummen Stadium zu
iberwachen und von anderen Formen der Nephropathie zu diffe-
renzieren. Eine neue Strategie der klinisch-chemischen Analytik
kann, verbunden mit einer konsequenten Therapie, das Fort-
schreiten einer Nierenfunktionsstorung bei Diabetes mellitus we-
sentlich verzogern.

The Cobas core HBsAg EIA: Evaluation
and characteristics of a new enzyme
immunoassay for the detection of HBsAg

J. Glnther, H. Faust, J. Steinmann*

Roche Diagnostic Systems, a Division

of Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Switzerland

* Virol. Dept,, Institute of Hygiene, Bremen, Germany

The Cobas Core HBsAg EIA is a sandwich enzyme immunoassay
based on HBsAg monoclonal antibodies. 200 pl sample is incu-
bated for 105 min at 37°C with 50 ul of monoclonal anti-HBs per-
oxidase conjugate and a bead which is coated with monoclonal
anti-HBs. After a washing step bound peroxidase is detected with
tetramethyl-benzidine/H,0,. The test can be performed manually
or automatically on the Cobas® Core Random Access Immuno-
analyzer.

This test was evaluated with 2088 samples from blood donors,
routine diagnostics and serum bank samples from 103 HBsAg-
positive patients. For all samples the results were identical be-
twet;n the Cobas Core HBsAg EIA and an FDA approved reference
method. :

Also the detection limit at the cutoff was nearly identical for both
methods (< 0.1 U/ml; app. < 0.1 ng/ml). Apart from its reliability,
the Cobas Core HBsAg ElA is a valuable addition to the HBV diag-
nostics, in virtue of its ease of handling, short total incubation
time (2 hours) and potential for processing with the Cobas® Core
Random Access Immunoanalyzer.
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Ein nationales Konzept als Modell
fr Europa?

R. Haeckel
Krankenhaus St.-Jirgen-StraBe, Bremen

Die Laboratoriumsmedizin hat immer noch Identititsprobleme
und erhebliche Schwierigkeiten sich gegen mehrere medizinische
Fachgebiete abzugrenzen. Sowohl! Kliniker als auch vorwiegend
im Laboratorium tétige Gebiete identifizieren die Laboratoriums-
medizin haufig mit der klinischen Chemie im weitesten Sinne.
Nach der neuesten (Muster-) Weiterbildungsordnung der Bundes-
arztekammer aufgrund der Beschliisse des 95. Deutschen Arzte-
tages 1992 werden Gebiete, Schwerpunkte und Bereiche unter-
schieden. Die Laboratoriumsmedizin wird als ein Gebiet definiert,
das sich mit Inhalten beschéftigt, die auch anderen Gebieten, wie
z. B. der Mikrobiologie und der Transfusionsmedizin zuerkannt
werden.

Eine gemeinsame Kommission der DGLM und DGKC hat nun ver-
sucht, eine Klarung der Begriffe herbeizufiihren. In Anlehnung an
die Weiterbildungsordnung und in Analogie zum Gebiet der Inne-
ren Medizin soll die Laboratoriumsmedizin als ein Fachgebiet ver-
standen werden, das sich in mindestens 3 Schwerpunkte gliedert:
Klinische Chemie und Pathobiochemie, Medizinische Mikrobiolo-
gie und Transfusionsmedizin. Die Laboratoriumsmedizin ist ein
,.Oberbegriff, der alle Schwerpunkte umschlie3t. Daher fordert
die Kommission, daB sich alle wissenschaftlichen Fachgesell-
schaften als ,,Schwerpunkte” im Sinne der Weiterbildungsord-
nung verstehen und gemeinsam einen Dachverband Laboratori-
umsmedizin bilden. Diese Idee liegt auch der Absicht zugrunde,
im Mai auf europaischer Ebene einen European Council for Labo-
ratory Medicine zu proklamieren.

Myokardiale Ischamiemarker
bei terminaler Niereninsuffizienz

G. Hafner, W. Ehrenthal, J. Lotz, H. D. Zuchhold, M. Schaube,
W. Prellwitz

Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
Johannes Gutenberg-Universitit Mainz

Myokardiale Ischamien treten nicht gehauft bei Patienten mit ter-
minaler Niereninsuffizienz auf. Bei 18 dialysepflichtigen Patienten
(Alter 60 £ 16 Jahre; Creatinin 972 + 203 umol/l) wurden innerhalb
von 6 Monaten viermal vor Dialyse die mykardialen Ischdmiemar-
ker (Troponin T (TnT), CKMB-Masse, CK und CKMB funktionell)
gemessen. Mit Ausnahme grenzwertig hoher TnT- (Median
0,09 pg/l) wurden keine pathologischen Ergebnisse (CKMB-Masse
2,4 ug/l, CK 13 U/, CKMB < 10 U/I) gefunden. Bei 7 Patienten wur-
den Uber den Beobachtungszeitraum konstant pathologische TnT-
(0,27 pg/l; Interquartiibereich 0,18-0,36 ug/l) und teilweise patho-
logische CKMB-Masse-Konzentrationen (5,1 ug/l; 3,1-8,3 ug/l) be-
stimmt, vergleichbar denen von 27 Patienten mit instabiler An-
gina Pektoris (CCS IV: TnT 0,14 pg/l, 0,03-0,96 nug/l; CKMB-Masse
2,75 ug/l, 1,60-7,50 ug/l). Bei 8 der 18 Patienten wurden TnT-
(0,04 pg/l) und CKMB-Masse-Konzentrationen (1,6 pg/l) unterhalb
des Cut-off (TnT > 0,1 pg/l; CKMB-Masse > 5 ug/l) gemessen, ver-
gleichbar denen von 35 Patienten mit stabiler Angina Pektoris
(CCS II: TnT 0,03 pg/l; CKMB-Masse 1,80 pg/l, 1,50-2,20 pg/l). Auf-
grund einer offensichtlich verzégerten Eliminierung von TnT und
CKMB-Masse muB bei niereninsuffizienten Patienten von héheren
Konzentrationsbereichen zur Abgrenzung einer myokardialen
Ischdamie ausgegangen werden.
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FSME-Diagnostik aus erster Hand

Immunozym FSMIE

ELISA zur Bestimmung von IgG- und IgM-Antikérpern gegen das FSME-Virus

Mit dem neuen Testkonzept Immunozym FSME

148t sich im Gegensatz zu anderen Methoden

sicher zwischen spezifischen FSME-Antikérpern

der IgG- und IgM-Klasse unterscheiden. Die IgM-

Bestimmung wird durch Rheumafaktoren und

spezifisches IgG nicht gestért.

FSME-IgM-Bestimmung:

B Frithdiagnose einer Erstinfektion mit FSME-
Virus nach Zeckenstich

8 Differential-Diagnose zur Borreliose bei grippe-
&hnlicher Symptomatik (,,Sommergrippe*”) in der
ersten und ZNS-Symptomatik in der zweiten
Erkrankungsphase

FSME-IgG-Bestimmung:

B Uberpriifung auf Vorliegen
einer Serokonversion

8 Verfolgung des Krankheitsverlaufs nach
Erstinfektion

lchbitte  ~
um Zusendung
folgender AN

Unterlagen: R
O Produktinformation

IMMUNOZYM FSME

O Produktinformation N
FSME Prophylaxe/Therapie
Y

0 Literatur ,Durch Zecken
Ubertragene Infektionskrankheiten*

O Preisliste IMMUNO-Diagnostika N
0O Preisliste IMMUNO-Therapeutika AN
O Sonstiges N

N L

A
A Y

[ Besuch des Diagnostik-Referenten \
Name: N

Strafle: . %O
PLZ/Ort: ] s
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£l Getrennte ELISA-Testkits:
Immunozym FSME-IgG,
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96 Tests, Art.-Nr.: 7701045
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0 Standardisierung der IgG-Kali-
bratoren und Kontrollen nach
Prof. Kunz/Wien (VIEU/mI)

0O 8-er ELISA-Teststreifen ermég-
lichen variable Serienldngen und
Automatisierbarkeit

B Testkomponenten und Verdinnungen
beider Tests sind aufeinander abgestimmt.

O Inkubation: 150 Minuten bei Raumtemperatur
Hohe Spezifitdt und Sensitivitét (98 %)
Gute Reproduzierbarkeit (Intra-Assay 4-8%;
Inter-Assay 6-12%)

O Haltbarkeit: 18 Monate
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Erste Erfahrungen mit einem:neuen
Toxoplasmose-Screening-Verfahren,
dem VIDAS-Toxo Competition Test

H.-J. Hagedorn, A. Kraminer-Hagedorn, U. Diekmann
Medlzmaluntersuchungsstelle, D-4900 Herford

Mit dem VIDAS Toxo Competition Test steht ein neues Verfahren
basierend auf der ELFA- (Enzym Linked Fluoreszent Assay) Tech-
nik als Toxoplasmose-Screening-Verfahren zur Verfiigung. In ei-
ner Vorstudie zur Priifung der Sensitivitit des VIDAS-Test ergaben
sich fiir 50 IgG-IFT-positive Sera mit Titern > 1:32 eindeutig posi-
tive Resultate. Bei 21 Sera mit IgG-IFT-Titern von 1:16 oder 1:32
fand sich fiinfmal ein negatives VIDAS-Ergebnis. Drei dieser dis-
krepanten Proben waren bei einer Nachuntersuchung im SFT ne-
gativ, somit war ein unspezifischer IFT-Befund wahrscheinlich.

308 Sera wurden parallel mit einem als Toxoplasmose-Suchtest
anerkannten Verfahren, der Direktagglutination (DA) gepriift. Die
Ubereinstimmung positiver/negativer Befunde betrug 99%. Drei
DA-positive Sera waren im VIDAS-Test und IFT negativ. Ein DA-
negatives Serum reagierte im VIDAS-Test und IFT. Die Sensitivitat
und Spezifitdt des VIDAS Toxo Competition Test ist der DA zumin-
dest vergleichbar. Von insgesamt 687 im Rahmen der Toxoplas-
mose-Routinediagnostik gepriiften, nicht selektierten Sera war
der VIDAS-Test in 230 (33,5%) Proben positiv. In 228 (99,1%) Fal-
len konnte der Befund im IFT bestatigt werden. Nur 2 grenzwertig
reagierende Proben waren im IFT negativ. Ein direkter Riickschlu
aus den positiven VIDAS-Indexwerten auf die mit konventionellen
Verfahren zu ermittelnden TitergroBenordnungen ist kaum mog-
lich.

Der Screeningtest ist so konzipiert, daR eine deutliche Diskrimi-
nierung positiv/negativ maoglich ist. Nach den bisherigen Erfah-
rungen ist der VIDAS Toxo Competition Test ein in der Praxisrou-
tine einfach durchzufiihrendes effizientes Verfahren zur Vorselek-
tion von Sera, die mittels erweiterter Toxoplasmose-Serologie
charakterisiert werden miissen.

Evaluierung eines neuen indirekten
Enzymimmunoassay als alternativer
Syphilis-Screening-Test

H.-J. Hagedorn, A. Kraminer-Hagedorn
Medizinaluntersuchungsstelle, D-4900 Herford

Die Empfehlungen zur Serodiagnose der Syphilis des BGA aus
dem Jahre 1979 lassen ein alternatives Verfahren zum TPHA-Test
zu, sofern der Test eine vergleichbare Spezifitdt und Sensitivitat
aufweist. Unter dieser Fragestellung priften wir einen neuen En-
zymimmunoassay, den TP-EIA (Biologische Arbeitsgemeinschaft
GmbH, Lich). Die Spezifitat des TP-EIA wurde in 1054 Serum- und
Plasmaproben mit 99,6% ermittelt. Falsch positive Befunde waren
in wenigen Fallen bedingt durch kreuzreagierende Antikdrper ge-
gen Borrelia burgdorferi. Die Sensnmtat in 247 TPHA reaktiven
Sera betrug 98,8%. Alle Sera von ‘Patienten mit friihen Infektions-
phasen oder méglicher aktiver Syphilis (IgM-Antikérperbefund
positiv) wurden von dem TP-EIA als positiv erkannt. Ein spezielles
Problem sind Sera mit einem grenzwertigen TPHA-Titer von 1:80.
Von 56 solcher Sera wurden 32 als spezifisch oder wahrscheinlich
spezifisch klassifiziert mittels anderer serologischer Methoden
(FTA-Abs-Test, Immunoblot), klinischer Daten oder einer bekann-
ten spezifischen Anamnese. Der TP-EIA reagierte in diesem Pro-
benkollektiv in 71,9% der Sera. Nach unserer Erfahrung ist der
TP-EIA ein spezifischer und sensitiver Syphilis-Suchtest und kann
alternativ zum TPHA-Test im Routinelaboratorium angewendet
werden. .

DNS-Amplifikation zum Nachweis

" von humanem Cytomegalievirus (HCMV)

in Granulocyten und peripheren
mononuklearen Zellen (PMN)
immunsupprimierter Patienten
mittels ,,Nested-PCR": Diskrepanz
zur Virusisolierung

Klaus Hamprecht, Gabriele Sorg und Hans-Joachim Gerth
Abt. fiir Med. Virologie und Epidemiologie der Viruskrankheiten,
Hygieneinstitut der Universitit Tiibingen

Primérinfektion oder Reaktivierung des zur Gruppe der Herpesvi-
ren zdhlenden Cytomegalievirus verursacht in immunsupprimier-
ten Patienten oft lebensbedrohliche Krankheitsbilder. Gerna et al.
(1992, J. Infect. Dis. 166:1236-1244) fanden kirzlich Evidenz fiir
eine initiale Replikation von HCMV in Granulocyten viramischer
Patienten. Unter Verwendung einer sehr sensitiven PCR-Reaktion
mit ,,nested primer“-Oligonukleotiden (Brytting et al., 1991, J. Vi-
rol. Meth. 32:127-138) wurden PMN, Granulocyten und Urin so-
wie diverse andere Materialien (unfixierte Autopsieproben, Liquor
und Bronchiallavage) von 18 Patienten nach Knochenmark- oder
Nierentransplantation und 2 Patienten mit M. Wegener unter-
sucht. Zur Leukocytenfraktionierung reichte der Dextraniiber-
stand von 5-10 ml EDTA-Blut aus. Nach Verdau mit Proteinase K
wurde aus jeder Zellfraktion DNS mit Phenol-Chloroform extra-
hiert und mit EtOH prazipitiert. Der DNS-Praparation aus 5-20 ml
Urin wurde eine Virusprazipitation mit PEG 6000/NaCl vorgeschal-
tet. 0,1-100 ng DNA wurden jeweils amplifiziert. Die Nachweis-
grenze lag bei 10 fg isolierter HCMV-DNS in der Agarosegelelek-
trophorese (ca. 40 HCMV-Kopien). In 14 von 21 PMN-Proben und
11 von 17 Granulocytenproben sowie 11 von 13 Urinproben und
4 von 4 Gewebeproben wurde HCMV-DNS nachgewiesen. Infek-
tioses Virus lieR sich in der parallel durchgefiihrten Virusanzucht
(aus Leukozyten) jedoch nicht isolieren. Diese Diskrepanz zwi-
schen HCMV-DNS-Nachweis in Leukocytenfraktionen und Viramie
(siehe auch Ratnamohan et al., 1992, J. Infect. Dis. 38:252-259)
ist,im Kontext zur Ganciclovirtherapie und Viruspersistenz in Gra-
nulocyten und Monocyten zu diskutieren.

Mathematische Analyse des Verlaufs von
Laborwerten bei Akutem Myokardinfarkt

Kurt Hannemann-Pohl

Marienkrankenhaus, Abteilung fiir Laboratoriumsmedizin,
Mikrobiologie und Transfusionsmedizin, AlfredstraBe 9,
2000 Hamburg 76

Der zeitliche Verlauf neuerer Marker des Akuten Myokardinfarktes
— wie z. B. die CK-MB- und die Myoglobin-Konzentration — nach
einem Einzelereignis ist durch einfache, pharmakokinetische
Funktionen beschreibbar. Komplexere Verlaufe mit mehreren auf-
einanderfolgenden Ereignissen sind durch additive Uberlagerung
derartiger Funktionen beschreibbar.

Durch Computerprogramme, die fir die Analyse von Chromato-
grammen entwickelt wurden, ist es moglich geworden, eine
schnelle, auf dem oben angegebenen Modell basierende Analyse
durchzufiihren. So kénnen Folgeereignisse deutlich herausgear-
beitet und die Beobachtungen der Klinik und des EKGs ergénzt
werden.

Die naherungsweise Analyse klassischer Marker — wie z. B. ger
CK-Aktivititsmessungen — ergibt gleichsinnige Verlaufe und tragt
damit zur Sicherheit der Aussagen des Labors bei.
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Erfahrungen mit der Bestimmung

von Antinuklearen Antikérpern (ANA)
mittels Immunfluoreszenz an Patienten
eines Akutkrankenhauses

S. G. Hansel-Bessey, U. Rautenberg, P. Lutz
Zi fiir Labormedizin, Kreiskrankenhaus Béblingen

Antikorper gegen Bestandteile des Zellkerns treten bei siner Viel-
zahl von Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises und
der Kollagenosen auf (1). Der Nachweis dieser Antikdrper im Se-
rum stellt einen wichtigen Teilaspekt fir die Diagnose und Ver-
laufsbeurteilung dieser Krankheiten dar. Die Anzahl der Anforde-
rungen betragt in unserem Labor ca. 6-8 pro Woche, wobei der
groBte Teil (75%) auf die Innere Abteilung entféllt. Die Padiatri-
sche Abteilung tragt dazu mit 23% bei, die restlichen 2% sind An-
forderungen der Chirurgischen Kliniken.

Die Praferenz des weiblichen Geschlechts fiir die differentialdia-
gnostisch wichtigen Erkrankungen zeigt sich in einer Geschlech-
terverteilung der Anforderungen von 60 zu 40.

Zur Bestimmung der ANA werden von uns Hep2-Zellen zwei ver-
schiedener Hersteller, polyvalentes sowie IgG-spezifisches Anti-
humanglobulin und Praparationen von Crithidia luciliae zum
Nachweis von Anti-DNS verwendet. Die ermittelten Titerh6hen
schwanken zwischen 1:100 und 2:12 800 mit einem Schwerpunkt

bei 1:400-800. Die hochsten Titer werden bei Patienten mit akti-

vem SLE gemessen. Neben der Titerhdhe wird auch das Fluores-
zenzmuster dokumentiert und dem Arzt als zusatzliche Informa-
tion mitgeteilt. Die beobachteten Muster korrelieren gut mit den
damit assoziierten Krankheitsbildern. Zur Dokumentation werden
Fotografien der Fluoreszenzmuster dem Befund beigegeben.

Schrifttum:
1. H.P. Seelig: Antikrper gegen Zellkernantigene

Ein neues APTT Reagenz (IL Test™ APTT-L),
optimiert fir das ACL
(Instrumentation Laboratory)

M. Heins*, S. Vazzana**, E. Botta**, M. Papagni**

* Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik,
Medizinische Einrichtungen der Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf, Moorenstr. 5, 4000 Diisseldorf 1

** [nstrumentation Laboratory SpA, Viale Monza,

20128 Mailand, Italien

Reagenzien zur Bestimmung der APTT ergeben iblicherweise auf
einem nephelometrisch messenden Zentrifugalanalysator kiirzere
MeRzeiten als auf mechanischen Systemen, wie zum Beispiel
dem Kugelkoagulometer.

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen den ’

beiden Gerétetypen zu gewahrleisten, wurde ein neues APTT Re-
agenz entwickelt, welches an Stelle von Kaolin Kieselgur enthalt.

Die Prézision von Tag zu Tag - iiber 10 Tage — erzielte mit unter-
schiedlichen Kontrollmaterialien Variationskoeffizienten von
<2,0% (Finffachbestimmung).

Eine gute Faktorenempfindlichkeit konnte fiir die Faktoren VI, iX,
Xl und Xl nachgewiesen werden. Bei einer Faktor VIIl Aktivitat
von 36% war die APTT auf 46 Sek. verlangert.

Das fiir das nephelometrische ACL System optimierte Reagenz
wurde mit einem kommerziell erhiltlichen Reagenz (Pathromtin,
Behring) auf einem Kugelkoagulometer (KC 10, Amelung) vergli-
chen.

Der Korrelationskoeffizient von 0,958 (fiir ein zufillig ausgewihl-
tes Patientenkollektiv einer Universitatsklinik, mit Normalproben,
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Patienten unter Heparintherapie sowie solchen mit angeborenen
und erworbenen Faktorenmangelzustanden) zeigte einen ausge-
zeichneten linearen Zusammenhang sowie eine gute Vergleich-
barkeit der beiden Methoden (y = 1,43 + 0,97x).

Der bei 90 offensichtlich gesunden Probanden mit dem neuen Re-
agenz ermitteite Normbereich liegt zwischen 28-40 Sekunden
{x =37 Sek).

Optimierung eines neuen
kontinuierlichen UV-Tests zur Bestimmung
der F Xlll-Aktivitat im Plasma

M. Heins, U. Fahron, W. Rick

Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik
der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf, Moorenstr. 5,
4000 Diisseldorf 1

Der von Fickenscher et al. 1991 beschriebene UV-Test zur Bestim-
mung der F Xill-Aktivitat weist verschiedene Probleme auf: eine

. Auswertung zu festen Reaktionszeiten ist abzulehnen; zwischen F

Xlil-Aktivitat und MeBsignal besteht nur bis 80% Aktivitat eine li-
neare Beziehung; die Bestimmung der F Xill-Aktivitat in Plasma-
proben mit hoher Fibrinogenkonzentration ist nicht méglich, da
sich im Test ein Fibringerinnsel bildet, dessen Tribung eine Ex-
tinktionszunahme vortauscht, so daB ein verminderter NADH-Ver-
brauch gemessen wird. Das Verfahren wird durch Herabsetzung
des Probevolumens von 100 ul auf 50 pl und Erhéhung des Fibrin-
aggregationshemmestoffes von 0,5 mg/ml auf 1,0 mg/ml in der Re-
aktionslosung modifiziert. Das Zeitintervall zur Auswertung ist va-
riabel dem Reaktionsverlauf entsprechend festgelegt. Die Berech-
nung der Aktivitat erfolgt in U/l. Mit dem in dieser Form optimier-
ten Test besteht eine lineare Beziehung zwischen Extinktionsab-
nahme und F XlII-Aktivitat bis tiber 128 U/l (37°C) entsprechend
140%. Plasmen mit hoher Fibrinogenkonzentration lassen sich
problemlos analysieren. Bei 100 offenbar gesunden Probanden
wurde ein Normbereich der F Xlil-Aktivitdt von 66 bis 142 U/l
(37°C) beziehungsweise 73 bis 155% ermittelt.

EBNA-1-Antikorper: Ein neuer, spezifischer
Marker in der EBV-Diagnostik

Elke Helftenbein®, Yvette Ziemendorf', Georg Bauer?

' Med. Lab. Degerloch und Lab. Dr. Frey/Dr. Huesgen,
Briihlhofstr. 4, 7022 LE-Echterdingen

2 Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene,
Hermann-Herder-Str. 11, 7800 Freiburg

Die EBV-Infektion wurde bisher serologisch durch die Bestim-
mung von Antikérpern (AK) gegen Virus-Capsid-Antigen (VCA),
Early-Antigen (EA) und gegen eine Familie nukledrer Antigen
(EBNA) nachgewiesen. Die Standard AK-Bestimmung wird auf
EBV-infizierten Kulturzellen mittels Immunfluoreszenz durchge-
fihrt.

VCA- und EBNA-IgG-AK sind schon kurz nach der Infektion nach-
weisbar und persistieren lebenslang. lhre Bestimmung erlaubt
keine Aussage liber eine kiirzlich oder lange zuriickliegende Infek-
tion aus nur einer Serumprobe. Die Diagnose einer akuten EBV-
Infektion ist nur in den ersten 4-6 Wochen mit dem VCA-IgM Test
moglich. EA-IgG-AK treten frithestens 8-12 Wochen nach Infek-
tion auf.

Da Symptomatik und Transaminasen-Erhéhung langer als 6 Wo-
chen persistieren kénnen, ist bei negativem Test auf VCA-IgM und
EA-IgG die Serodiagnose einer kiirzlichen EBV-Infektion nicht
mdglich. Vorhandene Symptome werden u. U. nicht in einen kau-
salen Zusammenhang mit einer EBV-Infektion gebracht.
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Diese Broschiire vermittelt in iiber-
sichtlicher Form gesichertes Wissen
iiber den Diabetes mellitus. Zugun-
sten praxisrelevanter Aspekte wer-
den Gebiete wie Epidemiologie, Atio-
pathogenese usw. nur kurz darge-
stellt. Die engen Beziehungen dia-
betischer Folgeschdden zu anderen
Fachdisziplinen finden umfassende

Klaus Peter Ratzmann

Diabetologi%che

Beriicksichtigung. Beim Typ-I-Dia-
betes mellitus stehen die therapeu-
tischen Bemiihungen um eine Nor-
malisierung des Glukosestoffwech-
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diabetischer Folgeschdden im Mit-
telpunkt. Schnell findet der interes-
sierte Leser alle erforderlichen Infor-
mationen iiber den aktuellen Ent-
wicklungsstand. Beim Typ-ll-Diabe-
tes mellitus, dem Gros der Patien-
ten, geht es darum, durch eine pro-
blemorientierte Wissensvermittlung
zu-langfristigen Verhaltensénderun-
- gen zu motivieren. Viele Typ-ll-Dia-
betiker werden im Verlauf ihrer Krank-
v:heit auf Insulin umgestellt. Insulin-
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Aus der Familie der EBNA-Antigene induziert im Gegensatz zu
den librigen EBNA-Antigenen das EBNA-1 seine Antikdrper erst
8-12 Wochen nach Infektionsbeginn. Das rekombinante EBNA-1
Antigen wurde in einem EIA der Fa. Sigma Diagnostika eingesetzt
und der Immunfluoreszenztest wurde auf einer nur EBNA-1 expri-
mierenden Zellinie (P3HR-1) durchgefiihrt. In einer Studie sind Se-
ren von Patienten mit unterschiedlicher klinischer Symptomatik
untersucht worden.

Die spezifische Bestimmung der EBNA-1 AK und die gleichzeitige
Bestimmung von VCA-IgM, VCA-IgG und ggf. von EA-IgG aus ei-
ner Serumprobe ermdéglicht eine Aussage iiber den Zeitpunkt der
Primérinfektion und somit eine klare Zuordnung des Antikérper-
befundes hinsichtlich einer akuten, kiirzlichen oder langer zuriick-
liegenden EBV-Infektion.

Evaluation des Virion ELISA classic Kit
Candida-IgG, -IgM und -IgA. Mdoglichkeiten
einer Immunglobulinklassen-spezifischen
Candida-Serologie

Hermann G., Gerstenecker B., Badura F,, Entrup R.
Institut Virion GmbH, Konradstr. 1, 8700 Wiirzburg

Fir die Candida-Serologie sind seit kurzem ELISA-Techniken kom-
merziell verfiigbar. Der bislang fiir die Ermittlung von Anti-Candi-
da-Antikorpern als Standard geltende Hamagglutinationstest
stellt somit nicht mehr die alleinige serologische Methode dar.
Eine Bereicherung fur eine differenzierte Candida-Serologie liegt
in der Immunglobulinklassen-spezifischen Detektion von Anti-
Candida-Antikorpern.

Da die fir die Testsysteme eingesetzten Antigene die resultieren-
den Testergebnisse und deren Interpretation determinieren, wer-
den die Antigenstrukturen des Virion Elisa classic Kit Candida vor-
gestellt und deren klinisch-diagnostische Wertigkeit anhand einer
Literaturrecherche diskutiert.

Die Seropravalenz alters- und immunglobulinspezifischer Anti-
Candida-Antikorper wird anhand ermittelter Daten aus der Test-
entwicklung des Virion Elisa classic Kit Candida dargestelit.

Mittels ausgewahiter Seren wird auf die klinische Wertigkeit des
Virion Elisa classic Kit Candida im Vergleich zum Hamagglutina-
tionstest eingegangen. Andere Parameter der mykologischen Dia-
gnostik werden einbezogen. Es zeigt sich, daR sich die unter-
schiedlichen Testsysteme nicht ersetzen, sondern sinnvoll ergan-
zen.

SYNes2 ANA-Profil: Rekombinante Anﬁgene
zur Analyse komplexer Antikérpermuster

P, Hépfl, E. Meier, G. Stahnke, N..J. Cook
elias Entwicklungslabor fiir Inmunoassays GmbH & Co. KG,
7800 Freiburg i. Br.

Auf der Basis unserer Palette quantitativer ANA/ENA-Einzelpa-
rameter haben wir einen enzymimmunometrischen ANA/ENA-
Profil-Assay entwickelt, mit dem im Patientenserum gleichzeitig
und unabhidngig Antikérper gegen die Antigene U1-snRNP
(68 kDa)-Protein, RNP-Sm, Sm, SSA/Ro (60 + 52 kDa), SSB/La, Scl-
70, Centromerprotein B und Jo-1 nachgewiesen werden kénnen.

Die Antigenkomplexe RNP-Sm und Sm werden aus HelLa-Zellen
isoliert. Die im SYN°"*» ANA-Profil eingesetzten rekombinanten
Antigene sind humane Proteine, die in voller Lange, wahlweise
im prokaryotischen E. coli- bzw. im eukaryotischen Baculovirus/
Sf9-Expressionssystem, mit einer sechs Histidinreste umfassen-
den Markierung am C-Terminus, dargestelit und mittels Ni*-Che-
lat-Affinitatssiule gereinigt werden.

Die Vorteile rekombinanter humaner Antigene sind:

- klar definierte Struktur und Zusammensetzung

— hochste Spezifitat, da der zu detektierende Autoantikérper und
das Antigen aus dem menschlichen System stammen

- sehr niedriges Hintergrundsignal von Kontrollseren auf Grund
des hohen Reinheitsgrades des Antigens

Die Auswertung des Assays erfolgt {iber einen gemischten Kali-
brierstandard, der fiir jedes Antigen einen spezifischen Cut-off-
Wert festlegt. Zur Charakterisierung der Patientenseren wird der
Quotient (Ratio) =OD (Patientenserum)/OD (Cut-off) gebildet.
Diese Auswertung wird von der SYN®"s* Software unterstiitzt.

Wir p_rﬁsentieren Daten zur Spezifitat, Varianz und Linearitat des
SYNe*= ANA-Profils und dessen Validierung mit ausgewihiten
Patientenkollektiven.

HEMOLAB-Evaluierung eines
automatischen Systems fiir die Gerinnung

Frau Hoffmann, Herr Lenz, Frau Professor Popov-Cenic

Institut fiir experimentelle Himatologie und Transfusionsmedizin
der Universitdt Bonn, Direktor Professor Dr. Hanfland,
Sigmund-Freud Str., 56300 Bonn 1, Venusberg

Das Vollautomatische Gerinnungsanalysensystem Hemolab der
Firma bioMérieux wurde im Vergleich mit dem MLA Elektra 1000
C-System der Firma Baxter untersucht.

Die Evaluierung erstreckte sich auf folgende Parameter:
— Quick, PTT, Thrombinzeit, Fibrinogen, AT Il

Die Reagenzien stammten zum Teil von Baxter, zum Teil von bio-
Mérieux.

AuBer bei Fibrinogen wurden an beiden Systemen dieselben
Reagenzien eingesetzt.

Verglichen wurde:

— Prazision in der Serie

— Prazision von Tag zu Tag

— 'Stabilitat der Eichkurve

— AuBerdem wurde die Korrelation von jeweils iiber 200 Patien-
tenproben pro Parameter ermittelt.

Automated chemiluminescent
immunoassay for progesterone
using the SPALT-Principle

W. Hubl, L. Reum*, E. Freymann, G. Markowitz*, M. Mack*,
D. MeiBner

Institute of Clinical Chemistry and Lab. Diagnosis,
Dresden-Friedrichstadt-Hospital

* Byk-Sangtec Diagnostica, Dietzenbach, Germany

The measurement of progesterone is an integral part of investi-
gations of amenorrhoea and infertility. The determination of pro-
gesterone level is used clinically to confirm ovulation and normal
function of the corpus luteum in nonpregnant women. We devel-
oped a chemiluminescent assay for progesterone using SPALT-
Principle (Solid-Phase-Antigen-Luminescent-Technique).

Total serum progesterone competes with the solid phase coated
progesterone-antigen for binding to the labelled antibody. After
incubation -the unbound labelled antibody is removed, lumi-
nescent substrate added and finally the chemiluminescence of the
bound labelled antibody is measured using the luminometer unit

“of the automated system. A displacing agent removes progester-

one bound to serum proteins. The assay provides quantitative re-
sults in less than 2 hours. The progesterone assay has been de-
signed to run on the LIA-mat SL 3000 System which is a fully

. Lab.med. 17: 215 (1993) 215



asutomated analyzer that performs both competitive and sandwich
is a fully automated analyzer that performs both competitive and
sandwich immunoassays. The assay has a dynamic range from 0
to 40 ng/ml. The calculated sensitivity was < 0.1 ng/m| progester-
one.

The developed progesterone chemiluminescent immunoassay
was compared to two commercially available progesterone as-
says. We observed a linear regression for the DPC and the
SERONO-progesterone assays.

In conclusion, this assay provides a rapid, convenient and accu-
rate method for determining progesterone in human serum.

Umsatzmessungen des Kohlenhydrat-
stoffwechsels bei Diabetes mellitus

A. Hiibinger, H. Reinauer
Diabetes-Forschungsinstitut, 4000 Diisseldorf

Die Bestimmung der basalen Glucoseumsatzrate bei Normalper-
sonen und bei Diabetikern wird nur mit stabil-markierter Glucose
durchgefiihrt. Unter den zahlreichen méglichen Tracern hat sich
Glucose(6,6-D,] bewahrt. Dieser Tracer erlaubt die Messung der
gesamten Glucoseumsatzrate (Ra), die bei 2-2,4 mg/kg/min. liegt.

Die Verwendung von weiteren stabil-markierten Glucosemoleki- -

len und deren Aussagefahigkeit wird erlautert. Ein spezieller Iso-
topeneffekt wurde bei diesen Messungen nicht beobachtet. Pro-
bleme bereitet die Auswertung von MeBdaten unter euglyk-
amisch-hyperinsulinamischen Bedingungen, wo zusétzlich die
Glucoseumsatzrate mit Hilfe der Clamp-Technik bestimmt werden
kann. Die Diskrepanz zwischen Ra und Clamp-Methoden hat zu
den sogenannten ,,negativen hepatischen Glucoseproduktionsra-
ten” gefiihrt. Bei Typ lI-Diabetikern ist die Glucoseumsatzrate un-
ter Basalbedingungen, aber auch unter Bedingungen des euglyk-
amisch-hyperinsulinamischen Clamps als Zeichen der Insulinresi-
stenz vermindert. Die Arbeitshypothese ist, daR der verstarkte
Fettsdureabbau die Glucoseutilisation im Sinne des RANDLE-Zy-
klus gehemmt wird. Durch therapeutische Intervention mit ETO-
MOXIR, das die Carnitinacyltransferase | hemmt, wird die Gluco-
seumsatzrate gesteigert. Der Effekt von ETOMOXIR auf die Gluco-
seumsatzrate bei Typ li-Diabetikern ist aber nicht so eindeutig, wie
im isoliert perfundierten Herzmuskel von diabetischen Ratten.
Das Auswertungsmodell einer ,steady-state-Kinetik” ist bei hy-
perinsulinamischen Bedingungen nicht zutreffend.

Clinical and technical performance
of Amerlex MAB*FT3 RIA

TP, Irving, ND. Christofides, I. Lingham
Kodak Clinical Diagnostics Limited,
Research and Development, Cardiff Laboratories, UK

The Amerlex MAB*FT3 assay, is a direct competitive RIA for the
measurement of FT3 in serum or plasma. The '*labelled mono-
clonal anti-T3 antibody can bind either FT3 in the sample or to
ligands on the magnetisable separation suspension.

Free hormone validity of the assay was examined by classical
methods and its performance upon dilution and variations in

binding hormone concentrations was as theory predicts (Law of -

Mass Action), i. e. the assay was robust to sample dilution and the
FT3 concentration was independant of serum protein variations.
Correlation to concentrations in human serum albumin (HSA)
over the range 31-51 g/L resulted in the following functional re-
lationship:

Amerlex MAB*FT3 =0.001 - HSA — 4.98 pmol/L (r - 0.094, n —
141). For all categories of NTI samples > 95% had FT3 concen-
trations within the reference interval. Reduction in FT3 concen-
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trations was observed from 1st to 3rd trimester pregnancy
samples with >99% of samples within reference interval. Im-
proved performance with auto-antibody samples was observed
with the Amerlex MAB*FT3 assay compared to analogue based
FT3 assays. Patient sample correlation to reference methods
(Amerlex M FT3 (Amix-M) and Equilibrium Dialysis (ED)) resulted
in the following least-squares regression equations:

Amerlex MAB*FT3 = 1.00 x Amix-M - 0.13 pmol/L (r - 0.944, n -
561).

Amerlex MAB*FT3 = 0.88 x ED — 0.965 pmol/L (r — 0.984, n - 85).

In conclusion the Amerlex MAB*FT3 RIA fulfills all the theoretical
criteria of a valid FT3 assay.

Molekularbiologische Diagnostik
bei CMV-Infektionen

G. Jahn
Institut fiir Klinische und Molekulare Virologie der Universitat
Erlangen-Nirnberg, Loschgestr. 7, 8520 Erlangen

Klinisch manifeste Erkrankungen durch Cytomegalovirus (CMV)-
Infektionen treten besonders bei Neugeborenen nach intrauteri-
nen Infektionen und bei immunsupprimierten Patienten auf. Da
die iiblichen Nachweismethoden noch unbefriedigend sind, wur-
den zunehmend molekularbiologische Verfahrenstechniken zur
Verbesserung der CMV-Diagnostik erprobt. Mit Hilfe rekombinan-
ter CMV-Proteine-konnten virale Antigene definiert werden, die es
ermoglichen, CMV-spezifische Antikdrper in Seren von infizierten
Personen zu erkennen. Die rekombinanten Proteine waren zudem
hilfreich, um die Spezifitdt von monoklonalen Antikrpern zu be-
stimmen. Diese Antikorper eignen sich fir den Nachweis viraler
Antigene in peripheren Blutleukozyten oder im Organgewebe.
Der immunhistochemische Nachweis viraler Antigene fir dia-
gnostische Zwecke erlaubt zudem Einblicke in die Organpathoge-
nese von CMV. Bei Verdacht auf eine ZNS-Infektion durch CMV
ist der Nachweis viraler DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) empfehlenswert.

Fluoreszenz Polarisations Immunoassays
zum qualitativen Nachweis
von Suchtdrogen in Urin

M. Jalalian, B. Reckmann
E. Merck, Forschung Diagnostica, Frankfurter Stral3e 250,
D-6100 Darmstadt

Die E. Merck dau-TRAK® Immunoassays beruhen auf dem Prinzip
der Fluoreszenzpolarisation (FPIA). Dieses Verfahren ist grund-
satzlich fir den qualitativen und quantitativen Nachweis von Dro-

' gen, deren Metaboliten, sowie von Medikamenten in Urin vorge-

sehen und wird am Merck VITALAB Eclair® Analyser durchgefiihrt.
Dau-TRAK® Reagenzien fiir das immunologische Screening der
Parameter und Parametergruppen Opiate, Cannabis, Kokain, Ben-
zodiazepine, Barbiturate, Phencyclidin, Methadon, Amphetamin/
Methamphetamin und Morphin stehen zur Verfiigung.

10 pl Probe wird mit 1 ml fertiger Reagenz-L6sung gemischt und
12 Minuten im Inkubationsblock des Eclair® bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wird die Fluoreszenzpolarisation des Leerwertes
und der Probe gemessen. Der Eclair® berechnet automatisch die
Differenz’ und druckt das Ergebnis als positiv oder negativ aus.

Die Haltbarkeit der Reagenzien betragt bei 2-8°C 18 Monate.
Nach einmaligem Offnen sind die Reagenzien bei 2-8°C 8 Wo-
chen haltbar.

Die Kalibrierung des Merck VITALAB Eclair® erfolgt mit Hilfe der
Multikontrolle fir die Schwellenkonzentration (cut-off). Die Kon-
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trollen ,,hoch” und ,,niedrig” kénnen zur Qualitatskontrolle einge-
setzt werden.

Mit dem spezifischen Morphin-Test des FPIA dau-TRAK® wird aus-
schlieBlich freies Morphin nachgewiesen. Der spezifische Mor-
phin-Test erlaubt die Unterscheidung zwischen Proben, die haupt-
séchlich Codein und Dihydrocodein (z. B. aus Hustenmittel) und
miBbréuchliche Suchtdrogen (Heroin, Morphin).

Die Ergebnisse des FPIA dau-TRAK® zeigen sehr gute Uberein-
stimmung mit etablierten Immunoassays und DC.

Struktur und Organisation

einer computergestiitzten Tumordaten-
und Serumbank als niitzliches Hilfsmittel
fir Routine und Forschung

H.-M. Jansen, W. Schmaderer, Petra Stieber, M. Knedel,
A. Fateh-Moghadam
Institut fir Klinische Chemie, Klinikum GroBhadern,
Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen, FRG

Wir berichten {iber die Organisation und Struktur einer computer-
gestiitzten Serum- und Patientendatenbank, in der seit 1985 alle
Analysenergebnisse von Tumormarkern und anderen klinisch-
chemischen KenngroBen (insgesamt 36 Parameter) gespeichert
werden, sowie die klinischen Untersuchungsbefunde und Gber
Koordinaten die Lokalisation der Serumproben der in die Daten-
bank aufgenommenen Patienten in den —70°C Tiefkiihitruhen.

Derzeit sind in der Datei die Stammdaten von 59 421 Patienten
mit ihren klinisch-chemischen MeRBwerten (137 584 Datensatzen),
und 184 769 Serumpositionen gespeichert. Die Seren stammen
von Patienten mit gesicherten malignen Tumoren, benignen Er-
krankungen, die bei der Diagnostik dieser Tumoren differential-
diagnostisch Schwierigkeiten bereiten, sowie von gesunden Nor-
malpersonen.

Bei der Belegeinlesung werden einmal in die Datenbank aufge-
nommene Patienten automatisch wiedererkannt. Die Vorwerte
der angeforderten Untersuchungen werden auf der Arbeitsliste
ausgegeben und das Serum kann sofort nach der-Zentrifugation
abgefroren werden.

Somit stehen fir retrospektive Studien zur Evaluierung der klini-
schen Wertigkeit neuer Tumormarker gut dimensionierte Serum-
panels mit klinischen und klinisch-chemischen Daten zur Verfi-
gung.

Dieses System ermdoglicht die Anzeige der aktuellen Daten zusam-
men mit den Ergebnissen aller jemals bestimmter Tumormarker,
anderer klinisch-chemischer Daten und den gespeicherten klini-
schen Untersuchungsergebnissen im Verlauf der Erkrankung.
Durch graphische Darstellung der Kinetik wird die klinische Inter-
pretation insbesondere der Tumormarker wesentlich erleichtert.

Multizentrische Erprobung

einer immunochemischen Methode
fir die Bestimmung von HbA1c
auf klinischen Analysenautomaten

J. Jarausch’, T. Bieger, E. Bissé?, H. Henrichs®, C. Lemke?,

M. Niederau*, H. Reinauer*, F. J. Schmitz®, E. Schnaith®,

K. Sporreiter', H. Wieland?, B. Willms®, W. Withold®, D. Engel’,
J. Karl’, P Lehmann’

Y Miinchen, ? Freiburg, ®* Quakenbriick, *** Disseldorf, ® Bad Lau-
terberg, ’ Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim und Tutzing

Die weitverbreitete Bestimmung von HbA1c mit HPLC ist eine
zeitaufwendige und technisch anspruchsvolle Methode. Wir be-

richten Uber die technische Erprobung einer neuen immunoche-
mischen Methode, die es erlaubt, HbA1c spezifisch auf gangigen
Analysenautomaten zu bestimmen. Im Rahmen der Erprobung
wurde gezeigt, daR die Bestimmung von HbA1c mit guter Prizi-
sion auf BM/Hitachi 704/717 oder 911 durchgefiihrt werden kann
(Serie: 1,5-6 VK% Lauf/Lauf: 0,9-7 VK%). Unabhingig von dem
verwendeten Analysenautomaten und auch von der jeweiligen
MeBtemperatur (25, 30 oder 37°C) wurden iibereinstimmende Re-
sultate erhalten. Die mittlere Wiederfindung in zwei Kontrollseren
(Precinorm® und Precipath® HbA1c) lag bei allen Teilnehmern in
einem Bereich von £5% von den Sollwerten. Methodenverglei-
che ergaben eine gute Korrelation der immunoturbidimetrischen
Methode mit etablierten HPLC-Methoden (r—0.95). Es wurden
aber relativ groe Achsenabschnitte (-0,5 bis —1,5% HbA1c) und
Steigungen erhalten, die zwischen 1,05 und 1,15 lagen. Die Refe-
renzbereiche der unterschiedlichen Methoden lassen sich vermut-
lich Uber eine vereinheitlichte Standardisierung weitestgehend
angleichen. GroRere Unterschiede zwischen den Methoden in ei-
nigen wenigen Patientenwerten konnten in den meisten Fallen
auf eine abnorme Zusammensetzung des Hdmoglobins zuriickge-
fuhrt werden (HbAE, HbAAg., HbAC). Der neue Test wurde als
zuverldssig und praktikabel beurteilt. Ein zusétzlicher Vorteil
wurde darin gesehen, daR eine groe Zahl von Patientengruppen
in einem kurzen Zeitraum analysiert werden konnten.

Multicenter-Evaluierung eines ersten
automatischen CA 72-4 Tests

D. Jaworek, R. Ziergoebel', G. M. Gandolfo, G. Vitell?,

R. Kannag#®, R. Klapdor*, R. Kreienberg, V. Mébus®, G. Pallotti®,
J. C. Rymer’, M. E. Scheulen®, D. Seiler, D. NageP®, G. Sturm™
Boehringer Mannheim GmbH, Tutzing, Germany'; Instituto Re-
gina Elena, Roma, Italy?; Research Institut, Aichi Cancer Center,
Japan®; Univ.-Krankenhaus Eppendorf, Hamburg, Germany*;
Frauenklinik der Universitdt Ulm, Germany®; Ospedale Civile Pie-
rantoni, Forli, Italy’; Hopital Henry Mondor, Creteil Cedex,
France’; Universitdts-Klinikum, Essen, Germany?®; Klinikum Lud-
wigshafen, Germany?®; Universitits-Frauenklinik, Marburg, Ger-
many®

Der CA 72-4 Test wurde von Centocor als radioimmunologische
Methode entwickelt und in die Enzymun-Test®-Technologie iiber-
tragen. Es war Aufgabe dieser Studie, die analytische Zuverlés-
sigkeit und die klinische Vergleichbarkeit zu den eingefiihrten
Tests zu Gberpriifen.

Fiir die Prazision in der Serie wurden Variationskoeffizienten von
1-6% und von Lauf zu Lauf von 2-8% gefunden, die den anderen
Tumormarkern dieser Technologie entsprechen. Im Methodenver-
gleich mit Centocor RIA wurden Abweichungen offengelegt, wie
diese auch bei anderen Tumormarkern, z.B. CA 19-9 gefunden
werden. -

Fiir den ,,Normalbereich” wurden im 95%-Schnitt fiir den Enzy-
mun-Test® 6,7 U/ml und fiir den Centocor RIA 3,6 U/ml erhalten.
Bei Zugrundelegung dieses Cut-off-Wertes werden bei benignen
Erkrankungen des Magen-Darm-Bereichs Spezifititen bis zu 100%
gefunden.

Die Uberpriifung der klinischen Vergleichbarkeit ergab unter Be-
riicksichtigung der testspezifische Cut-off-Werte (bereinstim-
mende Sensitivitdt zu Centocor RIA. Im Vergleich mit CA 19-9
wurde mit Ca 72-4 mit 51% und mit CA 19-9 41% gefunden. Bei
Kombination beider Marker wurde die Sensitivitdt nur unwesent-
lich verbessert.

CA 72-4 ist der Marker 1. Wahl bei Magentumoren und Marker 2.
Wahl bei Tumoren des Pankreas. Durch die hohe Spezifitdt von
CA 72-4 kann dieser Marker auch in Verbmdung mit CA 19-9 emp-
fohlen werden.
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Anwendung der Coulter-VCS-Technologie
zur Leukozytendifferenzierung
von Kinderblut

H. Jochmann
Vestische Kinderklinik, Labor, Lloydstral3e 5, 4354 Datteln

Die VCS-Technologie zur volistindigen Differenzierung der Leuko-
zyten bewihrt sich seit Jahren zur Bewaltigung der Routinearbeit
im Hamatologie-Labor. Die VCS-Technologie wird in zwei hamato-
logischen Analysensystemen fiir das kleine und groRe Blutbild
eingesetzt: dem COULTER® MAXM bzw. MAX M/AL fiir das mitt-
lere Labor und dem COULTER® STKS fir das Labor mit groBem
Probenaufkommen.

Mit dem MAXM werden ca. 400 Messungen an Kinderblut durch-
gefiihrt und anschlieBend ausschlieBlich die Ergebnissé der Leu-
kozytendifferenzierung mit denen der klassischen mikroskopi-
schen 100-Zelldifferenzierung verglichen.

Folgende Ergebnisse werden erzielt:

1. Bei Kindern im Alter von etwa > 3 Monaten stimmen die Er-
gebnisse der Neutrophilen, Lymphozyten und Eosinophilen inner-
halb der statistisch unumgéanglichen Streuung der 100-Zelizah-
lung gut berein. Die speziell bei den Monozyten gefundenen Dis-
krepanzen (VCS-Technologie hoher als Mikroskop) werden ge-

nauer untersucht und diskutiert. Der Leukoplot zeigt bei diesen

Kinderblutproben keine systematischen Veranderungen.

2. Bei Kindern im Alter von < 3 Monaten zeigt der Leukoplot zu
einem gewissen Prozentsatz der untersuchten Félle im Lymphozy-
tenfeld eine oft distinkte Zweitpopulation. Es wird diskutiert, ob
es sich bei dieser um eine Unterpopulation der Lymphozyten oder
um spezielle Erythrozyten handelt. Auch in diesen Fallen liefert
der Leukoplot eine wichtige Zusatzinformation.

Untersuchungen zur Bestimmung
des neonatalen Bilirubins nach Vink
am Spektralphotometer LS 500

H. Kaehler®, E. Retzat?, R. SchlegelP, K. Schlichting®
' Klin.-Chem. Institut, Krankenhaus Neukélin, Berlin
2 Kinderkrankenhaus Neukdlin, Berlin

2 Dr. Bruno Lange GmbH, Berlin

Die von Vink beschriebene Zweiwellenlangenmethode (1) zur di-
rektphotometrischen Bestimmung des neonatalen Bilirubins
wurde an das Spektralphotometer LS 500 adaptiert. Zur Messung
wird die Serumprobe (20 ul) mit einem Coffeinreagenz (500 pl)
verdiinnt. Die Messung erfolgt bei 465 und 528 nm. Der MeRab-
lauf wird durch den gerateinternen Computer gesteuert.

Die Linearitat ist bis zu einer Bilirubinkonzentration von 40 mg/d|

gegeben. Untersuchungen zur Prézision lieferten in dem fiir die .

Indikationsstellung der Austauschtransfusion relevanten Konzen-
trationsbereich in der Serie VK-Werte zwischen 0,6-1,5% und von
Tag zu Tag VK-Werte zwischen 0,9-1,9%.

Der Methodenvergleich (n = 119) mit der im Routinebetrieb einge-
setzten DPD-Methode ergab die Regressionsgerade y (Vink) =
0,128 + 0,957 x (DPD) (mg/dl) sowie einen Korrelationskoeffizien-
ten r von 0,990.

Dieses Ergebnis fiigt sich gut in das Bild anderer Erprobungen ein
(2).

Die Methode ist im Gegensatz zu den Azofarbstoffmethoden un-
empfindlich gegeniiber Himolyse. Auch stark hamolytische Pro-
ben, die im neonatalen Bereich keine Seltenheit sind, kénnen pro-
blemlos gemessen werden. )

Das LS 500 ist wenige Minuten nach dem Einschalten meRbereit.
Die beschriebene Methode kann in jedem Routinelabor auch un-
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ter Notfallbedingungen sowie im Nachtdienst problemios durch-
gefiGhrt werden.

Schrifttum:

1. Vink, K. L. J., Schuurman, W., van Gansewinkel, R. (1988) Direct spec-
trophotometry of bilirubin in serum of the newborn, with use of caffeine
reagent. Clin, Chem. 34, 67-70.

2. Schlebusch, H., Axer, K., Schneider, Ch., Liappis, N., Rohle, G. (1990}
Comparison of five routine methods with the candidate reference method
for the determination of bilirubin in neonatal serum

Optimierung der Bedingungen

zur Isolierung von Zellen aus zellarmen
Korperflissigkeiten am Beispiel

des Liquor cerebrospinalis

C. Kaiser, H. A. G. Miiller, Inst. f. Lab. Med., Klinik am Eichert,
7320 Géppingen

Bei der Markierung von Zellen mit monoklonalen Antikérpern
sind zur Entfernung unspezifisch gebundener Antikrper Wasch-
schritte erforderlich, bei denen ein Zellverlust unvermeidlich ist.
Ziel der Untersuchungen war eine Minimierung von Zeliverlusten
bei der Vorbereitung von Liquor cerebrospinalis zur durchfluf3-
zytometrischen Analyse.

Bei der bisher durchgefiihrten Methode (= alt, 200xg, 10 Min. (1))
betrug der Zellverlust nach zweimaligem Waschen zum Teil deut-
lich mehr als 50%, abhangig von der jeweiligen Zellart. Als giin-
stigste Bedingung erwies sich die Zentrifugation bei 400xg fiir
5 Minuten (= neu). Alle Untersuchungen wurden bei 4°C durch-
gefiihrt.

Wiederfindung 1 x waschen 2 x waschen

alt neu alt neu
Leukozyten gesamt 91% 96% 51% 90%
Neutrophile 62% 97% 41% 96%
Lymphozyten 104% 98% 57% 90%
Monozyten 43% 62% 17% 75%

Von den untersuchten Varianten erwies sich die Zentrifugation bei
400xg fiir 5 Minuten am giinstigsten. Die Ausbeute an Zellen, vor
allem der Monozyten, konnte durch dieses Verfahren deutlich ge-
steigert werden.

Schrifttum:

1. ,.DurchfluBzytometrische Analytik von Liquor cerebrospinalis” H. A. G.
Miiller, K.-M. Tollner, G. Hiendimayer, Lab.med. 15, 69-72 (1991)

Sind die Calcium-Referenzwerte
revisionsbediirftig?

C. Kaiser, H. A. G. Mdller, I. f. Lab.-Med., Klinik am Eichert,
7320 Goéppingen®

Y. Schmitt, I. f. Klin. Chem. u. Lab.-Med., Katharinenhosp.,
7000 Stuttgart 1°

H. P Geisen, Zentrallab. u. Blutbank, Diakonie-KH,

7170 Schwaébisch Hall® '

F. J. Schott, Zentrallabor, KH am Plattenwald,

7107 Bad Friedrichshall®

Bei Routineuntersuchungen wurde in verschiedenen Laboratorien ‘

die Beobachtung gemacht, daB das geometrische Mittel der Calci-
um-Werte gemischter Patientenkollektive eher am unteren Ende
des jeweiligen Referenzbereichs angesiedelt war. Im Rahmen ei-
ner Muiticenter-Studie wurde dieser Frage durch die Bestimmung
von Calcium-Werten an 100 Blutspender-Proben mit verschiede-
nen Methoden nachgegangen.
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ACS:180 - um Lingen voraus!

Das erste vollautomatische Chemilumineszenz-Immunoassay-System

Flexibel

Die Proben kénnen patienten- oder
testselektiv abgearbeitet werden.

Bis zu 13 verschiedene Parameter pro
Lauf werden direkt aus den Priméir-
oder SekundirgefdBen analysiert.
Der bidirektional angeschlossene
ACS:180 kommuniziert selbstindig
mit der Labor-EDV und bietet mehr
Komfort und Sicherheit.

Effizient

Der ACS:180 liefert bis zu 180 Ergeb-
nisse pro Stunde und das erste Ergeb-

nis bereits 15 Minuten nach dem Start.

Proben, die auBerhalb des MefBberei-
ches oder in vom Labor definierten
Graubereichen liegen, werden auto-
matisch verdiinnt und/oder wieder-
holt. =

/ Wirtschaftlich

Ganz klar zeitgemiB: Schnelle Resul-
tate und geringe Betriebskosten sowie
die hohere Produktivitit machen den
ACS:180 sehr wirtschaftlich.

Qf Innovativ

Magnetpartikeltrennung und Chemi-
lumineszenz-Technik sind umwelt-
freundlich und zukunftsorientiert.

"Der ACS:180 und seine Technologien
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Tabéliéﬁ L-nﬂnd Methoden

zur medizinisch-
bakteriologischen
Laborpraxis

Isolierung und Identifizierung pathogener
Mikroorganismen sind die Voraussetzungen fiir
Diagnose, Therapie, Verhiitung von Infektionen
und zur Infektionskontrolle.

In dem vorliegenden Buch werden die bisher in
jedem qualifizierten mikrobiologischen Labor
eingefuhrten kulturellen und biochemischen
Verfahren beschrieben.

Die wichtigsten Daten von ca. 400 als Krank-
heitserreger geltenden oder aus differentialdia-
gnostischen Griinden im Bereich der Human-
medizin interessierenden Bakterienspezies
sind in einem kompakten Abrif} zusammenge-
fadt.

Der erste Teil des Buches informiert Giber
Gewinnung, Transport und Verarbeitung von
Untersuchungsmaterialien, der Hauptteil

enthalt sehr ausfihrlich kommentierte Tabellen .

zur ldentifizierung der Mikroorganismen, und
im Anschlu® daran werden die im Text erwahn-
ten Methoden unter Angabe von Bezugsquellen
fir notwendige Hilfsmittel erlautert.

Die Gliederung in acht Bakteriengruppen
erfolgt in konventioneller Weise anhand der
Morphologie und des Gramverhaltens unter

H. Birger, Z. Hussain
Format 17 X 24 em,
2586 Seiten,
Abbildungen,
Tabellen, .
PVC-Einband,

ISBN 3-87409-006-X,
DM 68,—

Beriicksichtigung der Sauerstofftoleranz. Bei
gramnegativen und grampositiven Stabchen
wird die Orientierung durch ein am Kapitelan-
fang positioniertes Leitschema erleichtert. Es
basiert auf wenigen schnell Gberpriifbaren
Kriterien und verweist auf die ausfiihrlich
kommentierten Tabellen. Diese werden durch
die Beschreibung der Anzuchtbedingungen,
der Nahrmedien, Farbeverfahren und Hinweise
auf Bezugsquellen fiir die in der Bundesrepublik
erhaltlichen Diagnostika erganzt.

Die zur Bezeichnung der Mikroorganismen
gewahlte Nomenklatur entspricht den ,Appro-
ved lists of bacterial names” und folgt den von
der American Society for Microbiology heraus-
gegebenen Angaben des ,International
Journal of Systematic Bacteriology”.

Das zum Gebrauch am Arbeitsplatz bestimmte
Buch wendet sich an Mikrobiologen, Hygieniker,
Pharmazeuten, medizinisch-technische Assi-
stentinnen und alle diejenigen, die routinema-
Rig bakteriologische Untersuchungen durchfih-
ren oder sich im Praktikum auf diese Tatigkeit
vorbereiten.

Ich bestelle gegen Rechnung ........ Expl. Burger/Hussain:
Tabellen und Methoden zur med.-bakteriologischen Laborpraxis,
zum Preis von DM 68,—
Name
KIRCHHEIM ‘

PLZ Ort

Postfach 2524, 6500 Mainz

2 (06131) 96070-0 — -

XX -] Datum . Unterschrift . Lab.med. §/83
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Methoden und Geriéte:

a) 1. Komplexometrie mit o-Cresophthalein, Olympus AU 560
2. Flammenphotometrie, Eppendorf FCM 6341
b) 3. Flammen-AAS, Zeeman 1150 B mit Deuterium-Untergrund-
kompensation, Perkin-Elmer
4. Tragergebundene Reagenzientechnik, Kodak-Ektachem
c) 5. Flammeiiphotometrie, Eppendorf EFIX
d) 6. Komplexometrie mit Arsenazo-lll, AXON (Bayer Diagnostic)

Referenzbereiche fiir Calcium in den teilnehmenden Laborato-
rien: .

a) 2,25-2,70; b) 2,00-2,80; c) 2,25-2,60; d) 2,10-2,60;
Lit.: 2,20-2,65 (1)

Mittelwerte und 2,5. bzw. 97,5. Perzentile

Proben Methoden

an a)2 b)3 bla 5 di6
Patienten 2,227 ) 2,216 2,206 2,284
(n=200)  1,84-2,69 1,87-2,53 1,89-254 1,77-2,81
Blutspender 2,251 2,302 2,198 2,276 2,249 2,175
(n=100)  2,08-2,45 2,16-2,45 1,97-2,52 2,10-2,43 2,09-2,41 1,97-2,33

Die aufgezeigten Daten lassen den SchluB zu, da® eine Revision
der Calcium-Referenzwerte erforderlich ist, wir schlagen daher
einen vorlaufigen Bereich von 2,00-2,50 vor (Referénzwerte mit
AAS).

Schrifttum:
1. L. Thomas, Labor u. Diagnose, Med. Verlagsges. Marburg, 1992, S. 344

TRIAGE™: Der neue.Immuno-Assay
fir den gleichzeitigen Nachweis
7 verschiedener Drogenklassen in Urin

P. Kalla, M. Jalalian
E. Merck, Vertrieb und Forschung Diagnostica,
Frankfurter StraBe 250, D-6100 Darmstadt

Bei dem neuen Immuno-Assay TRIAGE™ handelt es sich um ei-
nen manuellen Schnelltest, mit welchem innerhalb von 10 Minu-
ten die 7 wichtigsten Drogenkiassen (Benzodiazepine, Kokain,
Amphetamin/Methamphetamin, Cannabinoide, Opiate, Barbitu-
rate und Methadon) in Urinproben nachgewiesen werden kén-
nen. Die Nachweisgrenzen (Schwellenkonzentrationen) orientie-
ren sich an den amerikanischen NIDA-Richtlinien. Alle fir die Test-
durchfiihrung notwendigen Reagenzien sind dabei in ein handli-
ches Kassettenformat integriert: In der Reaktionskammer (Flis-
sigphase) sind monoklonale Antikérper gegen die einzelnen Dro-
genklassen sowie Gold-Drogenkonjugate enthalten. 140 ul der
Urinprobe werden.in die Reaktionskammer pipettiert und 10 Mi-
nuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die goldgebundenen Dro-
genderivate konkurrieren dabei mit eventuell in der Urinprobe
vorhandenen Drogenmolekiilen um freie Antikdrperbindungsstel-
len. Nach der Ubertragung des Reaktionsgemisches auf die Detek-
tionsmembran (Festphase) werden die freien Epitope auf den
goldgebundenen Drogenderivaten von monoklonalen Antikér-
pern auf der Detektionsmembran gebunden. Nach einem Wasch-
schritt werden in den Detektionsfeldern fiir die einzelnen Drogen-
klassen violette Balken sichtbar. Diese kénnen ohne weitere Hilfs-
mittel abgelesen werden. Urinproben, welche Droge(n) in einer
Konzentration = Schwellenkonzentration enthalten, erzeugen ei-
nen violetten Balken im jeweiligen Detektionsfeld. Ist keine Droge
vorhanden bzw. wird die Schwellenkonzentration nicht erreicht,
erscheint kein violetter Balken. Die integrierten Testkontrollen
(CTRL POS und CTRL NEG) gewahrleisten die richtige Testdurch-
fahrung und die Funktionsfahigkeit/Anwesenheit der einzelnen
Reagenzien. AufRerdem wird sichergestellt, da dem Testurin
keine potentiell interferierenden Substanzen (Adulterantien) zuge-
geben wurden.

Eine Reihe von Vergleichsstudien zwischen TRIAGE™ und ande-
ren etablierten Immunoassays (FPIA, EMIT) zeigten gleichwertige
Ergebnisse hinsichtlich Spezifitit und Sensivitat. Die mit GC/MS
durchgefiihrten Bestatigungsanalysen der TRIAGE™-Ergebnisse
ergaben fiir alle Drogenklassen Ubereinstimmung von = 97%.

Quantitative nephelometrische Bestimmung
von B2-Microglobulin

Wolfgang Kapmeyer, Walter Gruber, Hans-Peter Harthus
Behringwerke AG, Forschungslaboratorien, Postfach 1140,
D-3550 Marburg

B2-Microglobulin ist ein‘FProtein, das aus 100 Aminos&uren be-
steht und als leichte Kette des HLA-Komplexes auf allen reifen,
kernhaltigen Zellen vorkommt. Die diagnostische Verwendung
von B2-Microglobulin basiert auf seiner Bedeutung bei der Im-
munantwort und auf dem Abbau durch die Niere.

Der Test wird am Behring Nephelometer Analyzer ausgefiihrt, ein
random access-System zur quantitativen nephelometrischen Be-
stimmung von Proteinen. Das Reagenz besteht aus Latexparti-
keln, die mit Antikdrpern gegen human B2-Microglobulin be-
schichtet sind. Die Serumproben werden automatisch nach dem
programmierten Schema vorverdiinnt und getestet. Mit der Pro-
benverdiinnung von 1:100 wird ein MefRRbereich von ca. 0,3 bis
12 mg/l erfaBt, hohere oder tiefere Konzentrationen kénnen mit
anderen Verdiinnungen bestimmt werden. Antigeniiberschuf®
wurde bei einer Konzentration von 200 mg/l noch nicht beobach-
tet.

Messungen der Prazision in Serie und von Tag zu Tag ergaben
Variationskoeffizienten unter 4%. Serielle Verdiinnungen von Se-
rumproben zeigten eine gute Linearitat des Testes.

Der NephelometrischeTest korreliert gut mit anderen kommerziell
verfugbaren Testen. Bei einem Vergleich mit einem RIA ergibt die
lineare Regression folgende Geradengleichung:

y (BNA) = 1,01 x (RIA) + 0,02 mg/, r = 0,995.

Quantitative Bestimmung
von a-Fetoprotein (AFP)
mit einem nephelometrischen Latextest

Wolfgang Kapmeyer, Hans-Peter Harthus, Brigitta Schmidt
Behringwerke AG, Forschungslaboratorien, Postfach 1140,
D-3550 Marburg

Erhohte a-Fetoprotein (AFP)-Konzentrationen im Serum treten bei
Keimzelltumoren des Hodens und des Ovars sowie bei priméren
Leberzellkarzinomen auf. Eine AFP-Bestimmung ist derzeit indi-
ziert zur postoperativen Nachsorge und zur Therapiekontrolle
wiahrend der Behandiung dieser Tumore.

Wir haben einen Test zur AFP-Bestimmung in humanen Korper-
flissigkeiten entwickelt. Er basiert auf der Reaktion von AFP mit
Anti-AFP-Antikorpern, die kovalent an polymere Kern-/Schale-Par-
tikel gebunden sind. Der Test wird am Behring Nephelometer
Analyzer durchgefiihrt.

Die Probenverdiinnung (1:5) und Kalibration werden automatisch
ausgefihrt. Die MeRzeit betragt 12 Minuten. Der BasismeRbe-
reich reicht von 2,5-160 ng AFP/ml.

Bei Proben, bei denen Verdacht auf das.Vorhandensein extrem
hoher AFP-Konzentrationen besteht, sollte zur Kontrolle eine zu-
satzliche Messung aus einer héheren Probenvorverdiinnung
durchgefiihrt werden, um auszuschlieBen, daB ein falsch negati-
ves Ergebnis erhalten wurde. .
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Die Variationskoeffizienten fiir die Prazision in der Serie reichen
von 1,0 bis 5,4%, die Variationskoeffizienten fiir die Prazision von
Tag 2u Tag ergeben Werte zwischen 3,0 und 7,9%.

Serielle Verdiinnungen von Serumproben mit erhGhten AFP-Kon-
zentrationen belegen eine gute Linearitat des Tests. Der Vergleich
des neuen Latex-AFP-Tests mit einem anderen kommerziellen
Reagenz ergibt unter Zugrundelegung derselben Standardisie-
rung eine gute Korrelation, und eine geringe Abweichung.

Lineare Regression y (BNA) = 1,10 x (IMX) + 2,6 ng/ml, r = 0,988,

Localization of mineralocorticoid receptors
in human mononuclear leukocytes

by immunofluorescence

using a specific antibody

I. Karbowiak, E. Orlandini, F. Callegari, Z. Krozowski,

U. Kuhnle, D. Armanini

Laboratorio Analisi, Ospedale Piove di Sacco, Padua,; Baker
Medical Research Institute, Monash University, Melbourne,
Australia; Kinderklinik, University of Munich, Germany and
Istituto Semeiotica Medica, University of Padua, Italy

Human mononuclear leukocytes possess mineralocorticoid re-’

ceptors (MR), characterized by radioreceptorassay (Armanini et
al. AJP 1985). In the present study we used a policlonal antibody,
obtained in rabbit, against a peptidic sequence deduced from the
immunogenic region of the cloned MR (Krozowski et al. Endocrin-
ology, 1989). This antibody has already been evaluated in the kid-
ney of adrenalectomized rat. Method: mononuclear leukocytes
(MNL) were isolated by Percoll gradient and their membrane was
permeabilized by methanol. Al aliquot of cells was incubated
overnight with a dilution 1:200 of the antibody. A fluorescent anti
rabbit immunoglobulin policlonal mouse serum was then added
and after one hour the fluorescence was detected by fluorescence
microscopy and cytofluorimetry (Cytoron, Ortho). Results: in
three different experiments using MNL from normal subjects a
specific fluorescence was detected with both methods. No fluo-
rescence was observed in control MNL, preincubated with rabbit
serum and treated only with the secondary antibody. Con-
clusions: the study clearly demonstrates the presence of MR in
MNL by immunofluorescence. This human model, easily avail-
able, can be used for studying the mechanisms which confer the
specificity of binding of aldosterone and not of glucocorticoids to
MR. In addition this model could be useful for further studies of
the abnormalities of pseudohypoaldosteronism syndrome.

Aktivierung der plasmatischen Gennnung
und des Fibrinolysesystems

F. Keller
Zentrallabor der medlztmschen Universitat Wiirzburg

Das Einfiihrungsreferat soll vorbereitend fiir die folgenden mono-
grafischen Beitrage, die sich einzelnen Teilaspekten aus der Pa-
thophysiologie, Diagnostik und Therapie widmen, die Aktivierung
der Gerinnung und der Fibrinolyse zusammenfassend darstellen.
Im Vergleich zur bisherigen Vorstellung, daB sich die Gerinnungs-
kaskade lediglich aus einer Sequenz von proteolytischen Enzym-
reaktionen zusammensetzt, die letztlich zur Fibrinbildung fiihrt,
wird die Rolle von Komplexbuldung betont, die an bestimmten
Schiiisselstellen unter einem komplizierten Wechselspiel zwi-
schen Endothel, Phosphollplden, Membranen, Cofaktoren und
proteolytischen Enzymen gesteuert werden.

Dabei laBt sich die Aktivierung der plasmatischen Gerinnung und
der Fibrinolyse nur theoretisch in ihrem Ablauf auseinanderdivi-
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dieren, denn beide Grundrichtungen mit ihren enzymatischen
Prozessen, Aktivatoren und Inhibitoren sind permanent zur Auf-
rechterhaltung der Homoeostase auf niedrigem Niveau aktiviert.
Wird dieser Gleichgewichtszustand gestort (Blutung oder Throm-
bose), wird ein phanomenaler Verstarkermechanismus mit Beto-
nung der prokoagulatorischen oder fibrinolytischen Seite je nach
Storfall zur Wiederherstellung der Balance in Gang gesetzt. Dabei
entstehen Aktivierungsprodukte, deren Nachweis diagnostische
Rickschlisse auf eine iiberschieBende Reaktion in eine der bei-
den Richtungen zulassen. Die Aktivierung von Gerinnung und Fi-
brinolyse scheint eine nicht unbedeutende Rolle bei der Arterio-
sklerose, bei Entziindungsreaktion durch Interaktion mit dem
Komplexsystem evtl. sogar bei der Ausbreitung metastasierender
Prozesse zu spielen.

Lymphozytensubpopulation im Verlauf
der HIV-Infektion: Methoden, Referenz
und klinische Bedeutung

P. Kern

Medizinische Universitatsklinik und Poliklinik,
Sektion Infektiologie und Klinische Immunologie,
Robert-Koch-Str. 8, 7900 Ulm

Die Bestimmung der Lymphozytensubpopulation im Rahmen der
HiV-Infektion ist unverzichtbarer Bestandteil von Therapieent-
scheidungen. Immunfluoreszenzuntersuchungen im getrennten
Blut, Objekttrageruntersuchungen sind weitgehend verlassen, die
DurchfluBzytometrie hat sich bewahrt und kommt generell zum
Einsatz. Die Diagnostik wird erleichtert durch die von der Industrie
angebotenen Anwenderprogramme, die eine konfektionierte Ana-
lyse erlauben. Doppelmarkeranalysen sind die Regel, es stelit sich
jedoch die Frage nach der Relevanz erweiterter Subtypisierungen
von peripheren Blutlymphozyten. Die Bewertung der CD 4-Popu-
lationen nach relativer und absoluter Zellzahl wird dargestelit.
Zum erweiterten Panel der Diagnostik zahien CD 8/HLA-DR, CD 8/
CD 38, CD 3/HLA-DR Kombinationen und weitere. lhre Bewertung
im klinischen Verlauf wird kritisch hinterfragt. Im spaten Stadium
der HIV-Infektion ist wegen der zunehmenden Leukopenie die Be-
wertung dieser erganzenden Surrogat-Marker hilfreich, um The-
rapieentscheidungen zu treffen.

Hamostaseologische Risikofaktoren
der arteriellen Thrombose

J. Kienast

Medizinische Klinik und Poliklinik

der Westfélischen Wilhelms-Universitat,
Abtlg. Innere Medizin A, W-4400 Miinster

Ursache arterieller Thrombosen sind in erster Linie lokale, in der
Regel atherosklerotische Veranderungen der GefaBwand. Diese
fiihren durch Exposition thrombogener Wandstrukturen und/oder
pathologische Stromungsphanomene zur Aktivierung des Hamo-
stasesystems und damit zur Entstehung muraler oder lumenver-
legender Thromben. Prospektive Studien haben gezeigt, daB sy-
stemisch nachweisbare Konzentrations- oder Aktivitatsanderun-
gen von Hamostasefaktoren mit der Inzidenz kardio- und zerebro-
vaskuldrer Atherothrombosen korrelieren. Hierzu zdhlen Throm-
bozytenhyperaggregabilitit, hohe Fibrinogen- und von Wille-
brand-Faktor-Konzentrationen, hohe Faktor Vil-Aktivitdten sowie
ein reduziertes Fibrinolysepotential durch erhohte Konzentratio-
nen des Plasminogenaktivator-Inhibitors 1. Die Risikoassoziation
dieser Faktoren ist moglicherweise Ausdruck einer Indikator- oder

‘Markerfunktion, die z. B. auf eine chronische Entziindungsreak-

tion, Endothelschaden, Katecholaminwirkung oder Kovarianz mit
anderen Risikofaktoren hinweist. Daneben sind Kausalzusam-




menhénge zu diskutieren, in denen Hamostase- oder Fibrinolyse-
faktoren Thrombusbildung, -ausdehnung und -persistenz am Ort
einer Plaqueruptur begiinstigen oder unmittelbar auf die Athero-
genese EinfluB nehmen. Als atherogene Faktoren kommen neben
thrombozytaren Wachstumsfaktoren: mitogene und chemotakti-
sche Effekte von Thrombin oder Fibrin(ogen)-Spaltprodukten
sowie die Modulation der Aktivitdt von Wachstumsfaktoren und
Metalloproteinasen durch das Plasminogenaktivator/Plasmin-Sy-
stem der GefdBwand in Betracht.

IgG Subklassendifferenzierung
in Liquor und Serum
bei neurologischen Erkrankungen

B. Kitze', P. Lange’, B. Siegl?

' Neurologische Universitétsklinik, Robert-Koch-Str. 40,
W-3400 Géttingen

2 Alpha Diagnostic GmbH, SiemensstraBe 32, W-6070 Langen

Nach einem etablierten Verfahren (Reiber H., Felgenhauer K.,
1987) kann aus einer Analyse von Liquor und Serum die Immun-
globulinsynthese innerhalb des ZNS berechnet werden. Bei chro-
nisch entziindlichen Erkrankungen des ZNS, z. B. bei der Multi-
plen Sklerose, findet man meist eine IgG Synthese, auf der Basis
immunchemischer IgG Bestimmungen in Liquor und Serum oder
durch qualitative Auswertung der isoelektrischen Fokussierung
von IgG. Die Subklassendifferenzierung des IgG in Liquor und Se-
rum wurde bisher erschwert durch den Mangel an geeigneten an-
ti-lgG Subklassen spezifischen Antiseren bzw. monoklonalen Anti-
kérpern und zusatzlich durch die zu geringe Empfindlichkeit fir
Liquor der meisten etablierten Testsysteme.

Wir berichten Gber den Einsatz einer neuen Methodik, die Prinzi-
pien der Saulenchromatographie und Festphasenimmunanalytik
nutzt und eine ausreichende Sensitivitdt und Spezifitat fir die
Messung der IgG Subklassen im Liquor besitzt. Das Verfahren ist
zuverldssig und laBt sich fir die parallele Messung von Liquor
und Serum standardisieren. ' :

Die Ergebnisse bei Patienten ohne entziindliche Erkrankungen
des ZNS zeigen, da3 die bekannten Prinzipien der diagnostischen
Auswertung der Liquorproteinkonzentrationen anwendbar sind.
Bei Multipler Sklerose wird eine IgG1 und IgG3 Synthese im ZNS
nachgewiesen. Die weitere klinische Evaluierung auch bei infek-
tibsen Erkrankungen des ZNS erscheint sinnvoll sowohi im Hin-
blick auf den diagnostischen Wert als auch zum besseren Ver-
standnis der neuroimmunoloegischen Veranderungen.

Schrifttum:

Reiber H., Felgenhauer K. (1987) Protein transfer at the blood cerebrospinal
fluid barrier and the quantitation of the humoral immune response within
the central nervous system. Clin. Chim. Acta 163:319-328.

Development of a prototype enhanced
luminescence immunoassay
for testosterone

P. Kilmartin, J. Sippy, S. Littlewood
Kodak Clinical Diagnostics Limited, Research and Development,
Chalfont St. Giles, Bucks, UK

We have developed a one step, non-radioisotopic prototype im-
munoassay for the measurement of testosterone in serum or
plasma. The method is based on the convenient enhanced lumi-
nescence technology of the Amerlite™ system.

The assay protocol is as follows: 25 ul of standard or sample is
added to microwells coated with streptavidin followed by 100 pl

of a testosterone-3-CMO-HRP conjugate and 100 pl of a biotinyl-
ated anti-testosterone monoclonal antibody. The wells are then
incubated for 1 hour at 37°C with shaking. After washing the
wells, signal reagent is added and the luminescent signal measur-
ed.

The operating range of the assay is from 0 to 70.0 nmol/l with an
analytical sensitivity of 0.30 mmol/l. The within assay precision is
9.7 to 5.3% CV over the range 3.24 to 61.1 nmol/l. Between assay
reproducibility is 8.8 to 8.0% over the same range. The cross-reac-
tivity with 5a-Dihydrotestosterone and androstenedione is 2.5 and
1.2% respectively and less than 0.1% for all the other clinically
relevant steroids tested. Correlation of the assay with an extrac-
tion RIA method is good.

(Amerlite™ Testosterone (Prototype) = 1.065 x RIA — 0.52 nmol/l,
correlation coefficient = 0.97.)

Recovery on spiking testosterone into a normal human serum
pool was from 96.7 to 102.4%. Results after serial dilution of a
18.0 nmol/l sample were within 94.7% to 96.4% of the expected
value.

Evaluation der ionenselektiven Elektrode
des AXON von Bayer Diagnostics

G. Klautke, R. Rosenbaum®, R. Weber?

' Medizinische Universitétspoliklinik, Zentrallabor,
Wilhelmstra3e 35-37, 5300 Bonn 1

2 Bayer Diagnostik GmbH, Med. Wiss. Abteilung,
WeiBenseestraBe 101, 8000 Minchen 90

Zur Beurteilung der Qualitit der ionenselektiven Elektrode (ISE)
des AXON fiir die Bestimmung der Natrium- und Kaliumkonzen-
trationen in Serum und Urin wurden folgende Versuche durchge-
fuhrt (1). Die Prazision in der Serie aus 20 Wiederholungen (Na:
Median VK = 0,7%, K: Median VK =0,4%) und die Prazision von
Tag zu Tag (Na: Median VK = 1,1%; K: Median VK = 0,9%) an bis
zu 13 Arbeitstagen sowie die Wiederfindung (Na: 96,5% bis
103,7%; K=99,8% bis 105,6%) wurden mit unterschiedlichen
Kontrollseren ermittelt. Korrelationsdaten (Na: r=0,964, y=
1,07 -x-6,9; K: r=0,996, y=0,986 - x + 0,32) von Serumproben
aus der Tagesroutine wurden im Vergleich zum Flammenphoto-
meter AFM 5051 (Fa. Eppendorf) gemessen. Weiterhin wurden der
Tagesdrift und der EinfluB starker Lipdmie sowie extremer Protei-
namien auf den Natriumwert untersucht.

Die Eignung der ISE fir Urinproben wurde durch Vergleich mit
den flammenphotometrisch bestimmten Na- und K-Werten ge-
priift. Die Verwendbarkeit von Urin mit extremen pH-Werten
wurde getestet.

Schrifttum:

1. J.Farre, C. Biosca, R. Galimany (1990) Guidelines for the evaluation of
analysers by ion-selective electrodes. J. Ant. Chem. 12, 116-128

Insulinresistenz auf Rezeptorebene

H. W. Klein, H. Al-Hasani, K. Heidenreich und U. Matthey
Diabetes-Forschungsinstitut an der Universitét Disseldorf

Die Insulinresistenz des Diabetes Typ 2 kann durch abnorme Bin-
dungseigenschaften des Insulinrezeptors (INSR), verminderte Re-
zeptordichte' oder Antirezeptor-Antikorper verursacht sein.
Ebenso kommen bei einer Subpopulation Postrezeptordefekte als
Ursache in Frage. Bei Syndromen mit extremer Insulinresistenz
werden schwerwiegende Stérungen in der Funktion des INSR als
die zugrundeliegenden Defekte verantwortlich gemacht (vergl.
Bell, G. I. (1991): Molecular defects in diabetes mellitus, Diabetes
40, 413-422). Fir die Klassifizierung der Defekte auf Rezeptor-
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ebene werden Beispiele vorgestellt, die 1) Rezeptorbiosynthese
oder Rezeptor-mRNA, 2) den Transport des Rezeptors zur Zell-
oberflache, 3) Insulinbindung, 4) Internalisierung des Hormon-Re-
zeptorkomplexaes, 5) die Recyclisierung des Rezeptors zur Plasma-
membran und 6) die Tyrosinkinase und den Signalflu betreffen.
Da der INSR zu der Klasse der katalytischen Rezeptoren gehort
(vergl. Rosen, O.M. (1987): After insulin binds, Science 237,
1452-1458), ermoglichen die molekularbiologischen Analysen
der Rezeptormutanten Einblicke in den Zusammenhang von
Struktur und Funktion dieses Proteins. Die SchluBfolgerungen,
die sich daraus fur den Mechanismus des Insulin-induzierten Si-
gnalflusses ergeben, werden im Vergleich zu in vitro erhaitenen
Daten Uber die Tyrosinkinase des INSR diskutiert.

Hinweise fiir eine Blut-Liquor-Schranke
fur Lymphozytensubpopulationen durch
durchfluBzytometrische Untersuchungen

T. O. Kleine®, R. Hackler', J. Albrecht?

' Med. Zentrum fir Nervenheilkunde,

Funktionsbereich Neurochemie der Universitdt Marburg
2 Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

Bei der Bestimmung von Referenzwerten fiir Leukozyten im Li-’

quor cerebrospinalis mit dem an Liquor adaptierten Finf-Kanal-
DurchfluBzytometer FACScan (Becton Dickinson) wurde ein Blut-
Liquor-Verhaltnis von 2000: 1 fiir die Gesamt-Lymphozyten gefun-
den, was auf eine Blut-Liquor-Schranke fiir Lymphozyten hin-
weist. Deshalb wird hier eine Differenzierung der Lymphozyten
im Lumballiquor(L)-, Subokzipitalliquor (SOP)- und Blut-Proben
durchgefiihrt durch Markierung mit sieben Fluorescein-Isothio-
cyanat(FITC)- und Phycoerythrin(PE)-markierten monoklonalen
Antikérperreagenzien (SIMULTEST IMK PLUS plus anti-leu-4
(CD3), Becton Dickinson). Aus den Medianwerten der Lymphozy-
tensubpopulationen (Zellen pro ml) wird das Blut-Lumballiquor-
Verhaltnis berechnet und der Anteil in % der Gesamtlymphozyten
in L-(n=22), SOP-(n = 12) und in vendsen Blut-Proben angege-
ben: T-Lymphozyten (CD3*): 1900:1; 92%, 90%, 70%; — aktivierte
T-Zellen (CD3* HLA-DR*): 2200:1; 9%, 7%, 10%; — Helfer/Inducer
T-Zellen (CD4*): 1700:1; 69%, 64%, 47%; — Suppressor/zytotoxi-
sche T-Zellen (CD8*3+): 3200:1; 21%, 19%, 21%; -xCD3*16*56* T-
Zellen: 6100:1; 2%, 4%, 6%; — CD8*4* T-Zellen: 850:1; 4%, 5%,
2%; — NK-Zellen (CD16*56*37): 10 500:1; 4%, 6%, 17%; — B-Lym-
phozyten (CD19%): 30 000:1; 1%, 1%, 11%. — Diese Ergebnisse zei-
gen eine Blut-Liquor-Schranke fiir Lymphozytensubpopulationen
an, die ausgepréagter fir CD3+16*56* T-Zellen, NK-Zellen und B-
Zellen erscheint, wahrend fir CD8*4* (,,unreife T-Lymphozyten”)
eine erleichterte Passage wahrscheinlich ist. Damit muR bei der
Zytodiagnostik im Liquor cerebrospinalis die Existenz einer Blut-
Liquor-Schranke fiir Lymphozytensubpopulationen unter gesun-
den und krankhaften Zustanden des ZNS beriicksichtigt werden.

Zur enzymatischen Bestimmung
von Blutlipidfraktionen
im ELAN Analyzer Eppendorf

T. O. Kleine, C. Haak
Med. Zentrum fiir Nervenheilkunde, Funktionsbereich
Neurochemie, Universitit Marburg a. d. Lahn

Enzymatische Methoden zur Bestimmung von HDL-, LDL-, Ge-
samt-Cholesterin, Triglyceriden und Phospholipiden werden hier
an den ELAN-Analyzer (Eppendorf, Hamburg) bei 37°C adaptiert
und mit entsprechenden manuellen Kiivettentests bei Raumtem-
peratur (Angaben in Klammern) verglichen: Gesamtcholesterin
(CHOD-PAP-Methode) wird in 3 (10) pl Serum (Boehringer Mann-
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heim) bei 546 nm unter Abzug des Reagenzienleerwertes gemes-
sen: Imprazision < 4 (< 5)% VK; Richtigkeit: (< 10%), HDL- und
LDL-Cholesterin nach Polyanionen-Vorbehandlung der Proben in
10 (100) bzw. 5 (25) ul Serum: imprazision: <7 (< 8)% bzw. <&
(< 10)% VK, Richtigkeit: (< 9%) bzw. (< 7%). Triglyceride werden
vollenzymatisch bei 334 nm (Boehringer Mannheim, Methode A)
mit Beriicksichtigung von Reagenzien- und Probenieerwert in 4
(20) pl Serum bestimmt: Imprazision <5 (< 6)% VK, Richtigkeit
(< 2%); mit der GPO-PAP-Methode (Merck, Methode B) in 3 pl Se-
rum im ELAN Analyzer bei 546 nm unter Abzug des Reagenzienle-
erwertes: Imprazision: < 6% VK, Richtigkeit: < 3%. Phospholipide
werden enzymatisch (Boehringer Mannheim) bei 546 nm in 3 (10)
pl Blutserum gemessen mit Abzug des Reagenzienleerwertes: Im-
préazision: <5 (<5)% VK, Richtigkeit: (< 5%). — Nach Passing &
Bablok (1983) ergeben sich im Vergleich zur MS-Referenzmethode
signifikant niedrigere Cholesterin- und Triglycerid-Werte (Me-
thode A); signifikant hGhere Werte mit Methode B im unteren Re-
ferenzbereich, ebenso vom Sollwert erniedrigte Werte mit Me-
thode B im unteren Referenzbereich, ebenso vom Sollwert ernied-
rigte Werte fir Phospholipide und LDL- und HDL-Cholesterin. Im
Serum (n =200) stimmen manuelle und ELAN Analyzer-Bestim-
mungen fiir Gesamt-, LDL-Cholesterin und Phospholipide iiber-
ein; jedoch nicht fir HDL-Cholesterin und Triglyceride (Methoden
A, B). Diese Ergebnisse sollten bei der Erstellung von Referenz-
werten beriicksichtigt werden.

Chemische und enzymatische
Kreatininbestimmung in zwei Analyzern:
Ein Methodenvergleich

T. O. Kleine, C. Haak
Med. Zentrum fiir Nervenheilkunde, Funktionsbereich
Neurochemie, Universitdt Marburg a. d. Lahn

Da die Kreatininbestimmung im Blutserum durch Storfaktoren be-
einfluBbar ist, werden hier zwei vollenzymatische Methoden (A
mechanisiert und manuell (Werte in Klammern); B mechanisiert)
mit einer chemischen Methode C (mechanisiert) verglichen: Ein
enzymatischer Test (A) mit Kreatininiminohydrolase und Gluta-
matdehydrogenase (Biomed, OberschleiBheim) wird im ELAN
Analyzer (37°C; Eppendorf, Hamburg) oder manuell bei Raum-
temperatur und 334 (366) nm in 50 (100) pl Serum mit Abzug des
Probenleerwertes gemessen: Imprazision < 13 (< 7)%, Richtigkeit
(< 3%). Ein enzymatischer Farbtest (PAP) (B) wird mit Kreatini-
nase, Kreatinase, Sarcosinoxidase (Nobis, Edingen) bei 546 nm in
12,5 ul Serum unter Probenleerwertabzug oder kinetisch im ELAN
Analyzer durchgefiihrt: Imprazision: < 9% bzw. < 4% VK; Richtig-
keit < 3%.

Die kinetische Jaffé-Reaktion (C) wird im Astra 8 (Beckman, Miin-
chen) in 30 pul Serum bestimmt: Impréazision: < 8% VK, Richtigkeit
< 1%.

Nach Passing & Bablock (1983) besteht beim Vergleich zwischen
HPLC-Referenzmethode und Test A manuell kein Unterschied,
nicht jedoch mit Test A und B im ELAN Analyzer unter Leerwert-
abzug im Kreatininreferenzbereich. Test C im Astra 8 bringt zu
hohe Werte. Diese Ergebnisse kénnen im Blutserum von Patien-
ten (n = 190) bestatigt werden, wobei gleiche Ergebnisse mit Test
A manuell und Test B kinetisch erhalten werden. Somit bringen
nur Test A manuell und Test B kinetisch im ELAN Analyzer mit der
HPLC-Referenzmethode vergleichbare Ergebnisse.
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Screening von HiV-inhibierenden Agentien,
HIV-neutralisierenden Antikérpern und
Bestimmung von Transfektionseffizienzen
in Mikrotiterplatten: Automatisation des
gesamten Testablaufes von der Zellkultur -
bis zur bildanalytischen Auswertung

A. Kleinschmidt, M. Wachinger, H. Kamutzki*, U. Hopfner,

R. Brack-Werner, V. Erfle

GSF-Institut fir Molekulare Virologie, Ingolstédter Landstr. 1,
D-8042 Neuherberg

* MicroDoc Computersysteme GmbH, Sternstr. 21,

D-8000 Miinchen 22

Mit Hilfe der adhérent wachsenden, HIV-infizierbaren Fibrobla-
stenlinie LC5 (Mellert et al.: AIDS 4, 527-535, 1990) konnte ein
Testsystem auf Mikrotiterplatten zum Nachweis von HIV-neutrali-
sierenden Antikérpern und fiir das Screening HiV-inhibierender
Substanzen etabliert werden. Die intrazellulare Expression viraler
Antigene wird 3-4 Tage nach der Infektion mittels indirekter Im-
munperoxidasefarbung (Mellert et al.: AIFO 1, 105-107, 1985)
nachgewiesen. Die Reduktion der Anzahl Antigen-positiver Foci
(,,infectious centers”) ermdglicht hierbei eine quantitative Aus-
sage zur HiV-neutralisierenden bzw. -inhibierenden Kapazitat der
Antikorper bzw. Testsubstanzen.

Die Einsaat, Infektion, Fixierung und Immunfarbung der Zellen
wird ebenso wie eine mdgliche Toxizitatsliberprifung (MTT-Test)
mit Pipettierautomaten durchgefiihrt, wahrend die Anzahl der ge-
farbten Foci mit Hilfe eines fiir diese Aufgabe entwickelten, auto-
matischen Bildanalysesystems (SNAP/MicroDoc) bestimmt wird.
Die Automatisierung der Test- und Auswertungsablaufe erhoht
sowohl die Effizienz und Reproduzierbarkeit der Untersuchungen
als auch die Sicherheit beim Umgang mit HIV-infizierten Zellkultu-
ren.

Die hohe Sensitivitdt des Bildanalysesystems ermdglicht zudem
eine Analyse auf Einzelzellebene und somit eine Verwendung die-
ses Auswertungssystems fiir andere Zelltypen und Farbungen
wie z. B. dem Nachweis von Transfektionseffizienzen mittels X-
Gal-Farbung. ’

Zellularer Antigen Stimulations Test (CAST):
Ein neues Zellulares Konzept zur Diagnostik
von Allergien '

W. Klingler*, J. W. GroBe*, A. L. DeWeck**, D. Haldimann ***
* Hermann Biermann Diagnostica, Hohe Stral3e 4-8,

D-6350 Bad Nauheim, Germany

** [nstitute of Clinical Immunology, Inselspital,

CH-3010 Bern, Switzerland

*** Biihimann Laboratories AG, Baselstral3e 55,

CH-4124 Schénenbuch, Switzerland

Allergische Reaktionen lassen sich aufgrund der Produktion und
Freisetzung von Entziindungsmediatoren, wie Histamin, Leuko-
trienen, Platelet Activating Factor (PAF) und Zytokinen durch die
beteiligten Zellen als Entziindungsreaktionen charakterisieren. Bei
IgE-vermittelten Allergien des Sofort-Typs sind im wesentlichen
die Mastzellen des Gewebes beteiligt, einige Stunden spéter auch
eosinophile und basophile Blutzellen. Typische klinische Manife-
stationen dieser Allergien sind allergische Rhinitis, Asthma bron-
chiale, atopische Dermatitis und neben einigen Formen der Urti-
karia auch anaphylaktische Schockreaktionen. Wichtigste Media-
toren dieser Reaktionen scheinen die Sulfidoleukotriene LTC4 und
die Metaboliten LTD4 und LTE4 zu sein.

Ein Mikrotiterplatten-ELISA mit einem einzigartigen monoklona-
len Antikorper, der sowohl LTC4, wie auch die Metaboliten LTD4
und LTE4 mit derselben Empfindlichkeit und Spezifitdt erkennt,

eignet sich zum Nachweis der Reaktion basophiler Blutzellen auf
den Kontakt mit Allergenen (und anderen Agonisten basophiler
Zellen). Wie bei der Histaminfreisetzung von Mastzellen wird
beim CAST-Elisa die momentane Reaktivitit des Patienten auf ein
spezifisches Allergen bestimmt.

Die Empfindlichkeit des Tests wird durch eine kurze Vorinkubation
der Zellen mit Inter-leukin 3 entscheidend gesteigert.

Es ist zu erwarten, daB sich der CAST-Elisa neben dem Nachweis
allergen-spezifischer Reaktionen auch zur Diagnose nicht IgE-ver-
mittelter, pseudo-allergischer Reaktionen eignet.

Zwischen dem Allergen-induzierten Histamin-Release und der Al-
lergen-abhéngigen Stimulation der Sulfidoleukotrien-Produktion
und Freisetzung ergab sich, genauso wie zu Skin-Tests und RAST,
eine ausgezeichnete Korrelation (A. L. De Weck et al. ACl News
5/1, 9-14, 1993).

Pyridinium-Crosslinks-ELISA im Urin
als biochemischer Marker
des Knochenstoffwechsels

W. Klingler, S. Seyedin?

' Hermann Biermann GmbH Diagnostica, Hohe Str. 4-8,

6350 Bad Nauheim

2 Metra Biosystems, Inc. 3181 Porter Drive, Palo Alto, CA 94304

Die Erneuerung der Knochenmatrix erfolgt kontinuierlich durch
zwei gekoppelte gegenlaufige Prozesse, die Resorption durch die
Osteoclasten und die Knochenneubildung durch die Osteobla-
sten.

Diese Zelltypen sind fir den Abbau bzw. Aufbau der Knochen-
substanz, welche aus einer anorganischen mineralischen Phase
(Hydroxylapatit) und einer organischen Matrix (Typ I-Collagen,
Gla-Protein) besteht, verantwortlich.

Die Aktivitat der Knochenumbauprozesse 1aRt sich zum einen
durch Messung von Enzymaktivitaten der Osteoblasten (z. B. alka-
lische Phosphatase) oder Osteoclasten (Tartrat-resistente saure
Phosphatase) bzw. durch Messung der Konzentration der Kno-
chenmatrixproteine, die ins Blut, oder in den Urin abgegeben
werden, messen.

Pyr'idinolin (PYD) und Deoxypyridinolin (DPD) dienen der Quer-
vernetzung (Crosslinking) der neusynthetisierten Collagenfibril-
len.

Waihrend des Knochenabbaus kommt es zu einer Degradation des
reifen Collagens und die Pyridinium-Crosslinks (PYD und DPD)
werden als Degradationsprodukte iiber den Urin ausgeschieden.

Da die Pyridinium-Crosslinks fast ausschlieRlich im Knochen vor-
kommen und ihre Ausscheidung nicht durch die Neusynthese von
Collagenen beeinflult wird, gelten Pyridinolin (PYD) und Deoxy-
pyridinolin (DPD) als derzeit beste Parameter zum Nachweis
von Knochenresorptionsprozessen (Osteoporose, primaérer
Hyperparathyreoidismus, Morbus Paget, osteolytische und osteo-
blastische Metastasen).

Nachweisverfahren fir PYD und DPD sind zur Zeit die relative
teure und aufwendige HPLC sowie der von der Firma Metra Biosy-
stems Inc., Palo Alto, USA, entwickelte und durch die Hermann
Biermann GmbH in Deutschland vertriebene Pyridinium-Cross-
links-ELISA.

S. Seyedin et al. (J of Bone and Mineral Research, 17:534, 1992)
fanden eine ausgezeichnete Korrelation (y= 16,54 +0,90x; r=
0,92; t=25,9; p <0,001) zwischen Pyridinium-Crosslinks-ELISA
und HPLC sowie der Bestimmung von Hydroxyprolin und Pyridi-
nium-Crosslinks im Urin mittels ELISA (y =—4,75 + 15,4x; r = 0,90;
t=21,5; p<0,001). :
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Ergebnisse eines Vergleichs
verschiedener nicht-radioaktiver Verfahren
in der Hepatitis- und HiIV-Serologie

Rupert J. Klosson
Abteilung fiir Laboratoriumsdiagnostik, Krankenhausbetrieb des
Schwalm-Eder-Kreises, 3588 Homberg/Efze

Zur Hepatitis- und HIV-serologischen Diagnostik sind in den letz-
ten Jahren eine Vielzahl nicht-radioaktiver Verfahren entwickelt
worden. Im Rahmen einer Studie wurden sowohl mit Patienten-
proben als auch mit Blutbank- und Serokonverterpanels die Er-
gebnisse eines lumineszenzimmunologischen sowie zweier en-
zymimmunologischer Verfahren — davon eines auf der Basis der
Streptavidintechnologie — gegeniibergestellt.

Es fanden sich keine nennenswerten Unterschiede bei den Test-
verfahren Anti-HBc-IgM und Anti-HAV-IgM; die Empfindlichkeit
der HBs-Antigen-Testverfahren war z. T. sehr unterschiedlich. Dis-
krepante Ergebnisse wurden auch bei den Testverfahren fiir Anti-
HBc-IgM + 1gG erhalten, vermutlich bedingt durch falsch positive
Reaktionen bei einzelnen Testverfahren (s. a. 1). Ebenfalls konnten
deutliche Unterschiede bei der Quantifizierung des Anti-HBs fest-
gestellt werden (vergl. a. 2). Mit einem Verfahren, daf nach Anga-
ben des Herstellers auch Anti-HIV-igM erfaf3t, wurde in einem
Serumkonverterpanel bereits in einer friheren Stufe ein reaktives
Ergebnis erhalten.

Die Entscheidung zum Einsatz der Verfahren wird neben den qua-
litativen Anforderungen an einen Test, die je nach Fragestellung
etwas unterschiedlich sein kénnen, auch vom Mechanisierungs-
grad der zu den Testverfahren gehdrenden Analysensystemen,
dem mit der Analytik verbundenen Arbeits- und Zeitaufwand,
dem Kalibrationsaufwand und letztendlich bei quantitativen Ver-
fahren auch von der GréRe des MeBbereichs bestimmt werden;
diese Entscheidungsgréfen werden wertend gegeniibergestellt.

Schrifttum:

1. A. M. Spronk, L. Schmidt, C. Kreng, L. Pavlis-Jenkins, J. Brady, S. Taskor,
C. Angus-Finn, L. Minnus (1991); J. Clin. Microbiol. 29:611-616
2. C. Klein, K.-H. Bayer, M. Wiese, W. Jilg (1992); Klin. Lab. 38:719-720

Stellenwert der nephelometrischen
quantitativen Bestimmung

von Immunglobulinen und Leichtketten
zum Nachweis von monoklonalen
Gammopathien in Serum und Urin

Rupert J. Klosson
Abteilung fiir Laboratoriumsdiagnostik, Krankenhausbetrieb
des Schwalm-Eder-Kreises, 3588 Homberg/Efze

Der Nachweis einer monoklonalen Immunglobulinsynthese bzw.
Leichtkettenausscheidung erfolgt heute iiberwiegend qualitativ
mittels der Immunfixationselektrophorese (1). Dieses Verfahren
ist verhaltnismaRig aufwendig, teuer und nicht mechanisierbar.
Von einigen Autoren wurden daher in den letzten Jahren die ne-
phelometrische Bestimmung von Immunglobulinen sowie der
Leichtkettenquotient im Serum als Screeningverfahren vorge-
schlagen (2).

Bei Patientenseren und -urinen, die aus Kreiskrankenh3usern bei
Verdacht auf eine monoklonale Gammopathie eingesandt wur-
den, wurden die aus einer Probe ermittelten Ergebnisse der ne-
phelometrischen Bestimmung, der Serum-/Urinelektrophorese
und der Immunfixationselektrophorese gegeniibergestelit. Dabei
zeigte sich, daf bei Beriicksichtigung des Bildes der Serumelek-
trophorese eine vorliegende monoklonale Gammopathie durch
die nephelometrische Bestimmung der Immunglobuline und der
Leichtketten nahezu ebenso zuverlassig erfaBt und typisiert wer-
den kann wie mit einem (blichen Immunfixationsverfahren. Da-

224 Lab.med. 17: 224 (1993)

gegen lag nicht bei jedem pathologischen Leichtkettenquotienten
eine monoklonale Gammopathie vor. Die quantitative nephelo-
metrische Bestimmung von Immunglobulinen und Leichtketten
im Serum solite daher im Sinne einer Stufendiagnostik der Im-
munfixationselektrophorese vorgeschaitet sein; bei auffilligen
nephelometrischen Befunden wird eine Immunfixationselektro-
phorese zur Befundsicherung angeschlossen. Bei bekannter mo-
noklonaler Gammopathie erlaubt die Nephelometrie zusatzlich
eine Verlaufskontrolle.

Ebenso kann die Leichtkettenausscheidung im Nativ-Urin nephe-
lometrisch erfa3t werden. Auch hier kann die nephelometrische
Bestimmung der Immunfixationselektrophorese vorgeschaltet
werden, da nach den vorliegenden Ergebnissen Bence-Jones-Pro-
teinurien in der Regel nur bei Konzentrationen eines Leichtketten-
typs von mehr als 100 mg/l vorliegen.
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Performance des Analysensystems
Boehringer Mannheim/Hitachi 911 —
Ergebnisse einer Multicenter-Studie

" R. Koberstein, B. Sowodniok

Boehringer Mannheim GmbH, D-6800 Mannheim 31

Mit einem Durchsatz von nominal 360 Tests pro Stunde ist das
BM/Hitachi 911 fir das mittelgroRe Labor konzipiert.

Am System kénnen 32 verschiedene Analyte bei einer Me3tem-
peratur von T =37°C (zzgl. Na, K, Cl mit ISE) bestimmt werden.
Wahrend einer Multicenter-Studie wurden an sechs Laboratorien
Erfahrungen Gber ein weites Spektrum von Methoden gesam-
melt. Probenmaterial waren Sera, Plasmen und Urine. Das Prif-
protokoll enthielt Aufgaben zur Prazision in der Serie, Prazision
von Tag zu Tag, Linearitat, Drift, Wiederfindung in Kontrollseren
und zu Methodenvergleichen.

Mit sechs ausgesuchten Analyten der Klinischen Chemie wurde
das o.g. Evaluierungsprogramm durchgefiihrt. Insgesamt wei-
tere 20 Methoden, einschlieBlich der ISE, wurden mit speziellen
Fragestellungen in Satellitenstudien gepriift.

Die Variationskoeffizienten (VK) fiir die Prazision in der Serie wa-
ren fir die klinisch-chemischen Analyte < 2%, fiir die ISE-Metho-
den < 1%. Entsprechend waren die VK'’s fiir die Prézision von Tag
zu Tag im Schwerpunkt < 3% bzw. < 2%. Drifteffekte Uber den
MeRtag wurden nicht beobachtet. Die MeRbereiche fiir die mei-
sten Analyte waren hinreichend groR. Die Sollwerte der einge-
setzten Kontrollseren ,wurden innerhalb eines Bereiches von
+10% wiedergefunden. Die Vergleiche zu den Routinemethoden
brachten zumeist gute Ubereinstimmungen mit Steigungskoeffi-
zienten zwischen 0,95 und 1,05 bei vernachlassigbaren Achsenab-
schnitten. GroRere Abweighungen (bis 18%) wurden beim Ver-

. gleich mit unterschiedlichen MeRtemperaturen beobachtet.

Die Ergebnisse bescheinigen dem BM/Hitachi 911 System eine
ausgezeichnete analytische Performance bei hoher Benutzer-
freundlichkeit und Praktikabilitat.

Ergebnisse einer Multicenter-Evaluierung
homogener Immunoassays am
Analysensystem Boehringer Mannheim/
Hitachi 911

R. Koberstein, B. Sowodniok
Boehringer Mannheim GmbH, D-6800 Mannheim 31

Die FIexibiIité’t des Analysensystems BM/Hitachi 911 erlaubt die
Applikation vielfaltiger Methoden. So kann die Bestimmung von



Proteinen, Medikamenten und Hormonen aus einer Probe am sel-
ben Analysengerat und im selben Arbeitsgang durchgefiihrt wer-
den.

Im Rahmen einer Multicenter-Studie zur Evaluierung des BM/Hita-
chi 911 wurden auch Methoden zur Bestimmung von Proteinen
(Turbidimetric Inhibition Immuno Assay) und Medikamenten (Clo-
ned Enzyme Donor Immuno Assay) einbezogen: Transferrin, Fer-
ritin, CRP und RF (TINA-Quant®) und Dioxin, Digitoxin und Theo-
phyllin (CEDIA®). Das Prifprogramm beinhaltete Messungen zur
Prazision in der Serie und von Tag zu Tag, Wiederfindung in Kon-
trollen und Methodenvergleiche in Humanseren. Die Variations-
koeffizienten (VK) fiir die Prazision in der Serie lagen samtlich je
nach Analytgehalt =< 5%. Fir die Prazision von Tag zu Tag lagen
die VK's fiir Digoxin und Digitoxin zwischen 5% und 8%, fir Theo-
phyllin < 4%, entsprechend fiir Ferritin und RF < 10% und fiir CRP
und Transferrin <5%. Die Berechnung der Ausgleichsgeraden
nach Bablok/Pasing erbrachten Steigungen zwischen 0,94 und
1,06. Die Korrelationskoeffizienten lagen zwischen r=0,94 und r =
0,99. Lediglich bei RF wurden gréRBere Abweichungen zur Routi-
nemethode beobachtet (Standardisierung).

Insgesamt zeigte sich die analytische Performance der Bestim-
mung homogener Immunoassays am BM/Hitachi 911 gleichwer-
tig oder Uberlegen zur Routineanalytik bei deutlichen Vorteilen im
Handling und Integration in die Laborroutine.

Diagnostik der ,,Multidrug Resistance”
(MDR) in humanen Leukamiezellen
mittels reverser PCR

Th. Kéhler*, D. LaBner**, S. Leiblein ***, H. Remke **
Universitat Leipzig, Bereich Medizin

* Institut fiir Klinische Chemie; ** Institut fir Pathologische
Biochemie,; *** Klinik fir Innere Medizin,

Héamatologische Abteilung

Manifeste bzw. erworbene Resistenzen maligner Zellen gegen-
tiber konventioneller Chemotherapie sind haufig mit der Expres-
sion/Uberexpression von MDR-Genen (mdr-1, mdr-3) verbunden,
deren Translationsprodukte als membranstandige ', Drug-efflux”-
Pumpen einer gewiinschten Wirkstoffakkumulation in der Tumor-
zelle entgegenwirken (van der Bliek et al., Advances Cancer Res.
52 (1989), 165-203). Widerspruchlich diskutiert wird, ob der MDR-
Phanotyp in Leukocyten bevorzugt durch das Cytostatikum indu-
ziert wird oder bereits als Resultat der malignen Entartung vorlie-
gen kann. Die MDR-Genexpression wurde deshalb in Leukocyten
von 21 Leukamiepatienten (10xAML, 7xCML, 3xALL, 1xCLL) nach
stationarer Aufnahme und im Verlauf der Therapie verfolgt. Die
Messung erfolgte mittels reverser PCR unter Einsatz eines mdr-1/
mdr-3 spezifischen sowie eines neu designten, mdr-1-mRNA spe-
zifischen Primerpaares. Als Standard diente RNA der resistenzse-
lektierten, mdr-1-positiven T-Lymphomzellinien CCRF ADR 5000
und VCR 1000 (Gekeler et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 169
(1990), 796-802). In keinem der untersuchten Félle war vor Beginn
der Chemotherapie mdr-1 oder mdr-3 Expression nachweisbar. In
3 Fillen (2xCML, 1xAML) stelite sich im Therapieveriauf Cytostati-
karesistenz mit nachweisbarer mdr-1 Genexpression ein. Dies la3t
den vorsichtigen SchluB® zu, da8 die MDR maligner Leukocyten
primar durch Cytostatika induziert wird. Ein klinisch-chemisches
,.monitoring” scheint somit erst nach Therapiestart smnvoll zu
sein.

Die Adaptierung eines rekombinanten
Thromboplastins (Innovin™)
auf Koagulometer vom Typ ACL

H.-J. Kolde, B. Becker, B. Denzler
Baxter Diagnostics UnterschleiBheim, Edisonstral3e 3,
D-8044 UnterschleiBheim

Bei der Anwendung des neuen rekombinanten Thromboplastin-
préparates Innovin™ (Baxter Diagnostics) am ACL (International
Laboratory) ergaben sich zunéchst Schwierigkeiten, weil dieses
Gerét eine simultane Kalibration des Quick-Prozentwertes sowie
des abgeleiteten Fibrinogens erfordert. Die Software des ACL 1583t
die Eingabe eines von 100% abweichenden Sollwertes des Kali-
brators nicht zu. Wegen der hoheren Faktorenempfindlichkeit von
Innovin werden jedoch in der Regel in Kalibrierplasmen Quick-
Werte von unter 100% gefunden. Es wurde daher versucht, durch
Anlésen von lyophilisierten Plasmen in geringeren Volumen Ge-
rinnungszeiten zu erzielen, die denjenigen von Frischplasmapool
bzw. dessen Verdiinnungen entsprechen. Es ergaben sich zwi-
schen verschiedenen Kalibrierplasmen einige Unterschiede, die
weniger auf den Quick-Prozentwert zutreffen, sondern eher auf
die Richtigkeit des abgeleiteten Fibrinogens. Die besten Ergeb-
nisse wurden erzielt, wenn zur Kalibration Citrol 1 in entspre-
chend reduzierten Volumen gelést verwendet wurde, wihrend
mit dem Préparat CoagCal® N méglicherweise aufgrund seiner
hoéheren Triibung die Ergebnisse im Vergleich zu Frischplasma et-
was weniger gut ausfielen. Mit der beschriebenen Modifikation
gelingt es, sowohl! die Kalibration des Quick-Prozentwertes als
auch des abgeleiteten Fibrinogens zu erzielen, so daR die Werte
am ACL mit denen an anderen Koagulometern wie z. B. Electra
gut Ubereinstimmen.

Vergleich von empfindlichen
Thromboplastinen bei Patienten
mit stabiler oraler Antikoagulation

H.-J. Kolde, B. Denzler
Baxter Diagnostics UnterschleilBheim, Edisonstral3e 3,
D-8044 UnterschleiBheim

Nach Einfiihrung des rekombinanten Thromboplastinreagenz In-
novin™ (Baxter Diagnostics) wurde in verschiedenen Studien
festgestellt, daR sich im Vergleich zu konventionellen Thrombo-
plastinen insbesondere zu Placentathromboplastin Patienten mit
intensiver oraler Antikoagulation einige Unterschiede zeigten. Wir
haben daraufhin verschiedene empfindliche Thromboplastine mit
ISI-Werten von unter 1,3 (Electra) eingesetzt und mit den Mittel-
werten der exogenen Vitamin-K-abhéngigen Gerinnungsfaktoren
verglichen. Es zeigte sich eine sehr gute Ubereinstimmung zwi-
schen den Prozentwerten mit Innovin™ und dem British Compa-
rative Thromboplastin (BCT/253, ein WHO-Substandard). Diese
beiden Thromboplastine liefern-sehr ahnliche Prozentwerte, die
nahezu den Mittelwert der drei Vitamin-K-abhangigen Faktoren
des exogenen Weges entsprechen. Das zum Vergleich ebenfalls
untersuchte Thromboplastin aus Placenta zeigte dagegen wesent-
lich héhere Prozentwerte und korrelierte weniger gut mit den
Werten der einzelnen Gerinnungsfaktoren, wéahrend ein empfind-
liches Thromboplastin auf der Basis von Kaninchenhirn (Throm-
boplastin 1S, Baxter Diagnostics) in etwa dazwischen lag. Nach
diesen Ergebnissen scheinen Unterschiede zwischen einigen kon-
ventionellen Thromboplastinen und Innovin™ vor allen Dingen
auf eine bessere Plausibilitdt des Quick-Prozentwertes von Inno-
vin™ im Verglelch zu den Einzelfaktoren zuriickzufiihren zu sein.
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Ergebnisse einer multizentrischen Studie
mit einem neuen Thromboplastin auf der
Basis von rekombinantem humanem Tissue
Factor und synthetischen Phospholipiden

H.-J. Kolde, B. Denzler, Isabel Ramirez
Baxter Diagnostics UnterschleiBheim, Edisonstral3e 3,
D-8044 UnterschleiBheim

Ein neues Thromboplastin auf der Basis von rekombinantem hu-
manem Tissue Factor und synthetischen Phospholipiden (Inno-
vin™, Baxter Diagnostics) wurde in einer internationalen multi-
zentrischen Studie mit konventionellen Thromboplastinen auf der
Basis von Kaninchenhirn bzw. Humanplazenta verglichen. Die
Studie wurde auf voli- bzw. teilautomatisierten Gerinnungsgera-
ten vom Typ Electra (MLA) durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Prézi-
sionsuntersuchungen zeigen insbesondere bei pathologischen
Gerinnungszeiten Vorteile fir Innovin™ im Vergleich zu beiden
getesteten konventionellen Gewebsthromboplastinen. Bei Patien-
ten mit kongenitalen Gerinnungsstérungen und mit Lebererkran-
kungen waren die Werte der verschiedenen Reagenzien sehr gut
miteinander vergleichbar. Es zeigten sich jedoch Unterschiede bei
Patienten unter Heparintherapie, wo mit Innovin aufgrund eines
zugesetzten Heparininhibitors tendenziell eher hohere Werte ge-
funden werden, sowie bei Patienten unter oraler Antikoagulation.
Bei diesen Patienten werden mit Innovin™ eher tiefere Werte ge-

funden. Durch in-vitro Untersuchungen der Faktorenempfindlich- -

keit sowie auch durch Untersuchungen der Einzelfaktoren bei Pa-
tienten ist es plausibel, daB das rekombinante Thromboplastin
Innovin™ aufgrund seiner hohen Reinheit und fehlender Konta-
mination mit Gerinnungsfaktoren tiefere Werte liefert als die kon-
ventionellen Praparate. Bei Umrechnung der Werte in die Interna-
tionale Normalisierte Ratio (INR) werden jedoch bei fast allen Pati-
enten sehr dhnliche Ergebnisse gefunden.

Messung des Thrombin-Antithrombin Ill
Komplexes mit einem doppelt
monoklonalen Enzymimmunoassay

H.-J. Kolde, M. MaclInerney, H. Pelzer
Baxter Diagnostics UnterschleilBheim/Miami, EdisonstraB8e 3,
D-8044 UnterschleilBheim

Die Bestimmung des Thrombin-Antithrombin Il Komplexes (TAT)
erfolgt heute zumeist mit polykionalen Antikérpern von begrenz-
ter Spezifitdt. Wir haben verschiedene monokionale Antikérper
gegen TAT entwickelt und zum Aufbau eines vereinfachten En-
zymimmunoassays eingesetzt. Einer der monoklonalen Antikor-
per dient dabei als Fangerantikérper und liegt immobilisiert auf
Mikrotiterstreifen vor. Ein zweiter monoklonaler Antikdrper gegen
TAT ist enzymmarkiert und wird zusammen mit der Probe in die
Mikrotiterplatte gegeben. Nach einem einmaligen Inkubations-
schritt wird der Uberschu an Konjugat und Probenbestandteil

entfernt und durch Zugabe des Substrates die enzymatische Re- -

aktion ausgeldst. Es ist lediglich ein Waschschritt erforderlich. Da-
mit ist der Test in seiner Durchfiihrung einfacher als die bisher
verwendeten Methoden fiir TAT bzw. AT Ill Neoantigen. Die Ergeb-
nisse von Normalen und Patientenproben korrelieren mit der von
Pelzer et al. beschriebenen Originalmethode.

Enzymatische Entfernung von Heparin
aus Citratplasma

H.-J. Kolde, L. Teijidor
Baxter Diagnostics UnterschleiBheim/Miami, Edisonstraf3e 3,
D-8044 UnterschleiBheim

Heparin ist eines der am haufigsten verwendeten Medikamente
im Krankenhaus. Es hat auf verschiedene Gerinnungstests einen
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ganz erheblichen Einflu3, daher wird Gberwiegend auch die Hepa-
rintherapie anhand von Gerinnungsuntersuchungen wie der PTT
gesteuert. In der klinischen Routine ist es jedoch nicht auszu-
schlieBen, daf} Blutproben mit Heparin kontaminiert werden, ins-
besondere bei Abnahme aus Kathetern. Mit einer stabilisierten
Praparation des Enzyms Heparinase aus Flavobakterien (Hepzy-
me™) gelingt es einfach und ohne Probenverlust innerhalb von
15 Minuten Heparin in Plasmaproben abzubauen. Dazu werden
0,5~1,0 ml Plasma in ein Flaschchen mit Hepzym™ gegeben und
dadurch die enzymatische Reaktion gestartet. Die Gerinnungs-
tests PTT und TPZ werden durch dieses Verfahren nicht beein-
fluBt, wie Ergebnisse von Normalspendern zeigen. Zugesetztes
Heparin wurde bis zu 2 U/ML zuverldssig abgebaut. Es ergeben
sich fur dieses Enzym auch eine Fiille von zus3tzlichen Anwen-
dungen, so etwa bei der gleichzeitigen Behandlung mit Heparin
und anderen Medikamenten wie Aprotenin oder Thrombolytika,
die ebenfalls in das Gerinnungssystem eingreifen.

Diagnose der Thrombophilie
und prathrombotischer Zustande

M. Kraus, H. Keuper, K. Fickenscher, U. Becker
Forschungslaboratorien der Behringwerke AG, Postfach 1140,
3550 Marburg

Ca. 1/3 aller Todesfélle in der BRD sind auf thromboembolische
Komplikationen zuriickzufiihren. Die Diagnostik der Thrombophi-
lie und die Erkennung prathrombotischer Zustande sollte ein friih-
zeitiges therapeutisches Eingreifen ermdglichen.

Als gesicherte Parameter der Thrombophilie gelten ein Mangel
oder die Dysfunktion der Inhibitoren Antithrombin ili, Protein C,
Protein S und PAI, sowie des Fibrinogens und Plasminogens. Die
Bestimmung dieser Parameter ist durch photometrische Metho-
den einfach und schnell méglich.

Die Erkennung prathrombotischer Zustande ist erst in den letzten
Jahren durch den Nachweis von Aktivitdtsmarkern moglich ge-
worden und wird noch weiter entwickelt. Bei diesen Markern han-
delt es sich zum einen um Produkte, die aus dem proteolytischen
Kaskadensystem der Gerinnung bzw. Fibrinolyse freigesetzt wer-
den (F1+2, D-Dimer, FSP); zum anderen kdnnen aktivierte En-
zyme in Form ihrer im Blut zirkulierenden Protease/Inhibitor-Kom-
plexe nachgewiesen werden (TAT, APP). Da die intakten bzw. inak-
tiven Vorlaufermolekiile im vielfachen UberschuB vorliegen, ist
der Nachweis nur mit hoch sensitiven und spezifischen Enzymim-
munoassays moglich. .

Rubella Referenz-Panel

T. Krech, Barbara Pustowoit, Monica Grandien, Jennifer Best
European Group for Rapid Viral Diagnosis,
c/o T. Krech, In der Fina 21 A, FL-9494 Schaan, Liechtenstein

Ziel: Durch die Vielzahl angebotener Tests und die fehlende Stan-
dardisierung 1aRt die Vergleichbarkeit infektionsserologischer Un-
tersuchungsergebnisse vielfach zu wiinschen brig. Die Schaf-
fung von Referenzseren in ausreichender Menge ist eine wichtige
Voraussetzung fiir die Standardisierung.

Material und Methoden: Es wurde ein 23teiliger Panel zusam-
mengestellt. Von jedem Teil sind 300 lyophilisierte Aliquots zu
100 pl vorhanden. 12 Seren stammen von Patienten mit frischen
Rételn. 7'Serum stammt von einem Patienten mit vermutlich fri-
scher Epstein-Barr-Virus-Infektion. Von einem Mischserum wur-
den durch 5er-Verdiinnungen mit einem Rételn-lgG-positiven
Normalserum 5 weitere Teile hergestellt. Der Panel wurde sodann
durch die Autoren in 6 verschiedenen Testsystemen quantitativ
auf Roteln-IgM untersucht.



Ergebnisse: Alle Tests erkannten die IgM negativen Seren nicht
erkrankter Patienten richtig. Das EBV-Serum war nur in 2 Testsy-
stemen eindeutig negativ. Die Untersuchung des Panels mit dem
gleichen IgM-Test in zwei verschiedenen Laboratorien ergab ein
vollig identisches Reaktionsprofil. Zwischen Tests verschiedener
Provenienz fiel das Reaktionsprofil jedoch teilweise recht unter-
schiedlich aus. Alle Tests erkannten das 1:5 verdiinnte Poolserim
noch als positiv, das 1:25 verdiinnte als grenzwertig oder negativ.

SchluBfolgerungen: Die Ergebnisse zeigen am hier vorgestellten
Rubella-IgM-Referenz-Panel, daB solche Panels vergleichbare und
reproduzierbare Aufschliisse tiber die Charakteristika verschiede-
ner Tests liefern kénnen. Die Integration einer Verdiinnungsreihe
gibt Anhaltspunkte zur analytischen Sensitivitat. Vorteil solcher
Referenz-Panels ist ihre generelle Verfligbarkeit in relativ groBer
Menge. Damit werden die Ergebnisse verschiedener Untersucher
direkt vergleichbar und wiederholbar. Der Rubella-Referenz-Panel
dirfte bei der Beurteilung neuer Testkits, zur Untersuchung der
Chargen-Variabilitdt sowie fir Vergleichsuntersuchungen zur
quantitativen IgG-Bestimmung in IU/ml nitzlich sein.

Amerlite Primeur. Konzeption und
Entwicklung eines Probenvorverteilsystems

Eugen Kretschmer, Heinz Krauth
Kodak Diagnostik (Deutschland) GmbH,
Mascheroder Weg 1b, 3300 Braunschweig

Wir konzipierten ein Probenvorverteilsystem auf der Basis eines
handelsiiblichen Tecan RSP 5052 (2-Arm-) Samplers fiir den Ein-
satz im Klinisch-Chemischen Labor. Serumproben kénnen aus Pri-
margefaBen in bis zu 6 Verteilziele (= Arbeitsplatze) pipettiert wer-
den. Die zwei Arme des Samplers arbeiten je auf bis zu 3 Zielbe-
reiche, wobei diese wieder aus bis zu 3 Sekundarracks bestehen
dirfen. Konkret werden Verteilungen fiir Arbeitsplatze wie Elek-
trophorese, HDL/LDL, Immunglobuline, Rheumafaktoren und Im-
mundiagnostik vorbereitet. Das Serum kann dabei ein einfaches
Aliquot als Vorlage fiir eine weitere Unterverteilung, oder direkt
eine Testvorlage sein. Verteilvolumina sind im Bereich von 10 pl
bis 1000 ul je Arm konfigurierbar mit dem Ziel, ein Primarrack in
nur einem Pipettierlauf abzuarbeiten, um die Primérproben
schnellstmoglich dem weiteren Laborablauf zugénglich zu ma-
chen.

Mit einem Zieldurchsatz von 300-400 Proben/h soll der Proben-
fluB im Labor unterstiitzt werden. In gleichem Sinne wirkt die
Méglichkeit, Racks aus Klinisch-Chemischen Automaten direkt als
Primarrack auf dem Sampler zu plazieren, mit dem Vorteil, daf
einmal festgelegte Probenpositionen nicht mehr aufgegeben wer-
den missen und manuelle Schritte auf ein Minimum reduziert
werden.

RackgroRen sind frei konfigurierbar und ermdglichen eine opti-
male Anpassung an die im Labor bestehenden Testserienldngen.

Ein wichtiger Aspekt ist die EDV-technische Einbindung in beste-
hende Labor-EDV Systeme mit dem Hintergrund einer transpa-
renten, an samtlichen Schnittstellen nachvollziehbaren und im
Zweifelsfalle Gberpriifbaren Datenkommunikation. Die Einbin-
dung in ein PC Netzwerk wird ebenso unterstiitzt wie der sonst
ubliche bidirektionale EDV-Anschluf3.

Fibronektin in Galle als Parameter zur
Diagnostik maligner Gallengangsprozesse

J. Kropf, Th. Kérner*, A. Brenzel, D. Jaspersen*, W. Schorr*,
C.-H. Hammar*, A. Gressner

Abt. Klinische Chemie und Zentrallaboratorium

des Univ. Klinikums Marburg und

* Med. Klinik Il Stadt. Klinikum Fulda

Es wurde Uberpriift, ob die Konzentration des Glykoproteins Fi-
bronektin in der Galle zur Differenzierung von malignen und beni-
gnen Gallenwegsprozessen beitragen kann. Bei 29 Patienten
wurde im Rahmen der ERC Nativgalle gewonnen und die Fibro-
nektinkonzentration mit einem empfindlichen zeitaufgeldsten
Fluoreszenz Immunoassay (Nachweisgrenze 1,2 ng/ml) bestimmt
(1). Bei 19 Patienten lag kein Gallenwegstumor vor (Choledocholi-
thiasis: n =9, Normalbefund: n = 10), wahrend 10 Patienten ein
Malignom der Gallenwege bzw. des Pankreas aufwiesen (infiltrie-
rendes Pankreas-Ca: n =6, priméares Gallengangs-Ca: n =3, Klat-
skin-Tumor: n = 1). In der Nicht-Malignomgruppe wurde eine Fi-
bronektinkonzentration mit Median 12 ng/m! (untere/obere Quar-
tile 5-30 ng/ml) gefunden. Demgegeniiber waren die Fibronektin-
konzentrationen in der Galle von Patienten der Malignomgruppe
mit einem Median von 1675 ng/ml (untere/obere Quartile:
155-3430 ng/ml) signifikant erhéht (p < 0,001, Krustal-Wallis
Test). Unsere Ergebnisse zeigen, daB in Analogie zur Aszitesdia-
gnostik die Fibronektinkonzentration in der Galle ein wichtiger,
leicht bestimmbarer Parameter in der Differentialdiagnose mali-
gner und benigner Gallenwegserkrankungen werden kann.

Schrifttum:

(1) Kropf, J., Quitte, E., Gressner, A. M. (1991) Time-resolved immunofiuo-
rometric assay with measurement of a europium chelate in solution: appli-
cation . for sensitive determination of fibronectin. Anal. Biochem.
197:258-265. -

Detektion der (14;18) Translokation
bei Patienten mit Non Hodgkin Lymphomen
mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion

Uta Lay, Corinne Klett und Jiirgen D. Kruse-Jarres
Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
Katharinenhospital, Kriegsbergstr. 60, 7000 Stuttgart 1

Im Rahmen von Tumorerkrankungen des blutbildenden Systems
spielen chromosomale Translokationen bei der Tumorpathoge-
nese eine unmittelbare Rolle. So findet man bei Patienten mit Non
Hodgkin Lymphomen haufig eine Translokation zwischen den
Chromosomen 14 und 18 (q32.3; q21.3). Durch diese Transloka-
tion wird das bcl-2-Protoonkogen an eine Stelle im Genom ver-
setzt, an welcher bei gesunden Zellen die Information zur Antikor-
perproduktion (Schwerketten, IgH) lokalisiert ist. Das bcl-2-Onko-
gen wird nun dort, wie urspriinglich das IgH-Gen, verstérkt tran-
skribiert und 18Rt sich in erh6hter Konzentration im Zellkern der
Tumorzelle nachweisen. Das bcl-2-Protein fordert Giber einen bis-
her unbekannten Mechanismus im Zellkern die Zellteilung und
tragt damit zur Transformation einer gesunden Zelle zur Krebs-
zelle bei. Ziel der Arbeit war der Nachweis dieses genetischen
Defekts sowoh! durch zytogenetische Untersuchungen (Chromo-
somenanalysen) als auch durch die hochsensitive Polymerase-
Kettenreaktion, um die ,,minimal residual cells” im Rahmen von
Rezidivkontrollen friihzeitig zu erkennen. Der experimentelle
Nachweis erfolgte aus Leukozyten und Knochenmarkszellen von
NHL-Patienten und aus Tumorzellinien. Im Gegensatz zu den klas-
sischen Methoden wie Zytologie und DurchfluRzytometrie, unter
deren Anwendung erst zu einem spateren Zeitpunkt ein Rezidiv
erkannt werden kann, bietet die PCR die Mdglichkeit, bereits ein-
zelne im Blut zirkulierende Tumorzellen zu detektieren.

Schrifttum:
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Methodenvergleich zwischen
Sedimentations- und
Zentrifugationstechniken bei der
Zytodiagnostik im Liquor cerebrospinalis

R. Lehmitz®, T. O. Kleine*

' Nervenklinik und Poliklinik, Zentrallabor fir Liquordiagnostik
der Universitat Rostock

2 Med. Zentrum fiir Nervenheilkunde, Funktionsbereich
Neurochemie der Universitdt Marburg a. d. Lahn

Fir die Zytodiagnostik miissen Liquorproben wegen ihrer Zellar-
mut (Normalbereich 5 M/l Leukozyten) angereichert werden. Hier
werden Zytozentrifugations- und Sedimentationsverfahren ver-
gleichend untersucht: — Verfahren A: Zentrifugation von 400 i
nativer Probe 10 min bei 900 U/min und Raumtemperatur (Cyto-
spin |; Shandon Labortechnik). — Verfahren B: Zentrifugation von
200 ul nativer Probe 5 min bei 1600 U/min und 5°C (Zytozentrifuge
Hettich; Zytokammer 1275) mit anschlieBender Trocknungszentri-
fugation 1 min bei 3000 U/min. — Verfahren C mit Anreicherung
der zellarmen Liquorprobe durch Zentrifugation 20 min bei
220xg: das resuspendierte Sediment wird zusammen mit 50 ul
Serumalbumin-Parker 199-Medium nach Verfahren B auf einen
Objekttrager (beschichtet mit Polydimethyldiallylammoniumchlo-
rid) zentrifugiert. — Verfahren D: Sedimentation der Liquorzellen

von 1 ml nativem Liquor in der Original-Sayk-Kammer innerhalb

20-30 min bei Raumtemperatur. Alle Liquorzellpraparate werden
nach Pappenheim panoptisch angefarbt. — Folgende Zellausbeu-
ten (in % der Leukozytenzahl von untersuchten Proben) werden
mit den Verfahren erhalten: A: 7-21%; B: 26-53%; C: 37-59%; D:
4-14%, wobei die Differenzierbarkeit der Zellen verfahrensabhéan-
gig ist. Verfahren A, B, C liefern Praparate mit dhnlicher Leukozy-
tenzusammensetzung (Lymphozytenanteil ~ 85%; Monozytenan-
teil ~ 15%); dagegen werden mit Verfahren D durch Lymphozy-
tenverlust ungefahr gleich viel lymphozytdre und monozytare Zel-
len ermittelt. — Damit erscheinen nur Verfahren mit hoher, nicht
selektiver Zellausbeute und unverféalschter Zelldarstellung zur zu-
verlassigen Zytodiagnostik im Liquor geeignet.

Immunchemische Quantifizierung

von IgM, IgA, IgG und Albumin

im Liquor cerebrospinalis

durch Messung der Lichtstreuungsrate
oder der Licht-Vorwartsstreuung

R. Lehmitz®, P. Nebel?, T. O. Kleine? )

' Nervenklinik und Poliklinik, Zentrallabor fiir Liquordiagnostik
der Universitéit Rostock

2 Med. Zentrum fir Nervenheilkunde, Funktionsbereich
Neurochemie der Universitit Marburg a. d. Lahn

Da die Quantifizierung der Immunglobuline IgM, IgA, IgG und von
Albumin im Liquor cerebrospinalis bis heute nicht befriedigend
optimiert werden konnte, werden hier zwei verschiedene immun-
chemische Verfahren an Liquor adaptiert und miteinander vergli-
chen: Das Verfahren A (Array Protein System Beckman) bestimmt
die Rate der Lichtstreuungszunahme bei der Antigen-Antikorper-
Prézipitation; das Peak-Rate-Signal wird in Konzentration automa-
tisch mittels Kalibration umgewandelt. Mit 0,042 m| Probe liegt
die Nachweisgrenze fiir IgM bei > 7 mg/l und IgA bei > 12 mg/l
oberhalb des Liquorreferenzbereiches, weniger fir IgG mit
> 9 mg/l und nicht fir Albumin mit >7 mg/l. Werden in 0,10 mi
Probe die Rate Units (100-4000) von 8 Standards gemessen und
mittels externer Eichkurve evaluiert, betragt der MeRbereich fiir
IgM: 1-14 mg/l, fiir IgA: 3=17 mg/I. Beim Verfahren B (Laser Ne-
phelometer 100, Behringwerke) wird das Vorwirtsstreulicht der
Antigen-Antikirper-Reaktion im Fixed-Time Mode (10's bis 6-60
min) gemessen und mittels Kalibration (8 MeRpunkte) automa-
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tisch in Konzentration (mg/l) umgewandelt: MeBbereiche (Pro-
benmenge): IgM: 1-52 mg/i (0,10 mi); IgA: 1-111 mg/l (0,10 ml);
IgG 5-153 mg/l (0,05-0,10 ml); Albumin 17 (35)-559 (2152) mg/l
(4, 15 pl). Beide Verfahren bestimmen IgA, IgG und Albumin in
niedrigen Liquorkonzentrationen mit einer Imprazision von
<11% VK; IgM kann nur oberhalb seines Referenzbereiches
(> 0,5 mg/l) ermittelt werden (VK > 11%). Mit Antiseren und Kon-
trollen von Beckman, Behringwerke bzw. Dakopatts werden signi-
fikant abweichende Ergebnisse erhalten, was die Standardisie-
rung der immunchemischen Quantifizierung in Liquorproben
dringend erforderlich macht.

Trennung und Identifizierung

von ungesattigten Fettsaure Isomeren

in Blutserum und Fischolpraparationen in
Form ihrer Oxazolinderivate mittels GC/MS

H. M. Liebich, N. Schmieder, H. G. Wahl und J. WélI
Medizinische Universitétsklinik, 7400 Tibingen

Die Identifizierung von ungesattigten, insbesondere vielfach un-
gesattigten Fettsdure (FS) Isomeren in Form ihrer Methylester,
welche iiblicherweise als Derivate bei der FS Analyse benutzt wer-
den, mittels GC/MS bereitet haufig Schwierigkeiten beziiglich der
exakten Lokalisierung der Doppelbindungen. Oxazoline, die durch
Reaktion zwischen FS und 2-Amino-2-methyl-1-propanol (AMP)
hergestellt werden, eignen sich sehr gut fiir eine zuverlassige
Trennung und ldentifizierung der FS. Die Methode wurde auf 37
Referenz FS, die Analysen von FS in Serum und FS in therapeuti-
schen Fischdlpraparationen angewandt.

Die Lipide wurden aus 1 ml Serum mit 4 ml Chloroform/Methanol
(2:1, v/v) extrahiert, und die isolierten Serumlipide oder 0,1 ml
Fisch6! mit methanolischer KOH verseift. Nach Umsetzung der FS
mit 0,05 ml AMP bei 210°C liber 2 h wurden die Derivate an einer
25 m x 0,25 mm FFAP Quarzkapillarsdule getrennt und die Mas-
senspektren im Elektronensto3-Modus registriert. Die Massen-
spektren der Derivate weisen deutliche Molekiilionen, systemati-
sche schrittweise Fragmentierung der FS Kette und besonders ein
sehr typisches und beweisendes Spaltungsmuster fir die Doppel-
bindungen auf. Verschiebungen der Doppelbindungen wahrend
des Fragmentierungsprozesses wurden nicht beobachtet.

Die beschriebene Methode ist einfach in der Ausfiihrung und er-
laubt die zuverlassige Identifizierung ungestéttigter FS Isomere.
Angewandt auf Serum und therapeutische Fischélpraparationen
1aBt sich die Analyse durchfiihren, selbst wenn Referenzsubstan-
zen nicht verfiigbar sind, und in Spuren vorhandene unbekannte
FS koénnen identifiziert werden.

" Lactate Dehydrogenase Isoenzyme Analysis

by Capillary Electrophoresis

Cheng-Ming Liu and Jerry Klein
Beckman Instruments Inc., 200 S. Kraemer Blvd., Brea,
CA 92621, USA

Differentiation of an enzyme into its isoenzyme fractions can be
very useful in the diagnosis of certain diseases. In recent years,
lactate dehydrogenase (LD) isoenzyme analysis has become ex-
tremely useful in confirming the diagnosis of myocardial infarc-
tion. Currently, electrophoresis is the most common method used
to separate isoenzyme fractions. Although electrophoresis separ-
ates the isoenzyme fractions, it does not render them visible to
the naked eye or to spectrophotometric analysis. The separated
isoenzymes -have to react with substrate and NAD*, producing
NADH, which can then be viewed under UV light. Capillary zone
electrophoresis presents a particular problem for isoenzyme



measurements, since it is technically very difficult to introduce
the substrate into the column after separation. A new method is
presented for achieving isoenzymes react with substrate inside
capillary and detecting the end product: NADH. The rate of NADH
production is determined by the rate of increase in absorbance at
340 nm. Substrates are mixed with separation buffer and a stop
flow interruption is programmed during separation in order to
develop measurable catalytic product peaks for measurement.
Results using the five LD isoenzymes as a model system for iso-
enzyme measurement with capillary electrophoresis have shown
detection sensitivity in a clinically useful range.

Myeloma Protein Classification and Typing
by Capillary Electrophoresis

Cheng-Ming Liu and Hann-Ping Wang
Beckman Instruments Inc., 200 S. Kramer Bivd., Brea,
CA 92621, USA

Myeloma Protein (M-Protein) is the product of a single clone of
lymphoid cell. The protein is present in serum or urine in the form
of a monoclonal immunoglobulin. Determination of the class and
type of monoclonal immunoglobulin is very important for clinical
diagnosis and prognosis.

Capillary electrophoresis is a new analytical method in biochemi-
cal research and clinical diagnosis. This technique is well-suited
for automation with on-line detection and real-time data analysis.
This new technique has been applied for serum protein (CZE-SPE)
analysis very successfully. The monoclonal M-Protein can be
identified with CZE-SPE by an elevated UV absorptive peak at the
gamma region. The patient sera can be sorted out from the CZE-
SPE screening and can then be characterized by immunosubtrac-
tion. Immunosubtraction is a technique for removing a specific
class or type or immunoglobulin from serum by use of a solid
support (e. g. cyanogen-bromide activated agarose), which cou-
pled with specific antibody against the immunoglobulin (anti-lgA,
anti-lgG, anti-lgM, or anti-light chain). The class and type of M-
Protein can be recognized by overlaying the electropherograms
before and after reaction with the antibody labelled solid support.
Good correlation was observed when the results of CZE immuno-
subtraction were compared with that of the conventional agarose
gel electrophoresis.

Detektion der 9;22 Translokation
bei Patienten mit chronisch-myeloischer
Leukamie

Daniela Léffler, Corinne Klett und Jiirgen D. Kruse-Jarres
Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
Katharinenhospital, Kriegsbergstr. 60, 7000 Stuttgart 1

Im Rahmen der Diagnose und Prognostik bei Patienten mit chro-
nisch-myeloischer Leukamie spielt der Nachweis der chromoso-
malen 9;22-Translokation . bzw. des Philadelphia-Chromosoms
eine wichtige Rolle. Ca. 95% aller CML-Patienten exprimieren das
Philadelphia-Chromosom (Ph*), die restlichen 5% der CML-Patien-
ten sind Philadelphia-Chromosom negativ (Ph-), wobei die Ph*
CML-Patienten eine giinstigere Prognose aufweisen als die Ph-
CML-Patienten. Das Philadelphia-Chromosom entsteht durch rezi-
proke Translokation an jeweils einem der langeren Arme des 9.
und 22. Chromosoms. Dabei werden Teile des urspriinglich auf
dem 9. Chromosom lokalisierten c-abl Gens gegen Bruchstiicke
des ber-Gens des 22. Chromosoms ausgetauscht. Das durch die
reziproke Translokation verdnderte Chromosom 22 wird als Phila-
delphia-Chromosom bezeichnet. Das entsprechende Fusionspro-
tein p210 (bcr-abl) zeichnet sich durch eine erhdhte Tyrosinkinase-

Aktivitdt aus. Im Rahmen dieser Studie wurden CML-Patienten auf
die Anwesenheit des Philadelphia-Chromosoms untersucht. Es
wurden sowohl DNA-Hybridisierungstechniken mit einer Digoxi-
genin-markierten Phl/bcr 3 Sonde als auch PCR-Ansitze der ber-
abl Fusionsregion nach RNA-Isolierung und Umschreibung in
cDNA durchgefiihrt. Die Detektion der Amplifikationsprodukte er-
folgte durch elektrophoretische Auftrennung und Ethidiumbro-
midfarbung direkt im Gel. Ein Vergleich der beiden Methoden mit
zytogenetischen Analysen zeigte die héchste Sensitivitat bez. der
Detektion des rekombinierten ber-abl Gens bei Anwendung der
PCR, die eine bessere Friiherkennung von Rezidiven garantiert.

Schrifttum:
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Union Européenne
des Médecins specialistes (U.E. M. S.)

Hermann Lommel
Gemeinschaftspraxis

Am 4. Mai 1963 fand in Brissel die erste Sitzung der Fachérzte
fiir Laboratoriumsdiagnostik aus Frankreich, Italien, Belgien, den
Niederlanden, Luxemburg und der Bundesrepublik Deutschland
statt. Dr. Albers, Stuttgart, vertrat die deutschen Kollegen in die-
ser Sektion (Section Monospécialisée de Biologie Médicale) der
Europaischen Vereinigung der Fachiarzte (Union Européenne des
Médecins Specialistes). Zur Erfiillung der Romischen Vertrage
vom 25. Marz 1957 wurde in den Folgejahren die Harmonisierung
der Aus- und Weiterbildung auf dem Gebiet der Laboratoriums-
medizin angestrebt, um eines Tages einen Austausch zu ermdgli-
chen, der auch heute noch nicht in Sicht ist. Dagegen ist die Har-
monisierung gelungen: In jetzt 12 EG-Landern sind die Ausbil-
dung mit Staatsexamen (6 J.) und die Weiterbildung zum Facharzt
(5 J.) identisch. Die Abgrenzung innerhalb der Arzteschaft und
gegeniiber Nicht-Arzten hat stattgefunden. In fast allen Landern
diirfen Nicht-Laborérzte Analysen nicht abrechnen, in wenigen
Landern durfen Apotheker unter der Bedingung derselben Ausbil-
dung, derselben Weiterbildung und der strikten Beschrankung auf
Analysen (Compétance et Exclusivité) den Mangel an Fachérzten
fur Laboratoriumsmedizin ausgleichen. Dies gilt fir Biologen in
Spanien, fur Chemiker in Belgien und den Niederlanden (im Kran-
kenhaus im arztlichen Verbund wie in ltalien: unter Aufsicht, mit
Beschrankung auf das Teilgebiet). Selbstandige MTA und Labor-
gemeinschaften sind nur in Deutschland bekannt. Seit 1992 gilt
die einheitliche Bezeichnung Medizinische Biopathologie mit dem
internen Vorschlag der Anwendung beider Bezeichnungen fiir die
Ubergangszeit.

Methode zur intrakorpuskularen
Bestimmung von Vitamin B12 im Vollblut

J. Lotz*, G. Hafner*, W. Ehrenthal *, M. Ueberscher**,

D. Spangl, W. Prellwitz*

* Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
Universitétsklinik Mainz

** 1. Medizinische Klinik, Universitatsklinik Mainz

Zur Erkennung eines latenten oder manifesten Vitamin B12 Man-
gels, sowie der Entscheidung zur Substitutionstherapie kénnte
die Bestimmung der intrakorpuskuldren Vitamin B12 Konzentra-
tion von Bedeutung sein. Vor der Bestimmung wurde durch 30mi-
niitige Tiefgefrierung (-70 Grad Celsius) eine vollstandige Hdmo-
lyse erreicht. Die Differenz der nephelometrischen Bestimmung
des frejen Hamoglobins zur Cyanmethdmoglobinmethode lag un-
ter 10%. Die Messung der Vit. B12 Konzentration erfolgte durch
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Chemoluminiszenz. Der VK der intra- und interassay-Prazision lag
unter 17%. Verdiinnungsuntersuchungen ergaben eine Wiederfin-
dung zwischen 75-110%. Bei 93 Probanden mit normaler Serum-
Vit.B12 Konzentration, normozytiren und normochromen Ery-
throzytenindizes und weniger als 10000 Leukozyten pro ni fand
sich eine mittlere intrakorpuskulére Vit.B12 Konzentration von
1000 pg/ml (2 s-Bereich: 700-1300 pg/ml) und zeigte daher deut-
lich hdhere Werte als im Serum.

Der Vergleich dreier Patientenkollektive (I: Normalpersonen; II:
nach Mainz-Pouch Operation; lil: M. Crohn, Colitis ulzerosa .bei
Mitbeteiligung des terminalen lleums) ergab bei etwa gleichen
Serumwerten der Kollektive Il und Il deutliche Unterschiede in
der Konzentration der intrakorpuskuldren Vit.B12 Konzentration.
In beiden Kollektiven lagen die Mittelwerte unterhalb des Refe-
renzbereiches.

Vergleich von Pyridinolin-Crosslinks,
1-C-terminalem Telopeptid und Propeptid
des humanen Typ | Prokollagens mit der
densitometrischen Knochendichtemessung
mittels DEXA

J. Lotz*, D. Steeger**, W. Ehrenthal *, G. Hafner*

und W. Prellwitz *

* |Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
Universitatsklinik Mainz

** Orthopdadische Kliniken der Universitdt Mainz

Als biochemische Parameter zur Erfassung des Knochenstoff-
wechsels wurden die Bestimmungen der Pyridinolin Crosslinks
im Urin, des 1-C-terminalen Telopeptides (ICTP) und des carboxy-
terminalen Propeptides des Typ | Prokollagens (PICP) mit den Er-
gebnissen der densitometrischen Knochendichtemessung mittels
DEXA bei 148 Frauen und 23 Mannern verglichen. Die densitome-
trische altersbezogene Knochendichte zeigte weder eine Korrela-
tion zu den katabolen Markern Pyridinolin Crosslinks und ICTP,
noch zu dem anabolen Knochenmarker PICP. Die biochemischen
Parameter hatten eine hohe Spezifitat (> 90%) bei geringer Sensi-
tivitat (< 60%).

Die Unterteilung in erniedrigte, normale und erhdhte altersbezo-
gene Knochendichte ergab keine signifikanten Unterschiede der
Pyridinolin Crosslinks- und ICTP-Bestimmungen. Hingegen zeigte
die PICP Konzentration im Serum eine signifikante Verminderung
mit abnehmender Knochendichte (p > 0,05). Unter Beriicksichti-
gung der menopausalen Einfllisse ergeben sich bei Unterteilung
des weiblichen Kollektives in vier Altersgruppen signifikant unter-
schiedliche DEXA-MeBergebnisse (p < 0,01) ohne klinisches Kor-
relat. Die untersuchten Laborchemischen Parameter sind zur Be-
urteilung der aktuellen Knochendichte im Vergleich zur DEXA we-
niger hinweisend. Ein verminderter Knochenaufbau kann durch
die Abnahme der PICP Konzentration im Verlauf erkannt werden.

Die immunzytologische Diagnose
und Klassifizierung von akuten Leukdamien

W. D. Ludwig
FU Berlin, Universitétsklinikum Steglitz, Abt. fiir Innere
Medizin mit Schwerpunkt Hiématologie und Onkologie

Die Immunphénotypisierung mittels monoklonaler Antikrper
(mAK) gilt heute, ergéanzend zur Morphologie und Zytochemie, als
wichtiger Bestandteil in der initialen Diagnostik akuter Leukamien
und verfolgt 3 wesentliche Ziele: (a) morphologisch/zytochemisch
undifferenzierte akute Leukdmien der B-, T-lymphatischen bzw.
myeloischen Zellreihe zuzuordnen sowie den Reifegrad der Leuk-
émiezellen festzulegen; (b) durch die Behandlung nicht elimi-
nierte residuale Leukdmiezellen nachzuweisen; (c) biologisch
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und/oder prognostisch relevante Subtypen zu erkennen und in
standardisierter Weise zu diagnostizieren. Ausgehend von der
morphologischen Diagnose akute Leukamie erfolgt bei der Im-
munphéanotypisierung zunidchst die Linienzuordnung der Blasten
anhand des Nachweises von membranstiandigen bzw. intrazyto-
plasmatischen Antigenen, die von allen friihen Differenzierungs-
stufen der Myelo- oder Lymphopoese exprimiert werden (z. B.
CD13/33/w65; CD19/cyCD22; CD7, cyCD3). In einem 2. Schritt wird
anhand mAk gegen Antigene, deren Expression eng mit myeloi-
scher (z. B. CD14/15/41/61/64) oder lymphatischer Zellreihe (z. B.
CD1a/2/3/4/5/8/20/24; zytoplasmatische/membranstindige Im-
munglobuline) bzw. hamatopoetischen Vorlauferzellen (z.B.
CD34) assoziiert ist, der immunologische Subtyp festgelegt.

Das Expressionsmuster der og. Antigene innerhalb der immuno-
logisch definierten Subtypen akuter Leukdmien wird dargestelit
und die klinische Bedeutung der Immunphanotypisierung disku-
tiert.

,,Familial Defective Apolipoprotein B-100":
Pathobiochemie und Diagnostik

Winfried Mérz', Manfred W. Baumstark*, Hubert Scharnagl®,
Tilla Pohl?, Viktor Ruzicka', Jiirgen Herwig®, Ludwig Schaaf?,

. Andreas Russ’, Hans-Josef B6hles®, Klaus Henning Usadel?,

Werner Grof3'

' Zentrum der Biologischen Chemie

2 Zentrum fir Innere Medizin

3 Zentrum der Pédiatrie, Universitét Frankfurt und
¢ Zentrum fir Innere Medizin, Universitat Freiburg

Apolipoprotein (apo) B-100 ist ein Hauptbestandteil von VLDL, IDL
und LDL. Durch Interaktion mit LDL-Rezeptoren vermittelt es die
Aufnahme von LDL in Korperzellen, vorwiegend in Hepatozyten.
Ein Aminoséureaustausch von Arginin zu Glutamin an Position
3500 des ApoB ist mit einer erheblich verminderten Bindungsaffi-
nitdt zum LDL-Rezeptor assoziiert. Der hieraus resultierende Pha-
notyp zeichnet sich durch erhohte Plasma-Cholesterin- und LDL-
Konzentrationen aus und wird als ,,familial defective apoB-100
(FDB)” bezeichnet. Die Heterozygoten-Frequenz in den bisher un-
tersuchten Populationen ist etwa 1:500.

Wir haben eine PCR-Methode entwickelt, mit der es maglich ist,
in einem Pool von bis zu 256 Spendern einen einzigen Merkmals-
trager zu identifizieren. Mit Hilfe dieser Methode wurde ein homo-
zygoter Patient fiir die FDB-Mutation beschrieben (Lancet, 340,
1362, 1992). Die Homozygotie wurde dokumentiert durch Restrik-
tions-Isotypisierung und Direktsequenzierung amplifizierter DNA.
Gesamtcholesterin und LDL-Cholesterin betrugen 3,31 g/l bzw.
2,65 g/I. Die Hypercholesterinanamie ist damit weniger schwer-
wiegend als bei homozygotem LDL-Rezeptor-Defekt. Im Internali-
sierungs- und Degradationsassay an primaren humanen Fibrobla-
sten zeigten die FDB-LDL eine deutlich geringere Affinitat zu LDL-
Rezeptoren als ,Wildtyp-LDL". Die Subfraktionierung der FDB-

~ LDL ergab eine Anreicherung der bindungsdefekten LDL in Dich-

teklassen iiber 1,037 kg/L, die Konzentrationen der LDL-Subfrak-
tionen mit geringerer Dichte waren normal.

Die Identifizierung eines fiir ,,familial defective apolipoprotein B-
100” homozygoten Patienten eroffnet auch neue Ansatze zur Kla-
rung der physiologischen Funktionen des apoB, des apoE und des
LDL-Rezeptors. .

Molekularbiologische Analytik
von hamostaseologischen Risikofaktoren

Christine Mannhalter
Klin. Inst. Med. Chem. Lab. Diagnostik, AKH Wien

In den letzten Jahren haben molekularbiologische Untersu-
chungsmethoden zunehmend Eingang in medizinisch diagnosti-



sche Labors gefunden. Im Bereich der hereditdren Gerinnungs-
stérungen wurde mit Hilfe molekularbiologischer Methoden die
Erfassung von Ubertrigern verschiedener Gerinnungsdefekte si-
gnifikant verbessert, wie am Beispiel der Himophilie A besonders
deutlich demonstrierbar ist. .

Waéhrend mit konventionellen Gerinnungsanalysen selbst in spe-
zialisierten Labors eine Konduktorin nur mit 80%iger Sicherheit
diagnostiziert werden kann, ist dies mit molekularbiologischen
Methoden mit 97-100%iger Sicherheit moglich. Bei kleineren Ge-
nen (in der GroBe von einigen Kilobasen), wie z. B. dem Faktor
IX, dem Antithrombin lll, dem Protein C oder dem Protein S Gen,
wird die Mutation beim Erkrankten durch Sequenzanalyse der
DNA festgestellt. In der Folge kénnen Familienangehorige unter-
sucht und die Mutation nachgewiesen werden. Bei groen Ge-
nen, wie dem Faktor VIIl oder dem von Willebrand Faktor Gen ist
ein direkter Nachweis der Mutation derzeit nicht moglich. Dort
muissen sogenannte , Vererbungsanalysen” innerhalb einer Fami-
lie angewandt werden. '

Auf beide Untersuchungsstrategien wird im Vortrag eingegangen
werden.

Evaluierung eines Farblatextestes
zur Schnelldiagnostik von Salmonellen
aus Stuhlproben

A. Margull', P. Schulz’, D. Sandow', Cornelia Seehaus-Aatz?
' Laborarztliche Gemeinschaftspraxis Ludwigsburg
2 Murex Diagnostica GmbH

In Deutschland wurde seit 1986 eine deutliche Zunahme von Sal-
monella-Enteritiden verzeichnet (1, 2). Die derzeitige Methode zur
Isolierung und Charakterisierung von Salmonellen bendtigt einen
Zeitaufwand von mindestens 48 Stunden und eine Reihe von Se-
lektivmedien sowie biochemischen und immunologischen Tests.
Eine Verkirzung dieses diagnostisch leeren Intervalls ist erforder-
lich, um durch die friihzeitige Erkennung von Infektionsquellen
und die zlgige Einleitung hygienischer UberwachungsmafBnah-
men eine Ausbreitung der Salmonellosen zu begrenzen.

Der Wellcolex Colour Salmonella (WLS) stellt ein schnelldiagno-
stisches Verfahren zum Nachweis der Salmonella-Serogruppen A,
B, C, D, E/G und des Vi-Antigens dar. In der vorliegenden Studie
wurde der WLS mit Material direkt aus der Anreicherungsbouillon
von 2423 Stuhlproben durchgefiithrt und die nach 24 Stunden er-
haltenen Ergebnisse mit denen der kulturellen Standardmethode
vergllchen im Vergleich zum iiblichen Kulturverfahren zeigte der
WLS eine Sensitivitat von 100% und eine Spezifitat von 99,8%.

SchluRfolgernd erwies sich der WLS als eine zeitsparende und
sichere Methode zum Screening der Anreicherungsbouillon auf
Salmonellen. Weiterfithrende kulturelle, biochemische und sero-
logische Untersuchungen missen allerdings einen positiven Be-
fund bestéatigen.

Schrifttum:

1. Rasch, G. (1992): Bundesgesundhbl. 7, 350-352.
2. Hartung, M. (1991): Bundesgesundhbl. 12, 555.

New Automated Chemiluminescent
Immunoassay For Free Thyroxine

G. Markowitz, W. Gehrke, R. Schlett, M. Mack, L. Reum
Byk-Sangtec Diagnostica GmbH & Co. KG,
D-6057 Dietzenbach 2, Germany

A new coated tube assay for the determination of free thyroxine
in human serum was developed using the SPALT technology (So-

lid Phase Antigen Linked Technology) utilizing well proven isolu-
minol labelled monoclonal antibody and antigen coated tubes.
The new test is fast, simple and reliable and has been designed
to run manually and on the LIA-mat S300 an open fully automated
system for coated tube immunoassays, respectively.

The test needs two pipettings, with sample volume of 50 ml. Stan-
dards are covering a range up to 10 ng/dl. Incubation time is
1 hour with shaking. Within assay cv's are typically below 5%,
sensitivity is far below 0.1 ng/dl. Measured patient values are re-
liable reflecting the thyroid status. Normal range is between 0.6
and 1.8 ng/dl, sera from pregnant women are measured in the
lower normal range. Values are in close relation to results with
reference methods like symmetric dialysis or the SPAC-ET FT4 kit
a well established method for the reliable determination of free
thyroxine. The new LIA-mat FT4 is not influenced by abnormal
binding proteins. In contrast to compared analog tracer methods
adding of albumin is not increasing the measured values. Spiking
with Thyroxine Binding Globulin yields the expected decrease of
FT4 concentration. With increasing concentrations of oleic acid
higher values are obtained. Predilution of patient samples up to
1:100 gave FT4 concentrations deviating not more than 80% from
undiluted sample values. All results are in good correlation with
our in-house reference method SPAC-ET FT4 (correlation coef-
ficient 0.97) revealing the new LIA-mat FT4 providing a reliable,
rapid and convenient tool for the clinical staff in routine use.

Analytical performance of the selective
multianalyser Olympus AU 5200

H. Mayer, C. Luley, M. Behnke, H. Wieland
Abteilung fir Klinische Chemie, Universitétsklinik
der Albert-Ludwigs-Universitét, Freiburg, Germany
Hugstetter Str. 44, 7800 Freiburg i. Breisgau

The analytical performance of the selective, automatic multiana-
lyser Olympus AU 5200 was tested over three months and as-
sessed for practicability for another six months. Twenty-two ana-
lytes including electrolytes, substrates and enzymes were tested
and compared to the Olympus AU 5200 analyser. A Hitachi 747
analyser was also included in this survey in order to obtain corre-
lation data for ISE measurements. The evaluation followed the
ECCLS guidelines, the results can be summarized as follows:

1. The imprecision data expressed as median CV values were
found below 2% in series for 21 parameters, and for 19 paramet-
ers below 3% from day to day. Creatinine measured with the kin-
etic Jaffe method obtained a median CV value of 4% in series,
creatine phosphokinase showed the worst imprecision from day
to day with a CV value of 9%. Slightly better precision values for
the majority of all tests were found on the Olympus AU 5200 than
on the AU 5000 analyser.

2. The recovery of the assigned values in 32 commercial control
sera was between 95% and 105% for 14 tests. Five of the remain-
ing tests yielded recoveries with deviations between 5% and 10%,
deviations above 10% showed albumine, alanine aminotransfer-
ase, aspartate aminotransferase and creatine phosphokinase. The
accuracy of most test parameters was again slightly better on the
AU 5200 analyser than on the comparison instrument.

3. The range of linearity of the tested methods in general covers
the range stated by the manufacturers.

4. No sample carry-over was detected, reagent carry-over is
impossible on this instrument due to construction principles.

5. Most parameters tested yielded close correlation to those on
the comparison instrument. Amylase measurements on both ana-
lysers correlated well but are not comparable without data correc-
tion.

6. No drift effects were observed over a period of 9 hours.

7. The ion-selective-electrode unit showed very good perform-
ance regarding sample throughput, precision.and stability over
time. -
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8. The whole system showed good practicability with respect to
patient sample and reagent handling, a short training period of
technicians, ease of system software, maintainance, a robust bar-
code reader and a flexible host communication procedure.

Genetisch bedingte
Spurenmetall-Krankheiten

Dieter MeiBner
Stidtisches Klinikum Dresden-Friedrichstadt
Institut fur Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik

Genetische Molekularkrankheiten, die durch genetischen Poly-
morphismus oder genetische Molekulardefekte hervorgerufen
werden, konnen zu Spurenmetall-Krankheiten fiihren, da fast alle
Teilschritte des Spurenmetallmetabolismus an das Vorhanden-
sein von EiweiBkdrpern oder eiweiahnlichen Substanzen gebun-
den sind. Dementsprechend ist die Auswirkung genetischer Muta-
tionen oder Defekte auf Spurenmetalle auBerordentlich vielge-
staltig und kann sowohl deren biochemische Verfiigbarkeit, Ab-
sorption, Transport, Speicherung und Ausscheidung als auch de-
ren Verteilung im Organismus oder biochemische Funktion be-
treffen. Ebenso zahlreich und verschiedenartig sind die Krank-

heitsbilder, die aus diesen Stérungen resultieren. Charakteristi- .

sche Beispiele werden fiir die Elemente Eisen, Zink, Kupfer, Kobalt
und Molybdan besprochen.

Stabilitat des Doppelt-Monoklonalen
Tandem®-PSA Assays und dessen
klinische Bedeutung

M. Meyer, C. Darte
Hybritech Europe SA, Liege, Belgium

Der Einsatz von monoklonalen Antikorpern fiir die PSA-Bestim-
mung bietet die besten Voraussetzungen fir eine genaue Lang-
zeitlberwachung von Patienten mit Prostatakrebs.

Tumormarker-Teste mit zwei monoklonalen Antikdrpern bieten
verbesserte Spezifitdt und die Stabilitdit von Charge zu Charge,
die zur Uberwachung mit Tumormarkern notwendig ist.

Langzeit- und Charge-zu-Charge Stabilitat des Hybritech Tan-
dem®-R PSA Tests mit zwei monoklonalen Antikdrpern ist durch
prospektive Messungen von PSA-Werten von Januar 1989 bis
Mérz 1992 gezeigt worden. Fiinf kommerzielle Kontrolien mit Kon-
zentrationen im Bereich von 0 bis 7 ng/ml wurden gemessen. Der
Mittelwert, Gesamtzahl der gemessenen Proben und der Varia-
tionskoeffizient (%VK) wurde bestimmt. Jede der kommerziellen
Kontrollen wurde iiber den Zeitraum von 1989 bis 1992 mit allen
522 produzierten Chargen des Tandem-R PSA getestet.

Die durchschnittlichen VK fir die PSA-R Konzentrationen lagen
zwischen 0,9% und 3,5%. Der VK der PSA-R Messungen der
0,7 ng/ml Kontrolle Gber zwei Jahre betrug 3,5%.

Diese Daten belegen die Stabilitit der Hybritech Tandem PSA Te-
ste iiber mehrere Jahre. Dadurch hat der Kliniker Gewi3heit, da
Anderungen der PSA Konzentration durch den Tumor und nicht
durch Testvariabilitdten verursacht werden. Der Einsatz von zwei

monoklonalen Antikdrpern im Tandem PSA Test bietet auRerge-’

woéhnliche Charge-zu-Charge Stabilitat Giber einen groBen Zeit-
raum. Dies ist bei den langen Zeitraumen, Giber die Patienten mit
Prostatakrebs beobachtet werden, essentiell.
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Nachweis produktiver Cytomegalievirus
(CMV) Infektionen durch RNA-Amplifikation

T. Meyer, D. Keeser, R. Arndt .
Labor Dr. Keeser/Prof. Arndt und Partner, Hamburg

Aufgrund der Persistenz viraler DNA nach priméarer CMV Infektion
in peripheren Blutleukozyten (PBL) stellt der Nachweis von CMV
DNA in diesen Zellen nicht unbedingt eine produktive Infektion
dar. Da die Transkription der viralen DNA bei nicht produktiven
Infektionen auf die ,,immediate early” Gene beschrankt ist, haben
wir einen PCR Assay entwickelt, um die mRNA des ,late” Gens
UL 99 nachzuweisen, das fiir ein 28 kd Protein kodiert. Die Diffe-
renzierung von DNA und RNA abgeleiteten PCR Produkten erfolgt
durch Analyse der isolierten Nukleinsduren in drei Ansatzen: 1.
Amplifikation nach DNase Behandlung und cDNA Synthese, 2.
nur nach DNase Behandlung und 3. ohne Vorbehandlung. Bei se-
ropositiven Gesunden konnten in keinem Fall RNA abgeleitete
PCR Produkte nachgewiesen werden, was auf die Spezifitat des
Tests hinweist. Dagegen konnte in 10 von 11 Blutproben nieren-
transplantierter Patienten UL99-mRNA nachgewiesen werden bei
denen eine aktive CMV Infektion durch den Nachweis von pp65
Antigen in Granulozyten und CMV DNA im Serum diagnostiziert
wurde. Da bei 2 Patienten der RNA Nachweis zuerst negativ
wurde, scheint die RNA PCR Analyse geeignet, um bei einer anti-
viralen Therapie die Beendigung der Virusreplikation moglichst
friih zu erkennen.

VDGH: Struktur, Aufgaben, Industriedaten,
Aktivitaten

Dierk Meyer-Liier3en
VDGH, Miinchener Stral3e 49, 6000 Frankfurt am Main

Zielsetzung des VDGH ist die Interessenwahrnehmung der in
Deutschland tatigen Diagnostica-Industrie. Dabei hat er es sich
zur Aufgabe gemacht, partnerschaftlich mit allen an der Labordia-
gnostik interessierten Gremien/Organisationen zusammenzuar-
beiten und ihnen als kompetenter Ansprechpartner zur Verfligung
zu stehen. Der VDGH wird dabei beriicksichtigen, da8 im Gesund-
heitssektor immer der Patient-im Mittelpunkt steht.

Die wirtschaftliche Bedeutung der Diagnostica-Industrie ist, trotz
ihres relativ geringen Umsatzvolumens, nicht unerheblich. Deut-
sche Firmen haben am Weltmarkt, der 1990 circa 22 Mrd. DM be-
trug, ungefdhr 25% Anteil. Sie verkauft also, (iberwiegend im Aus-
land, fir 5,5 Mrd. DM Diagnostica.

Da die Bedeutung der Labordiagnostik fiir die Gesundheit und
das wirtschaftliche Einsparpotential bei ihrem richtigen Einsatz
nur unzureichend bekannt sind, informiert der VDGH die Offent-
lichkeit hierliber. Durch Fachaufklarung der Gesundheitspolitiker
sowie der in diesem Sektor tatigen Mitarbeiter in Ministerien und
Behorden sowie Selbstverwaltungskorperschaften und der Medi-

" zinjournalisten wird der medizinische Nutzen herausgestellt und

versucht, die bisher ganz (iberwiegend den monetaren Aspekt in
den Mittelpunkt stellende Diskussion auf eine breitere Basis zu
stellen.’

Folsauren bei Epilepsie und Depressioh

Andrea Michelsen®, Walter Fréscher?, Manfred Wolfersdorf,
Marting ‘Laage?, Gerald Steinbach® und Volker Maier'

Abt. Klinische Chemie', Neurologie? Psychiatrie®,
Universitat Ulm

Es wird vermutet, daB eine Verbindung besteht zwischen den Pa-
rametern von psychiatrischen Diagnosen und erniedrigten Fol-
sdure-Werten. Die psychische Situation kann mdglicherweise



durch die Gabe von Folsdure verbessert werden. Bei Patienten
mit Epilepsie (alle Typen, jeder Typ des Syndroms) und Depres-
sionen (IDC 9, 296,1, etc.) und als Kontrollgruppe Patienten mit
Bandscheibenvorfallen wurde die Folsdure mit Hilfe des Magic®
lite folate assay-Systems von CIBA-CORNING gemessen (Normal-
werte im Serum: 7,61-25,0 nmol/l, in Erythrozyten: 271,8-
973,95 nmol/l). Als bemerkenswertes Ergebnis von 100 Patienten
aus jeder Gruppe ergab sich eine erniedrigte Folsdurekonzentra-
tion bei 15% der Epileptiker und weitgehend Normalwerte bei de-
pressiven Patienten. Dies steht im Gegensatz zu friilheren Berich-
ten der Arbeitsgruppe von Reynolds, London, die bei vielen de-
pressiven Patienten erniedrigte Folsdurespiegel fand. Diese Werte
wurden allerdings mit Hilfe eines mikrobiologischen Assays er-
mittelt: Bis dato ist nicht vollig geklart, ob die mikrobiologischen
und immunologischen MeRverfahren véllig Gbereinstimmen oder
ob die Ergebnisse dadurch zu erkldren sind, daB inzwischen Vita-
minzusétze und damit auch Folsduresubstitutionen der Nahrung
in Deutschland gangig sind.

Der SuRstoff Acesulfam K induziert in
hohen Dosen beim Menschen die Sekretion
von Pankreatischem Polypeptid

Ursula Mirastschijski, Gerald Steinbach, Sabine Bertleff,
Bernhard Glasbrenner, Volker Maier
Abt. Innere Medizin I, Universitit Ulm

Acesulfam K, ein kunstlicher Sii3stoff, der nicht metabolisiert
wird, ist ungefahr 300mal siiBer als Saccharose und wird deshalb
derzeit in der Nahrungsmittelindustrie hdufig eingesetzt. In hohen
Dosen appliziert (150 mg/kg/K. G.), kann er eine cephale Phase der
Insulinsekretion induzieren. Eiweil3, Fett und Kohlenhydrate sind
starke Stimulatoren fur die Sekretion des Pankreatischen Poly-
peptides: Eine Testperson erhielt p.o.: 630 mg Acesulfam K,
415 mg Saccharin, 24g Sorbit+630 mg Acesulfam K, 14g
Xylit + 630 mg Acesulfam K, 24 g Sorbit + 230 mg KCl und 14 g
Xylit + 230 mg KCI. Nach Applikation von Acesulfam K oder Kali-
umchlorid dnderten sich die Glukagonspiegel nicht, wahrend Pan-
kreatisches Polypeptid von 60 auf 200 pg/ml nach 10 Min. anstieg.
Saccharin induzierte eine ahnliche. Hormonsekretion, wéahrend
durch Sorbit das Pankreatische Polypeptid bis auf 280 pg/ml an-
stieg. Es ist jedoch vollig offen, ob den Sekretionsraten von Insu-
lin und Pankreatischem Polypeptid, induziert durch hohe Dosen
von Acesulfam K, eine physiologische Bedeutung zukommt.

INR-TPZ zur Kontrolle
der Oralen Antikoagulation (OAK) —
Eine Klinische Notvver1_<_iigkeit

W. Miiller-BeiBenhirtz
Institut far Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
Biirgerhospital, Tunzhofer Str. 14-16, 7000 Stuttgart

1977 bereits wurde die INR als MaReinheit eingefiihrt und spéte-
stens seit 1985 besteht eine WHO-Empfehlung zur Standardisie-
rung der Therapie-Kontrolle der OAK. Die Verwendung einer inter-
national normalisierten Gerinnungszeitverlangerung (INR) als Er-
gebnisdokumentation soll dabei die unterschiedliche Sensitivitat
der zahlreichen nicht standardisierten biologischen Thrombopla-
stinpraparate (TP) fiir den therapeutischen Gerinnungsdefekt ni-
vellieren. Durch Potenzierung der gemessenen TPZ-Verlangerung
(R) mit einem TP-chargenspez. IS! wird diese auf die Verlangerung
umgerechnet, die mit dem WHO-Standard-TP erzielt wére. Die
Verwendung der INR zur Therapiefihrung der OAK ist eine klini-
sche Notwendigkeit mit groBer, drztlich-ethisch zu verantworten-
der Bedeutung fir die Patientensicherheit.

An Fallbeispielen werden Gefihrlichkeit und Unsicherheit einer
nicht standardisierten OAK verdeutlicht. Es ist unverstindlich mit
welcher Leichtfertigkeit diese international bewshrte Standardi-
sierung bei uns bisher unverstanden geblieben ist bzw. abgelehnt
und die geschilderte Geféhrlichkeit fiir die Patienten in Kauf ge-
nommen wird. Es sollte die Einsicht verlangt werden kdnnen:

~ daB nur mit der INR alle TP den gleichen therapeutischen Be-
reich haben — nicht dagegen mit dem sog. Quick-Wert (den dabei
héufig zitierten pauschalen Bereich von 15-25% gibt es nicht).

— daB nur mit der INR anerkannte, indikationsabhéngige Thera-
pieziele erreicht und Giberwacht werden kdnnen, zumal sich in den
letzten Jahren neue Indikationen einer breiteren Anwendung der
OAK mit sehr unterschiedlichen Intensitdten abzeichnen.

~ daR damit die INR nur der Patientensicherheit und nicht einer
Expertenbefriedigung dient.

Praktisch ist es notwendig, die Thromboplastinzeiten (TPZ) von
der Indikation Uber den Laborauftrag bis zur Dokumentation und
Interpretation prinzipiell auf zwei Arten neu zu definieren:

1. Fir die Therapie-Kontrolle der OAK unter der Bezeichnung
INR-TPZ (oder INR-Test) mit Angabe der INR (zusétzlich evtl. in
Prozent unter Angabe des TP).

2. Fir die Diagnostik unter der Bezeichnung TPZ (Quick) Angaben
in Prozent wie bisher.

Bei der OAK ist die INR konsequent fiir jeden Patienten anzuwen-
den, ein therapeutisches Intensitétsziel ist anzugeben, die Doku-
mentation sollte eine Qualitatskontrolle der Therapiefiihrung er-
leichtern. Dieses ist in allen Laboratorien, Kliniken und Arztpraxen
heute schon moglich. Die Diagnostika-industrie sollte ihrerseits
ziigig weitere Verbesserungen der Standardisierung vornehmen
durch Einfiihrung von Standard- und Kontrollplasmen zur ISI und
INR-Ermittlung.

Postoperativer Verlauf verschiedener
Marker einer aktivierten Haemostase

W. Miiller-BeiBBenhirtz, H. Strosche *, E. Spanuth **,

G. Hiendlmayer, G. Haaf

Biirgerhospital Stuttgart, Inst. f. Klin. Chemie u. Labormed.
* Chir. Klinik

** Boehringer Mannheim GmbH

Pilotstudie mit folgender Fragestellung: Kann in der postoperati-
ven Thromboseprophylaxe ein Monitoring mit Aktivierungsmar-
kern der Blutgerinnung die Entwicklung einer Thrombose (Pra-
thromb. Stadium) so rechtzeitig anzeigen, da® durch Therapiean-
passung eine manifeste Thrombose verhindert werden kann? Da-
fiir wurden bei 54 Patienten mit erhohtem Thromboserisiko und
standardmaRiger Thromboseprophylaxe Blutproben praop. und
bis zu 10 Tagen postop. entnommen und Plasma zur Bestimmung
folgender Parameter eingefroren: D-Dimer Spaltprodukte, [6sli-
ches Fibrin/Fibrinmonomere (FM) mit drei Verfahren, Antithrom-
bin lll-Kkomplexe und Prothrombin Spaltprodukt F1+ 2. Sofort
wurden in jeder Probe die PTT und der FM-Agglutinationstest
nach Largo bestimmt. Von der Auswertung ausgeschlossen wur-
den Pat. mit einer praop. festgestellten und behandelten Gerin-
nungsaktivierung sowie Pat. mit einem Wechsel in der Antikoagu-
lationsprophylaxe und Pat., die verstarben. 46 Pat. kamen in die
Auswertung und wurden in drei Diagnosegruppen eingeteilt: |.
(n = 165) Hiftgelenksendoprothesen, il. (n = 21) Frakturen der unte-
ren Extremititen mit osteosynthetischer Versorgung, lil. (n =10)
groRe abdominelle Operationen (5 Malignome). Es wurde keine
routinemaRige Sonographie oder radiologische Diagnostik zum
AusschluB von Thrombosen durchgefiihrt.

Die Ergebnisse werden als Medianverlaufe fir jeden Parameter in
den drei Diagnosegruppen dargestellt. Folgende Auffalligkeiten
kénnen hervorgehoben werden:

- Die drei Diagnosegruppen unterscheiden sich. Der elektive Ein-
griff einer TEP der Hiifte zeigt die geringste Aktivierung.
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- Eine aktivierte Haemostase ist systemisch bis zum 10. postope-
rativen Tag ansteigend nachweisbar.

- am 4.5. postoperativen Tag zeigen alle Parameter eine beson-
ders hohe Aktivierung an.

- Es lassen sich postoperative ,,Normalverldufe” darstellen, von
denen sich Verldufe mit Patienten mit Komplikationen charakteri-
stisch unterscheiden lassen. Damit kann aus dieser orientieren-
den Studie gefolgert werden: Eine Thromboseentwicklung als
postoperative Komplikation 188t sich durch Bestimmung ausge-
wihlter Marker (FM, D-Dimer, F 1 + 2) erkennen. Weitere, groRBer
angelegte Studien erscheinen erfolgversprechend und von erheb-
licher klinischer Bedeutung.

Hereditarer Protein-S-Mangel:

Erstdiagnose bei einem 75jahrigen Patienten
und seiner Enkelin

mit anschlieBender familiarer Abklarung

M. Neubauer (1), H. Ramschak (2)
(1) Krankenhaus d. Barmherzigen Briider Graz-Eggenberg
(2) Med. Univ.-Klinik Graz

Bei Auftreten thrombembolischer Ereignisse im Alter von unter

40 bis 45 Jahren wird die funktionelle und immunologische Be-
stimmung verschiedener Inhibitoren der Blutgerinnung - in erster
Linie Antithrombin-3, Protein-C, Protein-S — empfohlen. Wir un-
tersuchten zehn Familienmitglieder aus drei Generationen, wobei
sich beim 75jahrigen GroBvater und bei seiner 22jahrigen Enkelin
nahezu gleichzeitig eine thrombophile Diathese manifestierte; bei
beiden betroffenen Patienten wurde ein Protein-S-Mangel (Typ 1)
diagnostiziert. Anamnestische Daten ergaben, da die Eltern des
GroRvaters vor dem 50. Lebensjahr an Pulmonalembolien ver-
storben waren. In der dritten Generation hatte eine Tochter des
GroRvaters als Mutter der erwahnten 22jahrigen Patientin bei de-
ren Geburt eine Bein- und Beckenvenenthrombose erlitten. Eine
Schwester des GroBvaters hatte vier Kinder, wovon drei einen
Protein-S-Mangel aufwiesen, aber nur eines bisher thrombembo-
lische Komplikationen aufwies. In der vierten Generation findet
sich bisher nur die eine beschriebene erkrankte Patientin, vier
weitere Mitglieder zweier Familien sind bisher asymptomatisch,
zwei jedoch mit einer niedrigen Protein-S-Aktivitat. Im Falle rezidi-
vierender thrombembolischer Ereignisse solite auch bei alteren
Patienten an die Erstmanifestation eines Inhibitordefektes ge-
dacht werden.

BeriLux® und RIA-gnost® PSA

coated tube-Assays zur Bestimmung

des Prostata-spezifischen Antigens (PSA)
S. Neuenhofer', G. K. Schnorr®, R. Kismarker®, A. Kraft",

G. Oremek?, P. Merle® '

' Hoechst AG, D-6230 Frankfurt/Main 80

? Klinikum der Johann-Wolfgang-Goethe-Universitit,
D-6000 Frankfurt/Main 70

3 Behringwerke AG, 3550 Marburg/Lahn

Zwei immunometrische (Sandwich-) Assays zur Bestimmung von

PSA werden beschrieben.

Der immunoluminometrische BeriLux®-Assay und der immunora-
diometrische RIA-gnost®-Assay verwenden Antikdrper, die glei-
chermaflen das frei vorliegende PSA sowie den Komplex aus PSA
und a-Antichymotrypsin erkennen. Das Probenvolumen betragt
20 pl (BeriLux®) bzw. 50 pl (RIA-gnost®). Nach der Inkubationszeit
von 60 Minuten (ILMA) bzw. 30+ 30 Minuten (IRMA) ist der
Gleichgewichtszustand erreicht; demzufolge treten keine Kopf-
Schwanz-Effekte auf. Trotz 1-Schritt-Durchfiihrung im Falle des

234 Lab.med. 17: 234 (1993)

ILMA kann eine High Dose Hook Sicherheit von 10.000 ng PSA/m|
garantiert werden. Die analytische Sensitivitat (2 s-Bereich) liegt
unterhalb 0,1 ng PSA/m|, im Falle von BeriLux® bei 0,03 ng PSA/
ml. Das Prazisionsprofil zeigt Intraassay-Werte zwischen 3,5 und
9,5% bzw. 2,4 und 7,6%. Matrixeffekte werden nicht beobachtet.
Andere Proteine wie AFP, CEA, hCG, PAP, Ferritin, Prolactin und
Lactalbumin zeigen keine Kreuzreaktivitat.

Das im ILMA eingesetzte luminogene Label stellt ein Acridinium-
Derivat dar, das sich durch eine besonders hohe Stabilitat aus-
zeichnet. Die Lichtemission wird durch Injektion von zwei ge-
brauchsfertigen Reagenzien im Luminometer ausgelost; die MeR3-
zeit betragt 1 Sekunde pro Probe.

Testung von Immunglobulinpraparaten
auf Anti-HCV

M. Niibling, H. Willkommen, J. Léwer
Paul-Ehrlich-Institut, 6070 Langen

Immunglobulinpraparate werden aus humanem Plasma herge-
stellt. Da humanes Plasma infektiose Viren enthalten kann, ist das
Screenen der Plasmen vorgeschrieben, und es sind die Plasmen
auszusondern, die u. a. HBsAG, anti-HIV 1 und 2 sowie anti-HCV
enthalten. Aufgrund nationaler und europédischer Regelungen
dirfen seit dem 1. 1. 1993 nur noch Immunglobulinpraparate auf
den Markt gebracht werden, die aus anti-HCV-freien Plasmen her-
gestellt worden sind.

Es entstand nun die Frage, ob die Einhaltung dieser Regelung
durch die Testung der Immunglobulinpraparate tiberpriift werden
kann. Wir untersuchten mehrere Chargen von insgesamt 19 Im-
munglobulinpraparaten verschiedener Firmen mit 4 in Deutsch-
land zugelassenen Anti-HCV-Testen (Ortho HCV ELISA Test Sy-
stem, 2. Gen., Abbott HCV EIA 2.0, Wellcozyme anti-HCV und Chi-
ron RIBA HCV Testsystem, second generation assay). Fir einige
Praparate war die Aussonderung anti-HCV-positiver Ausgangs-
plasmen eindeutig nachweisbar. Andere Praparate zeigten dage-
gen bei Testung mit verschiedenen Testsystemen diskrepante Er-
gebnisse. Der EinfluR einiger Parameter (Proteinkonzentration,
pH-Wert, Zusammensetzung des Verdiinnungspuffers) auf die Er-
gebnisse in den verschiedenen Testen wurde untersucht.

Diagnostik von ‘Autoantikdrpern gegen
Zellkerne (ANA) mit der Substrat-
Kombination HEp-2-Zellen/Primatenleber
S. Olbrich, W. Schlumberger, E. Miiller-Kunert, W., K. Stocker

~ EUROIMMUN GmbH, Grof3 ‘Grénau bei Liibeck

Fragestellung: Autoantikorper gegen Zellkerne (ANA) werden
vorwiegend durch indirekte Immunfluoreszenz bestimmt, in der
Regel mit humanen Epithelzellen (HEp-2-Zellen) oder mit Gefrier-
schnitten der Leber als Testpraparaten. Mit jedem einzelnen Sub-
strat erfaBt man allerdings nur ein begrenztes Spektrum der rele-
vanten Antikorper. Wir haben gepriift, ob man durch eine Kombi-
nation beider Substrate die diagnostische Sicherheit steigern
kann.

Methoden: Insgesamt wurden 600 Seren mit der indirekten Im-
munfluoreszenz analysiert. Die verwendeten Objekttrager enthiel-
ten zwej'BIOCHIPS je Reaktionsfeld, mit Gefrierschnitten der Pri-
matenleber und mit HEp-2-Zellen. Bei positiven Resultaten wur-
den Antikdrper gegen mehrere definierte Zellkern-Antigene mo-
nospezifisch durch einzelne ELISA identifiziert.

Ergebnisse: Sechsundsiebzig der 600 Seren ergaben mit Leber
und HEp-2-Zellen tibereinstimmend einen positiven und 480



einen negativen ANA-Befund. Ein Drittel der positiven Resultate
zeigte eine Diskrepanz: 37 ANA waren nur mit einem der beiden
Substrate nachweisbar oder die Titer differierten um den Faktor
10 und dariiber. Mit HEp-2-Zellen waren mehr’ Antikérper und
meist hdhere Titer festzustellen, bei-den Gewebeschnitten lieRen
sich negative Befunde eindeutiger ablesen. Antikérper gegen
RNP, Sm, DNS, Histone und Nuclear Dots reagierten mit HEp-2-
Zellen und Leber gleich stark, wahrend Antikérper gegen SS-A,
SS-B, Zentromere und Cyclin auf Lebergewebe eine viel schwé-
chere Fluoreszenz zeigen. ANA der Immunglobulin-Klasse IgM
reagierten bei der Leber mit allen Zellkernen, bei den HEp-2-Zel-
len nur mit den mitotischen Zellen.

Diskussion: Beide Substrate haben Vor- und Nachteile: HEp-2-Zel-
len enthalten humane Antigene, sie sind als Zellkultur-Préaparat
leichter standardisierbar, ihre (gréBeren) Kerne erlauben eine ge-
nauere Antikdrper-Differenzierung aufgrund des Fluoreszenzmu-
sters und sie weisen mehr Mitosen auf. Bei der Leber lassen sich
negative Resultate oft sicherer erkennen, sie eignet sich daher
besser zur Titration. Mit Lebergewebe kann man auRerdem zu-
satzliche Antikorper identifizieren, etwa gegen Leber-Niere-Mikro-
somen, losliches Leber-Protein, Endomysium und Granulocyten
(p-ANCA, c-ANCA; Granulocyten in den Sinusoiden), deren
Kenntnis den Klinikern zu einer unvermuteten Diagnose verhelfen
kann! Durch eine Beurteilung des Fluoreszenzmusters und durch
einen Vergleich der Fluoreszenz beider Substrate miteinander
kann man Zellkern-Antikorper bereits vordifferenzieren. Folge-
rung: Die parallele Untersuchung mit beiden Substraten, HEp-2-
Zellen und Gefrierschnitten der Primatenleber, ermdglicht eine
qualifizierte Diagnose der Zellkern-Antikorper.

Proteinbezug des Fructosamins fiihrt zu
Fehleinschatzung der Blutzuckerkontrolle

Bernhard Olgeméller, Klaus Gerbitz und Erwin Schleicher
Medizinisch-diagnostisches Institut, Fiihrichstr. 70,

8000 Mdnchen 80 und Institut fir Klinische Chemie

und Diabetesforschung, Kélner Platz 1, 8000 Miinchen 40

Unter der Annahme einer relativ konstanten Halbwertszeit des
Hamoglobins werden HbA, und HbA,. auf die Hb-Konzentration
bezogen. Der Nutzen eines Proteinbezugs des Serumfructosamins
hingegen wird kontrovers diskutiert. Theoretisch sollte die Fructo-
saminkonzentration der Albuminkonzentration und -Halbwertszeit
sowie der Glucosekonzentration proportional sein. Um die Ursa-
chen der berichteten Varianz des Fructosamins zu untersuchen,
wurden 63 nichtdiabetische. Patienten mit einem HbA,. zwischen
5,1 und 5,9% ausgewahlt, die einen vergleichbaren mittieren Blut-
glucosespiegel aufweisen sollten. Die gemessenen Fructosamin-
konzentrationen (Frc) korrelierten sehr schlecht mit der Albumin-
konzentration (r = 0,348). Beriicksichtigt man die Abhangigkeit der
individuellen Halbwertszeit des Albumins vom Serumalbumin-
spiegel (T, =-log Alb) [1], so ergibt sich: log(Frc/Alb) = konst. -
k(Alb). Der Logarithmus des spezifischen Fructosamins Frc/Alb
korreliert nun gut mit dem Serumalbuminspiegel (r = -0,842). Ein
niedriger Albuminspiegel fihrt also zu einer verldngerten T,, und
damit zu einem héheren spezifischen Fructosamin und vice versa.
Ein Proteinbezug des Fructosamins fiihrt so zur Fehleinschétzung
der Blutzuckerkontrolle.

Schrifttum:
{1] Schulze HE Heremans JE: Molecular biology of human proteins. Am-
sterdam, New York Elsevier 1966. 450-517.

Neopterin ein biochemischer Marker
zur Erfassung von Infektionen?

G. M. Oremek, U. B. Seiffert und M. Zirker
Zentrallabor — ZIM, Universitéatsklinikurn, Theodor-Stern-Kai 7,
6000 Frankfurt/Main

Bei 160 Patienten mit infektidsen Komplikationen im Rahmen der
stationdren Behandlung wurde das Neopterin im Serum be-
stimmt. Zusétzlich wurden folgende Laborparameter bestimmt:
CRP, Elastase und B,-Mikroglobulin.

Die Normwerte fiir das Neopterin wurden an 100 gesunden Pro-
banden ermittelt. Die Neopterinbestimmung wurde mit einem
kompetitiven Enzym-Immunoassay am MIOS-Analyzer durchge-
fihrt. Die Stabilitdt von Neopterin wurde bei unterschiedlichen
Lagertemperaturen iiberpriift.

Fiir die gesunden Probanden ermittelten wir einen Normbereich
der Neopterinkonzentration im Serum, der zwischen 1,7 nmol/l
und 13,5 nmol/l lag. Neopterin ist eine lichtempfindliche Sub-
stanz. Unter Lichtausschlu bei + 4°C ist das Neopterin 14 Tage
lang stabil. Ein Neopterinanstieg ging bei 69,5% der Patienten den
klinischen Symptomen voraus. Bei 11,3% der Patienten kam es zu
einem Neopterinanstieg ohne faBbares klinisches Korrelat.

Die Relevanz der Neopterinmessung in der Diagnostik wird weiter
bearbeitet.

Bestimmung der PMN-Elastase bei
Patienten der chirurgischen Intensivstation

G. M. Oremek, J. Windolf, U. B. Seiffert und M. Zirker
Zentrallabor — ZIM, Zentrum der Chirurgie, Universitéts-
klinikum, Theodor-Stern-Kai 7, 6000 Frankfurt/Main

Bei 2000 Patienten der chirurgischen Intensivstation im Zeitraum
von Januar 1991 bis Januar 1993 mit verschiedenen Erkrankun-
gen wurde die PMN-Elastase bestimmt.

Die Bestimmung der PMN-Elastase erfolgte mit einem Immu-
noassay der die IMAC-Technik verwendet (klinisch-chemischer
Analyzer RA-1000). Die Normwerte wurden an 100 gesunden Pro-
banden ermittelt.

Zur Untersuchung wird EDTA bzw. Citratplasma verwendet. Das
Plasma muR binnen 2 Stunden nach Blutentnahme gewonnen
werden.

Fiir das gesunde Kollektiv wurde ein Normbereich von 22+ 10 pg/!
ermittelt. Die PMN-Elastase ist ein sehr stabiler Parameter, der bei
+4°C 4 Wochen stabil ist, bei Raumtemperatur 1 Woche. Diese
Stabilitat gilt nur beim Normalkollektiv.

PMN-Elastase ist ein diagnostischer Parameter bei entziindlichen
Prozessen und deren Verlauf.

Mammary Serum Antigen (MSA)
ein Tumormarker fir Mammakarzinom?

G. M. Oremek, M. Stegmiiller, A. Verring und U. B. Seiffert
Zentrallabor — ZIM, Zentrum der Frauenheilkunde, Univer-
sitétsklinikum, Theodor-Stern-Kai 7, 6000 Frankfurt/Main

Wir haben bei 50 Patienten mit einem Mammakarzinom in ver-
schiedenen Stadien das MSA bestimmt. Die Normwerte ermittel-
ten wir bei 100 gesunden Probanden (80 Frauen und 20 Ménner)
im Alter von 18 bis 65 Jahren.

Die MSA Bestimmung wurde mit einem Inhibitions-Elisa mittels
monoklonaler Antikérper durchgefiihrt. Die Stabilitdt von MSA
wurde bei + 25°C, + 4°C und -20°C untersucht. Zusatzlich sollte
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die Relevanz in Diagnostik und Prognose bei Mammakarzinomen
festgestellt werden. Lobulére und mucindse Karzinome sezernie-
ren MSA in das Serum.

Bei 92% der Probanden liegt der Normwert unter 30 U/l, bei 8%
zwischen 30 U/l und 40 U/l. MSA ist bei + 25°C 12 Stunden lang
stabil, bei + 4°C zwei Tage, bei -20°C bis 4 Wochen.

Fir Mammakarzinome ist das MSA als Diagnostikum anzusehen,
vor allem zur Verlaufskontrolle bei konservativer und operativer
Therapie. Vergleichsuntersuchungen beziiglich der Relevanz und
Korrelation mit anderen Tumormarkern wie CA 15-3 und MCA
werden bearbeitet.

Umsatzmessungen
des Kohlenhydratstoffwechsels

D. Overkamp, W. Renn, A. Pickert, M. Eggstein
Medizinische Universitétsklinik, Abt. IV, 7400 Tiibingen

Die Glukosekonzentration im Plasma resuitiert aus dem Verhaitnis
von Glukosezufuhr zu Glukoseelimination. Im postabsorptiven
Basalzustand ist die endogene Glukoseproduktion in der Leber
die einzige Quelle der Glukosezufuhr, wahrend die Glukoseelimi-
nation durch verschiedene Mechanismen erfolgt. Zum einen fin-

det sich eine Partitionierung der Glukoseaufnahme in insulinab-

héngige und insulinunabhéngige Gewebe, zum anderen verlduft
die Verstoffwechselung der Glukose intrazelluldr auf unterschied-
lichen Wegen: die Glycogenbildung steht oxidativem und nicht
oxidativem Glukosestoffwechsel gegeniiber. Tracermethoden ma-
chen es méglich, die Geschwindigkeit des Glukoseumsatzes im
Plasma zu bestimmen. Insbesondere der Einsatz des stabilen Koh-
lenstoffisotops *C zur Markierung des Glukosemolekiils erlaubt
zusatzlich die quantitative Beurteilung der Glukoseumwandlung
in Stoffwechselzwischen- und endprodukte. Die apparativen Vor-
aussetzungen fir die Messungen, die analytischen Methoden,
und Ergebnisse bei Normalpersonen werden besprochen.

Hamostaseologische Risikofaktoren
der vendsen Thrombose

Ingrid Pabinger
Med. Klinik I, Abteilung fiir Himatologie
und Himostaseologie, Wahringer Giirtel 18-20, 1090 Wien

Bei manchen Individuen und Familien kann eine auffallige Nei-
gung zu vendsen Thrombosen beobachtet werden. 1965 wurde
erstmals ein Zusammenhang zwischen biochemischer Abnorma-
litdt (Antithrombin 1ll-Mangel) und Thromboseneigung beschrie-
ben. Weitere Abnormalitaten, die zu einer Thrombophilie fiihren,
sind der Protein C-(PC), der Protein S-(PS) Mangel und die Dysfi-

brinogenédmie. Das Auftreten eines Lupus-Antikoagulans oder -

maligne Erkrankungen, insbesondere myeloproliferative Syn-
drome, sind erworbene Risikofaktoren fiir das Auftreten von ve-
ndsen Thrombosen.

Die Prévalenz des AT lll-, PC-, PS-Mangels und der Dysfibrinoge-

némie bei Patienten mit venésen Thrombosen betragt rund 7%.

Bei Selektion nach klinischen Kriterien (positive Familienanam-

nese oder friihes Manifestationsalter) steigt die Pravalenz der in-

hibitorméngel um ca. das Zweifache. Bei ca. 1% von Patienten

Lnit Thrombosen kann ein Lupus-Antikoagulans gefunden wer-
en.

Es besteht eine bedeutende inter- und intrafamilire Heterogeni-
tét in bezug auf die Auspragung der Thromboseneigung bei den
einzelnen Individuen. Wesentlich fiir die Abschatzung des Risiko-
profils ist die individuelle und familiare Vorgeschichte von vené-
sen Thrombosen. Bei therapeutischen Uberlegungen soliten.da-
her sowohl Labordaten iiber die Art der biochemischen Abnorma-
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litat als auch Information {iber die klinische Vorgeschichte vorhan-
den sein. Eine Langzeitantikoagulantien-Therapie solite nur bei
Patienten mit rezidivierenden Thrombosen und/oder bei Patien-
ten mit bewiesener biochemischer Abnormalitat, die bekannter-
weise zu Thrombosen fiihrt, eingeleitet werden.

Einpunktquantifizierung zur Bestimmung
von Borrelia-spezifischen IgG-AntikGrpern
in einem neuen ELISA

Helmut Peters, Klaus Ruth, Hans-Détlef Dopatka
Forschungslaboratorien der Behringwerke AG,
Postfach 1140, W-3550 Marburg/Lahn

Die Quantifizierung von Anti-Borrelia-lgG-Antikérpern, bei gleich-
zeitigem Nachweis von IgM-Antikorpern, ist hilfreich bei der Er-
mittlung des Krankheitsstadiums und bei der serologischen Ver-
laufskontrolle nach Antibiotika-Therapie. Das Ziel der vorliegen-
den Studie war die Bewertung einer neuen Methode zur Einpunkt-
quantifizierung von Borrelia-spezifischen IgG im Vergleich zu her-
kéommlichen Methoden, wie Endpunkttitration oder Referenzkur-
venerstellung.

Der neue ELISA (Enzygnost® Borreliosis) im Mikrotiter-Format ba-
siert auf dem indirekten Testprinzip und verwendet ein y-spezifi-
sches POD-Konjugat. Die Festphase ist mit einem Detergenz-Ex-
trakt des européischen Patientenisolates PKo beschichtet. Zur Re-
duktion von Unspezifitdten enthalt der Probenverdiinnungspuffer
Ultrasonikat-Antigen aus Treponema phagedenis.

Die Quantifizierung des Borrelia-spezifischen 1gG in menschli-
chem Serum, Plasma oder Liquor cerebrospinalis erfolgt mittels
der ,,a-Methode”, welche die optische Dichte (OD) bei einer fest-
gelegten Probenverdiinnung (1:231) mit dem Titer (oder mit Ein-
heiten) in folgender Formel verkniipft:

log Titer = a - OD?

a und B sind chargen-spezifische Konstanten. Eine MeRwertkor-
rektur unter Verwendung eines positiven Referenzserums verbes-
sert die Reproduzierbarkeit von Charge zu Charge, von Test zu
Test und von Labor zu Labor. Im Gegensatz zur Titration erlaubt
die stufenlose Quantifizierung eine frithere Beurteilung von Titer-
bewegungen. Somit liefert die a-Methode (Dopatka, H.-D. und
Giesendorf, B., J. Clin. Lab. Anal. 6:417-422 (1992)) einen wichti-
gen Beitrag zur Verbesserung der Standardisierung von serologi-
schen Tests zur Borrelia-Diagnostik.

Molekularbiologische Diagnostik
der HIV-Infektionen

Harald Petry, Walter Bodemer und Gerhard Hunsmann
Deutsches Primatenzentrum, Kellnerweg 4, D-3400 Géttingen

Die hohe Sensitivitat der. Polymerasekettenreaktion (PCR) erlaubt
den Nachweis einer frithen HlV-Infektion, in der mit bisherigen
immunologischen und virologischen Verfahren kein Virusnach-
weis gelingt. Immundefizienzviren sind Retroviren, die ihre DNA
in das Erbgut der befallenen Zellen einbauen und dort als Provi-
ren Uber Jahre persistieren konnen. In dieser Situation ist kein
virales Antigen nachweisbar, unter Umstanden auch kein Antikor-
per, wohl aber das virale Erbmaterial mit der PCR. Durch Sequen-
zierung der PCR Produkte ist eine schnelle und genaue Typisie-
rung des infizierenden Virus méglich. Da die PCR auch quantifi-
zierbar ist, kann sie AufschluB {iber die Virusbeladung des Patien-
ten geben, was zur Therapieliberwachung benutzt werden kann.
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New immunoassays of HCG, MCKMB, TSH,
and Beta-2 microglobulin for the Du Pont
aca® discrete clinical analyzer

James F. Pierson-Perry, Thomas A. l:uha; Joseph Sielemann
E. I. du Pont de Nemours and Co., Inc., Medical Products
Department, Glasgow Site, Wilmington DE 19898, USA

We describe four new diagnostic tests which have been devel-
oped on the DuPont aca® discrete clinical analyzer. HCG (human
chorionic gonadotropin), MCKMB (mass creatine kinase MB), and
TSH (thyroid stimulating hormone) are heterogeneous sandwich
immunoassays based on the new DuPont aca® plus immunoassay
system. B2M (beta-2 microglobulin) is a homogeneous immuno-
assay using particle-enhanced immunoturbidimetry.

The HCG, MCKMB, and TSH assays are sensitive two-site enzyme
immunoassays. Chromium dioxide magnetic particles provide a
solid support for a capture monoclonal antibody. The enzyme
conjugate contains an F(ab’)2 detection monoclonal antibody
fragment, coupled to beta-glactosidase (HCG and MCKMB) or al-
kaline phosphatase (TSH). The aca(R) plus automatically performs
the sandwich formation and separation steps, then transfers the
magnetic particle-analyte-enzyme conjugate complex into an ana-
lytical test pack. The aca(R) analyzer quantitates the enzyme moi-
ety of the sandwich through hydrolysis of a chromogenic sub-
strate (HCG and MCKMB) or an amplification cascade based on
hydrolysis of synthetic flavin adenine dinucleotide phosphate
(TSH). The B2M assay reacts analyte with antibody-coated latex
particles in an analytical test pack. The resulting rate of aggre-
gation is proportional to sample concentration.

The Cobas Core anti-HAV-EIA:
Performance of the Cobas Core anti-HAV EIA
as highly sensitive ,,pseudo”-2-step Elisa

J. Piper’, B. Satzinger', M. Zauke®, G. Wagner*, A. Delem?,

H. Andres’, D. Lavanchy?, E. D’Hondt?, H. Hiidig®

' Roche Diagnostic Systems, a Division of Hoffman-La Roche
Ltd., Basel Switzerland

2 Division d’lmmunologie et d’Allergie, Centre Hospitalier
Universitaire Baudois, Lausanne, Switzerland

3 SmithKline Beecham Biologicals, Rixensart, Belgium

After immunization of patients with inactivated HAV vaccine the
success of vaccination has to be examined by measurement of
the patients’ anti-HAV antibody response. Some commercially
available tests for total anti-HAV antibody screening are not sensi-
tive enough to reveal an early and significant seroconversion.
Therefore, it is often necessary to use self-designed tests, which
are more sensitive. However, these assay systems often lack con-
venience. Sometimes they need overnight incubation or, in the
case of neutralization assays, virus cultivation has to be done for
several days.

To overcome these problems we developed a new competitive
one-step solid phase anti-HAV ELISA (Cobas Core Anti-HAV EIA),
which can be performed manually or automatically on the Cobas®
Core Random Access Immunoanalyzer with a total incubation
time of only 75 min and a detection limit at cutoff of < 140 ml U/
ml.

Moreover, performed as a ,pseudo”-2-step version, wherein
sample and solid phase (anti-HAV analyte/HAV-complex bound to
polystyrene beads) are preincubated before the anti-HAV-POD
conjugate is added, the assay shows an even higher analytical
sensitivity at cutoff (5-25 ml U/ml). Nevertheless this test version
only lasts 2 hours and 45 min.

The external evaluation of the Cobas Core Anti-HAV EIA with 526
specimens from a hospital laboratory revealed a specificity and
sensitivity of 100%. In addition, a quantitative anti-HAV determi-

nation from 995 HAV vaccinated patients was performed with the
Cobas Core Anti-HAV EIA in its highly sensitive »pseudo’-2-step
test formate. Quantitative data correlate well with those gener-
ated by a well-established in-house anti-HAV ELISA from Smith-
Kline Beecham.

Die Bestimmung von Sn im Urin
und Bi im Serum

Barbara Pohl, Marius Lange
VARIAN GmbH, Alsfelderstr. 6, 6100 Darmstadt

Zur Spurenelementbestimmung in humanbiologischem Material
wird immer haufiger die Graphitrohrofen-AAS eingesetzt.

Es werden zwei Beispiele aus diesem Bereich vorgestellt: die Be-
stimmung von Sn im Urin und Bi in Serum.

Fir beide Methoden wird die Probenvorbereitung beschrieben
und optimierte Temperatur- und Probengeberprogramme vorge-
stellt.

Die Reproduzierbarkeit und die Anwendungsbereiche werden dis-
kutiert.

CYFRA 21-1 beim nicht kleinzelligen
Bronchialkarzinom (NSCLC) -
Erste prospektive Ergebnisse

S. Poley’, H. Dienemann?, U. Hasholzner®, A. Zimmermann?,
P, Stieber', K. Hofmann', A. Fateh-Moghadam®

Institut fir Klinische Chemie' und Chirurgische Klinik?,
Klinikum GroBhpdern, LMU Miinchen

Nach den Ergebnissen einer Pilotstudie (1, 2) ist CYFRA 21-1 ein
geeigneter Tumormarker fur nicht kleinzellige Lungenkarzinome.
Im Rahmen einer prospektiven Multicenterstudie untersuchten
wir an 101 gesunden Normalpersonen, 108 Patienten mit beni-
gnen Lungenerkrankungen und 69 Patienten zum Zeitpunkt der
Primérdiagnose eines Lungenkarzinoms unterschiedlicher Histo-
logie und Stadien das Sensitivitats-/Spezifitatsprofil von CYFRA
21-1 (ELISA, ES 600, Boehringer) im Vergleich zu NSE (RIA, Phar-
macia), CEA (EIA, Imx, Abbott) und SCC (EIA, IMx, Abbott). AuRer-
dem wurden die genannten Tumormarker im Verlauf verglei-
chend mit den klinischen und apparativ erhobenen Befunden un-
tersucht. Bei einer 95%igen Spezifitdt gegenliber dem benignen
Vergleichskollektiv fanden wir bei Plattenepithelkarzinomen der
Lunge (n = 25) eine Sensitivitdt von 72% fiir CYFRA 21-1 gegen-
iber 24% fiir SCC, 12% fiir CEA and 28% fiir NSE, bei nicht klein-
zelligen Lungenkarzinomen (n = 63) eine Sensitivitdt von 60% fiir
CYFRA 21-1, 26% fiir CEA, 14% fiir SCC und 20% fiir NSE. Bei der
Verlaufs- und Therapieeffizienzkontrolle zeigte sich CYFRA 21-1
bei NSCLC und Plattenepithelkarzinomen als geeigneter Marker
und zeigt zum Teil ein bis sechs Monate friiher ein Rezidiv an.
Nach den vorliegenden Ergebnissen ist CYFRA 21-1 ein geeigne-
ter Marker fiir nicht kleinzellige Lungenkarzinome, insbesondere
Plattenepithelkarzinome. Die Ergebnisse stimmen gut mit den re-
trospektiv erhobenen Daten der Pilotstudie lberein.

Schrifttum:

1. P. Stieber, U. Hasholzner, H. Bodenmiiller, D. Nagel, L. Sunder-Plas-
smann, H. Dienemann, W. Meier, A. Fateh-Moghadam: CYFRA 21-1 - A new
marker in Lung Cancer, Cancer, in press.

2. U. Hasholzner, P. Stieber, M. Fiebig, L. Sunder-Plassmann, A. Fateh-Mog-
hadam. Cyfra — A New Tumor Marker for Non-Small Cell Lung Cancer
(NSCLC) in: R. Klapdor (ed) Tumor Associated Antigens, Oncogens Recep-
tors in: Tumor Diagnosis and Therapy at the Beginning of the Nineties.
1992, W. Zuckschwerdt Verlag, Miinchen Bern Wien New York.

Lab.med. 17: 237 (1993) 237



In-vivo-Einflisse und In-vitro-Effekte
auf die Tumormarker-Bestimmung

S. Poley', W. Samtleben?, J. HolP, B. Hero', K. Hofmann',

P, Stieber®, J. Eisenburg*, A. Fateh-Moghadam'

Institut fir Klinische Chemie, Klinikum GroBhadern®,

1. Med. Klinik, Klinikumn Gro3hadern?,

II. Med. Klinik, Klinikum GroBhadern?®,

Krankenhaus der Barmherzigen Briider*, W-8000 Miinchen, FRG

Fragestellung: Fiir eine sinnvolle Interpretation von Tumormar-
kerwerten ist die Kenntnis ihrer EinfluB- und StérgréfRen von we-
sentlicher Bedeutung. Dies wurde anhand von 11 verschiedenen
Tumormarkern untersucht.

Methodik: CEA, SCC: EIA (IMx, Abbott); CA 19-9, CA 15-3, AFP,
CYFRA 21-1: EIA (ES 600, Boehringer Mannheim); PSA: EIA (Tan-
dem, Hybritech); CA 125, CA 72-4: RIA (Centocor); NSE: RIA
(Pharmacia); TPS: RIA (Beki).

Ergebnisse: In-vivo kann ein gestdrter Katabolismus Tumormar-
ker-Konzentrationen beeinflussen. Besonders ausgepragt wurden
bei extrahepatischer Cholestase (n=17) erhohte CA 19-9- (bis
366 U/ml) sowie TPS-Werte (bis 846 U/ml) beobachtet, die nach
endoskopischer Gallensteinentfernung einen signifikanten Abfall
(p < 0,001 bzw. p < 0,005) zeigten. Himodialysierte Patienten auf-
grund chronischer Niereninsuffizienz (n = 150) hatten vor allem
SCC (75%), CEA (39%), TPS (90%), CYFRA 21-1 (32%) und CA 19-9

(20%) gegeniiber Normalpersonen erhoht. Unter standardisierten -

Bedingungen zeigten drei gesunde Probanden iber mehrere
Jahre Erhéhungen bzw. deutliche Schwankungen eines Tumor-
markers (CA 19-9, CA 72-4, TPS). In vitro fiihrte eine Kontamina-
tion des Probenmaterials mit Speichel bei SCC, CA 19-9, CEA, CA
125, TPS und CYFRA 21-1, und mit Epithelien bei SCC zu falsch
positiven Werten. Himolyse und verspétete Zentrifugation (n = 8)
beeinfluBten im wesentlichen die NSE-Konzentrationen. Die ein-
zelnen Tumormarker sind in unterschiedlichem Ausmaf3e metho-
denabhangig. Bei Wechsel der Methodik z. B. bei CA 19-9, CA 72-
4 und CEA (7 verschiedene Kits) konnten Progressionen und Re-
missionen vorgetduscht werden. Immunglobuline, a,-Makroglo-
bulin oder Rheumafaktor kdnnen die einzelnen Enzymimmunoas-
says in unterschiedlichem MalRe beeinflussen.

Schlu3folgerung: Um eine Fehlbeurteilung zu vermeiden, sollten
von jedem einzelnen Tumormarker die wesentlichen Stor- und
EinfluBgroBen bekannt sein, wobei insbesondere die Leber- und
Nierenfunktion sowie die Methodenabhingigkeit beriicksichtigt
werden muB.

Pranatale Diagnostik des Mb Down
durch Cu/Zn SOD Quantifizierung

T. Porstmann, G. Cobet, E. Nugel, R. Bollmann, P. Pas

Inst. Med. Immunologie, Inst. Med. Genetik und Frauenklinik
des Universitétsklinikum (Charité), Humboldt-Universitat

zu Berlin

Auf Grund des bekannten Gen-Dosis Effektes fiir die Cu/Zn abhén-
gige Superoxid-Dismutase (Cu/Zn SOD) bei Mb. Down (1) wurde
ein Schnelltest zur Quantifizierung des Enzyms in Nabelschnur-
erythrozyten als Alternative zur Diagnose des Mb. Down durch
Karyotypanalyse entwickelt.

Methode: Gewinnung von Nabelschnurerythrozyten unter Ultra-
schallkontrolle, Einstellung auf 1 Mill. Zellen/ml bei gleichzeitiger
Lyse, immunenzymometrischer 1-Schritt Assay mit 10 min Inku-
bation von Erythrozytenlysat und Konjugat, 10 min Substratreak-
tion (2). Ergebnis: in einer Prospektivstudie seit 1989 SOD-Bestim-
mung bei 770 Féten bei Risikoschwangerschaften fiir Mb. Down
> 1:250. Korrekte Diagriose von 17 freien Trisomien 21 und einer
strukturellen Aberration (Bestitigung durch Chromosomenana-
lyse). Mittlere Cu/Zn SOD Konz. der Normalfalle 13,9 + 1,33 und
der Félle mit Down Syndrom 22,3 + 1,27 ng/10° Erythrozyten. Bei
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einem Grenzwert von 19,0 ng/10° Zellen betréagt die diagnostische
Spezifitat 99,99% und diagnostische Sensitivitdt 99,71% (3).

Schrifttum:

1. Sinet et al.: C. R. Acad. Sci. (D} (Paris) 278 (1974) 3267-3270.
2. Porstmann, T, et al.: J. Immunol. Methods 127 (1990) 1-10.
3. Porstmann, T. et al.: Prenat, Diagn. 11 (1991) 295-303.

Zwei-Marker Enzymimmunoassay
zum simultanen Nachweis einer Infektion
mit HBV und HIV

T. Porstmann, E. Nugel, P. Henklein und P. Pas

Inst. Medizinische Immunologie und Inst. Pharmakologie
und Toxikologie, Universitétsklinikum Charité

der Humboldt-Universitét zu Berlin

Zur Reduzierung des Kosten- und Arbeitsaufwandes sowie der
Abfallmenge wurde ein Kombinationsassay zum Nachweis von
Antikorpern gegen HIV-1 und -2 sowie HBsAg entwickelt.

Methode: Monoklonale anti-HBs Antikorper (anti-pre-s2 und anti-
s) werden mit synthetischen Peptiden des Transmembranproteins
von HIV-1 und -2 und gereinigtem rekombinantem p24 Antigen
von HIV-1 koimmobilisiert. Die Seren (Verdiinnung 1:2) werden
60 min und das Konjugatgemisch anschlieBend 30 min inkubiert.
Gebundene HIV-Antikérper werden durch AP-markierte anti-hu-
man IgG/igM Antikérper, gebundene HBsAg-Molekiile durch POD-
markierte monoklionale anti-HBs-Antikdrper mittels sequentieller
Substratreaktion (jeweils 30 min) mit pNP und TMB als Substrate
nach Reaktionsstop detektiert.

Ergebnis: Die Spezifitdt, getestet an 5000 Blutspenderseren, be-
tragt fir HBsAg 99,8% und fir anti-HIV-1/-2 Antikérper 99,5%. Die
untere Nachweisgrenze fir HbsAg bewegt sich zwischen
0,25-0,30 U/ml (PEI-Standard). Die Sensitivitat fir HIV-1 (n = 600)
und HIV-2 (n = 115) antikorperhaltige Seren betragt 100%. Sero-
konversionen werden zeitgleich mit den meisten gegenwartig
verfiigbaren Einzeltesten erfaf3t.

Schrifttum: N
Porstmann, T. et al.: J. Immunol. Methods 158 (1993) 95-106.

Enzymimmunoassay zur Bestimmung
von Neopterin.in Humanserum

W. Rautenberg, A. Heubner
E. Merck, Forschung Diagnostica, Frankfurter StraBe 250,
D-6100 Darmstadt

1979 wurden erstmals erhéhte Neopterinkonzentrationen im Urin
von Patienten mit malignen Erkrankungen und viralen Infektionen
nachgewiesen. In der Folge kristallisierte sich die diagnostische
und prognostische Bedeutung des Neopterins als ein Produkt aus
aktivierten Monozyten und Makrophagen heraus. Heute stellen
erhéhte Neopterinkonzentrationen in Korperflissigkeiten wie Se-
rum oder Urin einen spezifischen Indikator fiir den jeweiligen Ak-
tivierungsgrad des Systems aus Monozyten, Makrophagen und T-
Lymphocyten im Rahmen einer Erkrankung dar.

E. Merck hat einen nicht-radioaktiven Enzymimmunoassay zur Be-
stimmung von Neopterin in Humanserum entwickelt. Mikrotiter-
platten ‘werden mit Antikdrpern gegen Neopterin beschichtet, die
aus Schafen nach Immunisierung mit einem Konjugat aus Neo-
pterin und Keyhole Limpet Himocyanin gewonnen wurden. In die
mit BSA abgestittigten Kavitaten wird ein Probenpuffer pipettiert,
der auch die Bestimmung von Neopterin in frischen Serumpro-
ben z. B. von Blutspendern ermdglicht. Die Serumprobe wird zum



Probenpuffer gegeben und 30 Minuten inkubiert. Zur Mischung
wird ein Konjugat aus Neopterin und Meerrettichperoxidase ge-
geben und weitere 60 Minuten inkubiert. Nach einem Wasch-
schritt wird die gebundene Peroxidase in einer weiteren Substrat-
inkubation von 30 Minuten bei 405 nm nachgewiesen. Die Kalibra-
tionskurve wird mit Hilfe von 6 Standards im Bereich bis zu
200 nmol/l erstellt. Die exakte Testdurchfiihrung wird mit zwei
Kontrollproben iiberwacht. Die Kreuzreaktivitat mit 7,8-Dihydro-
Neopterin betrdgt nur 2,5%. Andere Kreuzreaktivititen wurden
nicht gefunden. Die Testprazision wurde zu 5-10% innerhalb einer
Serie und zu 5-15% bei Messungen von Tag zu Tag je nach Hohe
der Neopterinwerte bestimmt. Die Wiederfindung von Neopterin
in aufgestockten Seren betrug 90-110%. Die Testsensitivitét, aus-
gedriickt als X-3SD, lag unter 1 nmol/l. Hdmoglobin bis 40 mg/dI,
Bilirubin bis 25 mg/dl, Triglyceride bis 1000 mg/dl und Ascorbin-
sdure bis 75 pg/ml stéren den Test nicht. Der Methodenvergleich
des EIA mit einem kommerziell erhltlichen RIA wurde zu EIA =
1,034 RIA-1,66 mit einem Korrelationsfaktor von 0,96 gefunden.

E30 und TissuGnost® Unipak,

ein neues Nachweissystem

zur immunhistologischen Bestimmung
des Epidermal Growth Factor Rezeptors
auf formalinfixiertem Gewebe

K. A. Reiffen, S. Neumann
E. Merck, Forschung Diagnostica, Frankfurter Stral3e 250,
D-6100 Darmstadt

Seitdem bekannt ist, daR die Expression des Epidermal Growth
Factor Receptors (EGF-R) bei verschiedenen Tumoren von erhebli-
cher prognostischer Bedeutung sein kann, wurde immer wieder
versucht, eine einfache, rasch und zuverldssig arbeitende Me-
thode zur Bestimmung der Rezeptorexpression im Tumorgewebe
zu finden. Eine der verbreitetsten Techniken zur Bestimmung des
EGF-R ist die Immunhistochemie, die im allgemeinen am Gefrier-
schnitt durchgefiihrt wird, da die meisten Antikérper gegen den
EGF-R nicht an fixiertem Material arbeiten. Wir beschreiben den
monoklonalen Antikdrper E30, der in der Lage ist, den Rezeptor
an Schnitten von routinemaBig formalinfixiertem und paraffinein-
gebettetem Gewebe zu erkennen. In Verbindung mit dem aufler-
ordentlich sensitiven und anwenderfreundlichen Nachweissy-
stem TissuGnost® Unipak ist die Bestimmung des Rezeptors im
Rahmen der Routine-IHC leicht mdglich. Wir fanden spezifische
Membranfarbungen bei verschiedenen Tumortypen, u. a. bei Zel-
len von Mamma-Karzinomén und bei Plattenepithel-Karzinomen
aus dem HNO-Bereich. Die Anwendung der Kombination von An-
tikérper und passendem Nachweissystem gibt dem behandeln-
den Arzt die Maglichkeit, ohne groBen Aufwand zusétzliche Hin-
weise zur Prognose bei verschiedenen Tumoren zu erhalten, au-
Rerdem 138t sich retrospektiv an archivierten Proben der Einflu
des EGF-Rs auf den Verlauf der Erkrankung untersuchen.

Koordinierung und Standardisierung
der Qualitatssicherung auf dem Gebiet
der Laboratoriumsmedizin in Europa

H. Reinauer
Diabetes-Forschungsinstitut, 4000 Disseldorf

Die Richtlinien der Bundesarztekammer zur Qualitatssicherung in
medizinischen Laboratorien sowie § 4 der Eichordnung muB auf-
grund einer Intervention durch die EDMA novelliert werden. Erst
nach dieser Novellierung wird eine Notifizierung durch die EC er-
reicht. Danach werden auch die Richtlinien zur Qualitatssicherung
von Analysen mit Reagenzieneinzelabpackungen (,Trockenche-

mie”) in Kraft treten. In zwei Organisationen wird die Zusammen-
arbeit der Organisatoren von Ringversuchen gepflegt: EQUA-Or-
ganizers in der EG (Dr. Uldall) und ECEQUAO (Dr. Leblanc, Paris).
In beiden Organisationen werden die Grundprinzipien der Quali-
tétssicherung und eine Standardisierung der Probenhersteliung,
der Herstellung von Zielwerten, der Akkreditierung und Zertifizie-
rung bearbeitet. Die ECEQUADO ist iiber die Europsische Gemein-
schaft hlnaus bemiiht um Zusammenarbeit mit Ringversuchsor-
ganisationen in den mittel- und osteuropéaischen Landern. Im Auf-
trag der World Association of Society of Pathologie (WASP)
wurde eine Erhebung liber Ringversuchsprogramme und Modali-
taten der Auswertung gesammelt. Diese Daten werden im einzel-
nen vorgestellt.

CA 72-4: Ein sinnvoller Tumormarker
beim Magenkarzinom (Wertigkeit
im Vergleich mit CEA und CA 19-9)

W. Reiter®, P. Stieber', H. Denecke?, R. Lamer2®,

A. Fateh-Moghadam’

Institut fiir Klinische Chemie®, Chirurgische Klinik?, Il. Medizini-
sche Klinik®, Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen, FRG

Ziel der Untersuchung war es, die klinische Wertigkeit von CA
72-4 (IRMA, Isotopen Diagnostik, Cis) beim Magenkarzinom im
Vergleich zu den ,klassischen” aber nicht zufriedenstellenden
Markern CEA (EIA, Abbott) und CA 19-9 (Enzymun, Boehringer
Mannheim) zu klaren.

Wir untersuchten die Seren von 197 Patienten mit einem gesi-
cherten Magenkarzinom unterschiedlicher Stadien, sowie von 50
Patienten mit benignen gastrointestinalen Erkrankungen.

Fordert man eine Spezifitdt von 95% gegeniiber benignen Erkran-
kungen fiir alle drei untersuchten Marker, erhdlt man eine obere
Referenzbereichsgrenze (cut off) von 2,4 U/mi fir CA 72-4, von
10,1 ng/ml fiir CEA und fir CA 19-9 von 96 U/ml. Bei dieser
95%|gen Sperzifitat zeigt CA 72-4 bei der Priméardiagnose des Ma-
genkarzmoms eine Sensitivitdt von 48%, CEA von 43% und CA
19-9 von 41%; beim metastasierten Magenkarzinom betragt die
Sensitivitat 69% bei CA 72-4, 54% bei CEA und 48% bei CA 19-
9. Kombiniert man zwei Marker (Spezifitdt 95%), erhalt man die
hochste Sensitivitat von 72% fir CA 72-4 und CEA (66% fiir CA
19-9 U CA 72-4 bzw. 40% fir CEA U CA 19-9). CA 72-4 zeigt an-
hand der erstellten ROC-Kurven eine bessere Trennscharfe zwi-
schen benignen gastrointestinalen Erkrankungen und dem Ma-
genkarzinom als CEA und CA 19-9.

Lipoprotein-Subfraktionen bei
normolipamischen Patienten mit Indikation
zur aortokoronaren Bypass-Operation

V. Richter', K. Purschwitz', H. Schréfel?, W. Herrmann?®,

G. Schmitz®, W. Rotzsch®

Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik®,
Klinik fir Herz- und GefdBchirurgie® der Universitét Leipzig
und Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin®
der Universitit Regensburg

Bei minnlichen ,,normolipdmischen” Patienten mit Indikation zur
aortokoronaren Bypass-Operation wurden unter Einbeziehung
der Kapillaristotachophorese Lipoproteinsubfraktionen mit der
Fragestellung einer méglichen Diskrimination zwischen Patien-
ten- und Vergleichskollektiv untersucht.

Gegeniiber der Kontroligruppe weisen die in die Untersuchung
einbezogenen Patienten mit Indikation zur aortokoronaren By-
pass-Operation bei normalem Gesamtcholestéerol- und Triglyce-
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ridspiegel eine verringerte HDL-Cholesterol- und HDL-Apo A-I-
Konzentration und einen Abfall der Relation HDL,-Cholesterol/
HDL,-Cholesterol auf. Gleichfalls wird ein erniedrigter Quotient
freies Cholesterol-/Gesamtcholesterol in den HDL-Fraktionen
deutlich. Es ist eine verminderte Konzentration von Lipoprotein-
Partikeln mit ApoA-l als Marker (Lp-A-l), jedoch gleichermafen
auch von Apo A-l sowie Apo A-ll enthaltenden Partikeln (Lp-A-
1:A-ll) zu verzeichnen.

Wesentliche Unterschiede hinsichtlich der Lipoproteinsubklassen-
Verteilung zwischen Vergleichs- und ,,normolipdmischem” Koro-
narsklerose-Patientenkollektiv werden durch Subfraktionierung
mittels Analytischer Kapillarisotachophorese deutlich. Diese be-
ziehen sich vor allem auf eine erniedrigte Konzentration Apo E-
haltiger HDL und auf einen hohen Anteil relativ triglyceridarmer
VLDL und an Intermediate-density-Lipoproteinen (IDL).

Das Zytokinexpressionsmuster
mononuklearer Zellen

P. Rieckmann, M. Albrecht, M. Burchhardt, U. Michel
Neurobiologisches Labor, Psychiatrische
und Neurologische Klinik der Universitdt Gottingen

Mit Hilfe der cDNS PCR konnte eine semiquantitative Methode

zum Nachweis der mRNS fir die Zytokine IL-1, IL-4, IL-6, TNF-«, -

TNF-B, TGF-B, IFN-y und Endothelin-1 in mononukledren Zellen
verschiedener Kompartimente etabliert werden. Durch Verwen-
dung von Primern, die ein Intron iberspannen, wurde eine Ampli-
fikation kontaminierender DNS vermieden. Die Spezifitat der PCR
Produkte wurde durch deren GroRe, eine Restriktionsenzymana-
lyse und die Hybridisierung mit einem internen Oligonukleotid be-
stimmt. Densitometrische Auswertung ergab eine lineare Regres-
sion der Konzentration von Zytokin mRNS (ber 3 log-Stufen. Wie-
derholte Doppelbestimmungen erbrachten eine Re-test Variabili-
tat unter 10%.

Untersuchungen des Zytokinexpressionsmusters von mononu-
kledren Zellen aus Blut, Liquor cerebrospinalis, Lymphknoten,
Tonsillen und Thymus von Patienten mit verschiedenen, neurolo-
gischen Erkrankungen ergaben wichtige Hinweise firr die Kom-
partimentalisierung der immunologischen Reaktion. Darlber hin-
aus konnte in einer Verlaufsuntersuchung bei Patienten mit multi-
pler Sklerose der pradiktive Wert dieser Methode evaluiert wer-
den.

Bedeutung von NS5 fiir das Screening
und zur Bestatigung von Hepatitis C

B. Rodgers, N. O’Callaghan, D. Jeffery, |. Forgie, D. Parker
Murex Diagnostics Ltd., Temple Hill, Dartford, U. K.

Das Hepatitis C Virus (HCV) ist als Hauptverursacher der parente-

ralen Non-A, Non-B Hepatitis (NANBH) bekannt. Wir haben eine
Anzahl von sich Gberschneidenden Kionen aus einer aus England
stammenden Blutprobe isoliert, die die gesamte kodierende Re-
gion des HCV umfassen und diese Core, NS3, NS4 und NS5 Re-
gionen in Insektenzellen und E. coli exprimiert.

Die Analyse von Immunantworten auf die unterschiedlichen Ge-
nomregionen zeigen betrichtliche Schwankungen, auRerdem
wurden fiir jede Region monoreaktive Proben identifiziert, ein-
schlieBlich PCR positiver monoreaktiver NS5 Seren.

Basierend auf diesen Daten, haben wir einen anti-HCV Enzymim-
munoassay entwickelt, der zuséatzlich zu Core und NS3 auch NS5
enthélt. Dieser Test zeigt eine hohe Sensitivitat bei der Untersu-
chung von Serokonversions- und Niedrigtiterpaneln und weist
eine Spezifitdt von 99,69% in Studien, in denen Seren von ca.
16000 Blutspendern getestet wurden, auf. Weitere Untersuchun-
gen von Blutspendern identifizierten ebenfalls zwei NS5 monore-
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aktive Proben, die in einem unabhangigen Labor als PCR positiv
bestatigt wurden.

Zur Bestatigung von ELISA reaktiven Proben haben wir einen
schnellen und sensitiven rekombinanten HCV Western Blot ent-
wickelt, der die vier Genomregionen des Virus (Core, NS3, NS4
und NS5) enthéit. Dieser Test kann zur Bestatigung der reaktiven
Probenergebnisse eines jeden erhaitlichen kommerziellen HCV
ELISAs verwendet werden. Durch das Vorhandensein von NS5 ist
es moglich, Antikérper gegen die wichtige Replikase-Region zu
erfassen und RIBA-2 fragliche Seren zu diagnostizieren. In Stu-
dien konnten ca. 65% der RIBA-2 fraglichen Proben mit Hilfe des
Western Blots eindeutig bestimmt werden.

Die Bedeutung von NS5 fiir die HCV Diagnostik wird weiterhin
diskutiert werden.

Methodenvergleiche

in der Spurenelementanalytik —
Planung, statistische Auswertung
und Ergebnisinterpretation

U. Résick, J. Grzanna, S. Recknagel und P. Brétter
Hahn-Meitner-Institut Berlin, Abt. Spurenelemente
in Gesundheit und Erndhrung

Spurenelementanalysen sind ziemlich anfallig fiir systematische
Fehler. Fir die Qualitatssicherung der Ergebnisse ist deshalb eini-
ger Aufwand erforderlich, z. B. eine engmaschige Kontrolle der
Probenanalysen mit Hilfe parallel analysierter Standardreferenz-
materialien mit zertifizierten Spurenelementgehalten. Wegen der
begrenzten Verfiigbarkeit solcher Substanzen und wegen ihres
hohen Preises sind solche Untersuchungen allerdings nur in we-
nigen Fallen moglich. Dann helfen Methodenvergleiche, indem
die aktuellen Proben mit einer weiteren, ahnlich zuverlassigen
Methode analysiert werden. Ziel jeden Methodenvergleichs ist
letzten Endes der Nachweis, dall zwischen den mit beiden Analy-
senmethoden ermittelten Probenkonzentrationen ein linearer Zu-
sammenhang besteht und daf die Regressionsgerade die Stei-
gung Eins hat und durch den Koordinatenursprung verlauft.

Der Vortrag gibt einen Uberblick, welche Auswertetechniken
heute fir die unterschiedlichen Experimentdesigns zur Verfiigung
stehen, welche besonderen Vorteile zu bieten und wo ihre Einsatz-
bereiche und -grenzen sind. Im einzelnen diskutiert werden die
ungewichtete lineare Regression (G.J.Babu, E.D.Feigelson,
Commun. Statist. Simula. 21 (1992) 533), die gewichtete lineare
Regression (B. Ripley, W. Thompson, Analyst 112 (1987) 377) und
robuste Schatzungen im linearen Modell (W. Bablok, H. Passing,
Lab.med 8 (1984) 232). Die Darstellung orientiert sich an den Be-
durfnissen des Praktikers und wird mit Analysenbeispielen aus
unserem Labor unterlegt (A1 in Seruminfusionslésungen und Se
in Seren total-parenteral ernahrter Kinder).

O

Gerinnungsaktivierung und verminderte
Fibrinolysekapazitat bei Patienten
mit koronarer Herzerkrankung (KHK)

E.-B. Rohwedder, K.-H. Zurborn, S. Meyer, G. Herrmann,
R. Simon, H. D. Bruhn
1. Medizinische Klinik, Christian-Albrechts-Universitét, Kiel

Bei 59 Patienten mit angiokardiographisch gesicherter koronarer
Herzerkrankung (KHK) wurden Thrombin-Antithrombin Hi-Kom-
plexe (TAT), D-Dimer, Gewebeplasminogenaktivatoraktivitat (t-PA
act), -antigen (t-PA ag) und die Fibrinolysekapazitat (Differenz t-
PA ag vor und nach 10 Minuten Venenokklusion) bestimmt. Im
Vergleich zu 19 Kontrollpersonen ohne KHK waren TAT signifikant



erhoht (p <0,01) und die Fibrinolysekapazitit im Venenokklu-
sionstest signifikant (p < 0,05) vermindert.

Diese Befunde demonstrieren eine Gerinnungsaktivierung und
verminderte Fibrinolysekapazitat bei Patienten mit KHK und ge-
hen einher mit den Ergebnissen von ‘Gram et al. (Acta Med Scand
1987; 221:149-153), der ein gestortes Fibrinolysesystem bei Risi-
kopatienten fiir einen Myokardinfarkt beschrieb. '

Fibrinolysestérungen bei Patienten
mit Rezidivstenose nach perkutaner
transluminaler Koronarangioplastie (PTCA)

E.-B. Rohwedder, K.-H. Zurborn, S. Meyer, G. Herrmann,
R. Simon, H. D. Bruhn.
I. Medizinische Klinik, Christian-Albrechts-Universitét, Kiel

Prospektiv wurden bei 59 Patienten mit koronarer Herzkrankheit
(KHK) vor einer geplanten PTCA Thrombin-Antithrombin [li-Kom-
plexe (TAT), D-Dimer, Gewebeplasminogenaktivatoraktivitét (t-PA
act), -antigen (t-PA ag) und die Fibrinolysekapazitat (Differenz t-
PA ag vor/nach Venenokklusion) bestimmt. Nach erfolgter PTCA
wurden Gerinnungs- bzw. Fibrinolyseparameter erneut nach 24
und 48 Stunden sowie nach 3 Monaten gemessen. Mittels erneu-
ter Herzkatheteruntersuchung nach 3 Monaten lieB sich bei 24 Pa-
tienten eine signifikante Restenosierung (Gruppe 1) und bei 35
keine (Gruppe 1) nach primar erfolgreicher PTCA dokumentieren.
Als Kontrollgruppe dienten 19 Patienten ohne KHK. Die Fibrinoly-
sekapazitat war signifikant niedriger (p < 0,05) in der Patienten-
gruppe mit Restenosierung im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne
KHK. Die PTCA induziert nach 24 Stunden einen signifikanten An-
stieg (p < 0,01) des TAT als Ausdruck einer Thrombinaktivierung
und einen signifikanten Anstieg (p < 0,01) der D-Dimere als Aus-
druck einer sekundaren Fibrinolyse. Die signifikante Zunahme der
D-Dimere dauerte bei Patienten ohne Restenose noch nach 48
Stunden an {p < 0,01). Das Verhaltnis zwischen D-Dimer und TAT
zeigte sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden eine signifikante
Abnahme (p < 0,05) bei den Patienten mit Restenose. Zusammen-
fassend kann festgestellt werden, dal3 ein gestortes Verhaltnis
zwischen Gerinnungsaktivierung und Fibrinolyse zu einer spéten
Restenose nach primar erfolgreicher PTCA beitragen kann. Die
Bestimmung der Fibrinolysekapazitdt nach Venenokklusion ware
geeignet, Fibrinolysestérungen aufzudecken.

Development of an immuno radiometric
assay for the quantitation
of active renin and total renin

F. M. A. Rosmalen, M. J. C. van Hoek, and M. F. W. C. Martens
Nichols Institute Diagnostics BV, Wijchen, The Netherlands

Determination of the active renin concentration on plasma of men
is an important diagnostic tool in patients with-severe or second-
ary hypertension, and has been shown to predict survival in
patients with congestive heart failure. The choice of treatment in
these patients is partially dependent on renin measurements. The
measurement of plasma prorenin may be useful for predicting
which patients with diabetes mellitus will develop vascular injury
and it may also play a role in the pathogenesis (long-term moni-
toring) of diabetes. Total renin is also a good marker in patients
with nephroblastoma. Until now the most widely used method is
the plasma renin activity measurement (PRA}. This method has
two major limitations: PRA may give inadequate results due to
the endogenous angiotensinogen concentration in serum and
PRA concentrations of identical serum samples largely vary de-
pending on the laboratory, due to different methods used.

For this reason we developed an immunoradiometric assay
(IRMA) for the measurement of active renin in serum. In this assay

two monoclonal antibodies are used. One of these is directed
against the active side of the renin molecule. One antibody, which
is biotinylated, is bound to an avidin coated bead, while the sec-
ond antibody is iodinated. Active renin is ,,sandwiched” between
these antibodies (ALLEGRO®-System). The amount of radioac-
tivity bound to the bead is proportional to the amount of renin
present in the tube. The sensitivity of the assay is about 2 mU/L.

For the measurement of total renin, a pretreatment of the samples
with a renin inhibitor is carried out. This renin inhibitor attaches
to the active sites of the renin molecule and to the prorenin mol-
ecule after unfolding the prosegment. Our antibody recognizes
these two forms completely. This method is very selective and
specific, because the renin inhibitor only occupies the active sites
of the renin molecule without damaging the renin molecule as
trypsin does. Prorenin is calculated by subtracting active renin
from total renin.

Hepatitis C Virus Subtypen in Patienten
einer Frankfurter Klinik

W. K. Roth, B. Riister, A. Franke*, S. Zeuzem*
Georg-Speyer-Haus Frankfurt/Main

* Zentrum der Inneren Medizin, Abt. fiir Gastroenterologie,
J. W. Goethe Universitét Frankfurt/Main

Ziel der Arbeit war, die Verteilung verschiedener HCV Subtypen
bei ambulanten Patienten zu untersuchen, welche die Gastroente-
rologische Abteilung des Zentrums der Inneren Medizin aufsuch-
ten.

Methoden: HCV-RNA wurde aus dem Serum von anti-HCV positi-
ven Patienten mit chronisch aggressiver Hepatitis extrahiert, re-
vers transcribiert und in der ,,nested” PCR amplifiziert. Die Primer
waren aus der 5-NC Region und generierten ein 256 bp Fragment,
das direkt sequenziert wurde.

Ergebnisse: Amplifikationsprodukte aus 42 HCV-PCR positiven
Patienten wurden untersucht. Mutationen wurden in 29 der 256
Nucleotidpositionen gefunden, die vorwiegend zwischen den Po-
sitidnen —170 und -70 lagen. Keines der Isolate hatte Insertionen
oder Deletionen. Von den 42 Amplifikaten konnten 28 den HCV
Prototypsequenzen zugeordnet werden, 8 zeigten gro3e Homolo-
gien zu einem amerikanischen Subtyp und 6 waren einem in Ja-
pan vorherrschenden Typ am ahnlichsten. Eine Korrelation zwi-
schen einem bestimmten Subtyp und einem schwereren oder
leichteren Krankheitsverlauf konnte weder tber klinische und hi-
stologische noch iiber biochemische Parameter hergestellt wer-
den.

SchiuBfolgerung: Alle bekannten iiber die 5-NC-Region definier-
ten HCV-Subtypen konnten in unserem Patientenkollektiv nachge-
wiesen werden. Die Prozentanteile betragen fiir den Prototyp
67%, fur den amerikanischen Subtyp 19% und den japanischen
Subtyp 14%. Im Gegensatz zu anderen Arbeitsgruppen konnten
wir keinen Zusammenhang zwischen einem bestimmten HCV
Subtypen und der Schwere des Krankheitsverlaufes feststellen.

Evaluation des klinisch-chemischen
Analysator Dimension AR

M. Riikgauer, Y. Schmitt, J. D. Kruse-Jarres
Institut fur Klinische Chemie und Labormedizin,
Katharinenhospital, D-7000 Stuttgart

1987 wurde im Rahmen der weiteren Entwicklung der ACA-Tech-
nologie ein Gerét mit einer unterschiedlichen Technologie prasen-
tiert — der Dimension 380. Dieser Analysenautomat wurde 1992
weiter verandert und steht nun als Dimension AR zur Verfiigung.
Dieses Gerat wurde zunichst als Prototyp und spéter als Serien-
gerat unizentrisch evaluiert. Hierzu wurden die Richtlinien der
ECCLS (1) und der SFBC (2), soweit wie mdglich, zugrundegelegt
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und beachtet. Als Vergleichsgeréite wurden die Technologien be-
nutzt, die fir die Routinediagnostik zur Verfigung standen. Zu-
sammaenfassend kann festgestellt werden, dal die Ergebnisse der
Prazision von Tag zu Tag und in der Serie mit durchschnittlichen
Werten zwischen 1 und 5% sehr zufriedenstellend sind. Die Rich-
tigkeit und die Chemie der Methoden ist ohne wesentliche Bean-
standungen. Zu bedauern ist lediglich die Tatsache, daR kein en-
zymatisches Kreatinin zur Verfigung steht. Eine solche Methode
miiRte mit Fremdreagenz auf einem der freien Kandle adaptiert
werden. Dies bereitet keine Schwierigkeiten. Storeinfliisse durch
die Verwendung von Lithiumheparinat als Antikoagulanz treten
besonders bei der Bestimmung des Eisens und des HDL-Chole-
sterins auf. Eine Anwendung in Routine- und Notfallanalytik kann
empfohlen werden.

Schrifttum: :

(1) Haeckel, R., Busch, E. W., Jennings, R. D. & Truchaud, A. (1983) Guide-
lines for the Evaluation of Analysers in Clinical Chemistry, ECCLS Docu-
ment, 3, No. 2, Beuth Verlag, Berlin.

(2) Société Frangaise de Biologie Clinique (1986) Protocol for the validation
of methods. Ann. Biol. Clin. 44, 686-745.

Schneller und sensitiver Nachweis von
HBV-DNA im Serum mit PCR: Bestimmung
der Infektiositat von HBs-Antigen Tragern

U. Schacker, H.-P. Bermayer, D. lonescu und M. Zapata
Labor Dr. Zapata/Dr. lonescu, Baden-Baden

Um die Infektiositat von 110 HBs-Antigen Tragern zu bestimmen,
wurden humane Serumproben mit der Polymerase Ketten Reak-
tion (PCR) auf das Vorhandensein von HBV-DNA untersucht. Bei
aktiver Virusreplikation findet man virale Nukleinsauren im Se-
rum. Aus 50 ul Serum wurde dazu nach Proteinase K-Verdau die
gesamte DNA extrahiert. Zum Nachweis von HBV-DNA wurden
drei verschiedene PCR-Primerpaare eingesetzt, die spezifisch sind
fir die pre-S, S und pre-C Region des Virus. Alle PCR-Reaktionen
wurden in einem Gesamtvolumen von 10 pl durchgefiihrt. Nach
30 Zyklen wurden die Produkte der Amplifikationen nach Agaro-
segel-Elektrophorese durch Farbung mit Ethidiumbromid sichtbar
gemacht. 54 der untersuchten Serumproben zeigten alle drei
HBV-spezifischen PCR-Produkte und wurden damit als infektios
diagnostiziert. Die restlichen 56 Proben waren in den untersuch-
ten PCR-Systemen negativ und damit nicht infektios. In 42 der
54 positiven Proben bestétigt die PCR-Analyse die Ergebnisse der
klassischen Antigen- und Antikérper-Diagnostik. Die restlichen 12
PCR-positiven Proben sind HBe-Antigen negativ und damit von
besonderem diagnostischem Interesse. Hiervon wurden in 3 Pro-
ben HBc-IgM-Antikérper nachgewiesen; diese Patienten befinden
sich im Stadium der Serokonversion.

Detektion von Mycobacterium Tuberculosis
und MOTT: Vergleich konventioneller
Nachweismethoden mit der PCR

U. Schacker, D. lonescu und M. Zapata
Labor Dr. Zapata/Dr. lonescu, Baden-Baden

Zum Nachweis von Mykobakterien wurden 300 Proben (Sputum,
Trachealsekret, Magensaft oder Urin) mit der Ziehl-Neelsen-Far-
bung, der Bactec-Fliissigkultur und der Kultivierung auf Stone-
brink- und Léwenstein-Jensen-Agar untersucht. Neben den Origi-
nalproben selbst wurden die N-Acetyl-Cystein behandelten Origi-
nalproben und ein Aliquot der Bactec-Fliissigkultur mit mehreren
Mykobakterien-spezifischen PCR-Systemen analysiert. Positive
Bactec-Kulturen wurden mit dem Gen-Probe-System (Fa. Bier-
mann) differenziert. 17 der untersuchten Proben waren sowoh| in
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den Kulturen als auch in allen PCR-Ansétzen positiv; bei einem
einzigen Isolat handelte es sich nicht um Mycobacterium tubercu-
losis, sondern um M. kansasii. Die DNA dieser Mykobakterien
zeigte wie erwartet weder Hybridisierung mit der M.tbc.-spezifi-
schen Biermann-Sonde noch mit PCR-Primern, die spezifisch sind
flr das Insertionselement IS6110 der Spezies M.tbc. Drei Kultur-
negative Patientenmaterialien waren M.tbc.-PCR positiv, die klini-
schen Daten dieser Patienten werden zur Diskussion gestellt. Bei
zwei Kultur-positiven Proben war die PCR aus dem Originalmate-
rial negativ, diese wurden aber nach PCR-Analyse der Bactec-
Flissigkeit als M.tbc. positiv bestatigt. Solche Ausfille bei der
PCR wurden seit der Anwendung einer alkalischen Lyse vor der
Extraktion der mykobakteriellen DNA nicht mehr beobachtet. Da-
mit erweist sich die PCR als geeignete zusatzliche Methode fiir
die Mykobakterien-Diagnostik. Neben der hohen Sensitivitat
kommt der Schnelligkeit dieses M'ylgobakteriennachweises inner-
halb von Stunden besondere Bedeutung zu, da sich die konven-
tionelle Kultivierung meist iber Wochen hinzieht.

Freies B-hCG, ein geeigneter Marker
zur Bestimmung des Down-Syndroms
aus dem miitterlichen Serum

H.-J. Schaeffer und A. Bolte
Universitéts-Frauenklinik Kéin

In einer ersten deutschen Studie groBeren Umfangs (bislang iber
1000 Seren von Schwangeren der 14.-22. SSW) wurde die klini-
sche Relevanz des neues RIA-Kits der Fa. Isotopen Diagnostik CIS,
Dreieich, untersucht. Verglichen wurden die Ergebnisse mit den
Konkurrenzmethoden nach WALD (Brit. Med. J. 297 (1988),
883-887) und dem DERMALOG-Programm und wurden schlie3-
lich den erzielten cytogenetischen Befunden nach Amniozentese
bzw. Plazentabiopsie gegeniibergestellt.

Die Trisomie 21 wurde von allen Methoden richtig erkannt.
Falsch-negative Befunde wurden bei uns bislang nicht beobach-
tet. Die Rate der falsch-positiven Fille war bei der Bestimmung
nach WALD vergleichbar mit der des neuen Programms von Dr.
T. M. Reynolds, Cardiff/lUK, das die Ergebnisse des freien B-hCG
zusammen mit denen des AFP bewertet. Lediglich das DERMA-
LOG-Programm zeigte eine deutlich hohere Rate an falsch-positi-
ven Resultaten. Als falsch-positiv wurden alle Ergebnisse betrach-
tet, die eine hohere Risikowahrscheinlichkeit als 1:385 (entspre-
chend dem reinen Altersrisiko einer 35jahrigen) ergaben und
nichts mit einer Trisomie 21 zu tun hatten.

Die Anwendung des néuen FB-hCG zeigte sich vorteilhaft trotz der
vergleichbaren Rate an falsch-positiven Ergebnissen mit der her-
kommlichen Bestimmungsmethode nach WALD, da hier erhdhte
Risiken auch auf andere Stérungen des Gestationsgeschehens
hinweisen konnen. Auerdem ist es mdglich, bei der Anwendung
des FB-hCG auf die Bestimmung des fE3 zu verzichten, was zur
Dampfung der Kosten nicht unberiicksichtigt bleiben sollte. Die
Durchfihrung der FB-hCG-Bestimmung ist einfach und zuverlas-
sig, da die Seren in der Regel nicht verdiinnt werden miissen.

Die Bedeutung des neuen Tumormarkers
CYFRA 21-1 bei Blasenkarzinomen
im Vergleich zu TPA und TPS

C. Schambeck’, P. G. Fabricius?, P, Stieber', U. Hasholzner',

K. Hofmann', H.-M. Jansen', N. Schmeller?,

A. Fateh-Moghadam®

Institut fir Klinische Chemie' und Urologische Klinik?,

Klinikum GroBhadern, Ludwig-Maximilians-Universitét Miinchen

Bislang war fiir die Verlaufskontrolle von Blasenkarzinomen kein
zufriedenstellender Tumormarker verfiigbar. Allenfalls TPA schien



fiir den follow-up in Betracht zu kommen. Aufgrund der sehr un-
terschiedlichen Vergleichskollektive wurden Sensitivititen zwi-
schen 24% und 72% fiir TPA beschrieben (1, 2). Studien aus Agyp-
ten berlcksichtigen zudem infolge der epidemischen Bilharziose
vor allem Plattenepithelkarzinome, wihrend es sich in Giber 90%
der Karzinome im européischen Raum um Urothelkarzinome han-
delt (3). - .

Wir untersuchten die klinische Bedeutung des neuen Tumormar-
kers CYFRA 21-1 verglichen mit TPA und TPS beim Blasenkarzi-
nom. CYFRA 21-1 charakterisiert ein |dsliches Fragment des Cyto-
keratins 19, das mittels'des ELISA von Boehringer Mannheim ge-
messen wird. Die Bestimmung von TPA bzw. TPS basiert auf dem
IRMA von Sangtec medicals bzw. dem IRMA von Beki Diagno-
stics.

Die Analysen wurden anhand tiefgefrorener Seren (-80°C) von
insgesamt 88 Karzinompatienten aller UICC-Stadien durchge-
fuhrt. Unser Vergleichskollektiv umfaBt 73 Patienten mit aus-
schlieBlich benignen, urologischen Erkrankungen (Harnwegsin-
fekte, Nieren- und Harnleitersteine etc.).

Bei einer 95%igen Spezifitat (Cut-off fur CYFRA 21-1: 2,6 ng/ml,
fur TPA: 165 U/l, fur TPS: 144 U/l) gegeniiber dem Vergleichskol-
lektiv fanden wir eine Gesamtsensitivitat von 38% fiir CYFRA 21-
1 vs. 27% bzw. 23% fiir TPA und TPS. Betrachtet man nur die
prognostisch ungunstigen, muskelinvasiven Karzinome, so resul-
tiert fur CYFRA 21-1 eine Sensitivitat von 56% vs. 42% und 31%
fur TPA und TPS. CYFRA 21-1 zeigte dariiber hinaus eine Abhan-
gigkeit vom Stadium der Erkrankung. Somit stelit CYFRA 21-1 ge-
geniiber TPA und TPS den geeigneteren Marker bei Blasenkarzi-
nomen dar.

Schrifttum:

(1) Adolphs H.-D. et al. (1984) Significance of Plasma Tissue Polypeptide
Antigen Determination for Diagnosis and Follow-up of Urothelial Bladder
Cancer. Urological Research 12:125-128.

(2) Schwemmer B. et al. (1985) Simultaneous Determination of Six Tumor
Markers in Patients With Prostatic Carcinoma and Bladder Tumors. Urologi-
cal Research 13:133-136.

(3) El-Ahmady O. et al. {1992) The Clinical Value of Tissue Polypeptide Anti-
gen for Cancer Patients: Egyptian Experiences. In Klapdor R. (ed): Tumor
Associated Antigens, Oncogenes, Receptors, Cytokins in Tumor Diagnosis
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Der Labeling Index (LI%) als prognostischer
Faktor beim multiplen Myelom-Vergleich
einer neu entwickelten
durchfluBzytometrischen Methode mit dem
Verfahren am Fluoreszenzmikroskop

C. Schambeck', A. Fateh-Moghadam?, R. Bartel?, R. Lamerz®,
M. Wick' .

Institut fir Klinische Chemie®, 3. Medizinische Klinik?,

2. Medizinische Klinik®, Klinikum-GroBhadern,
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

Zur Zeit gibt es keinen Befund, der fiir sich alleine die friihzeitige
Diagnose eines multiplen Myeloms zuldRt und eine Aussage {iber
Prognose und Verlaufsbeurteilung der Erkrankung ermadglicht. Im
Einzelfall ist die Entscheidung Uber den addquaten Therapiebe-
ginn sehr schwierig, da zwischen benigner monoklonaler Gam-
mopathie, Smouldering Myeloma und dem Beginn eines progre-
dient verlaufenden Myeloms nicht immer sicher zu differenzieren
ist. Nach Untersuchungen der letzten Jahre hat sich die Prolifera-
tionskinetik als prognostischer Indikator bewahrt.

Hierfiir eignet sich der L%, der den prozentualen Anteil der Plas-
mazellen in der S-Phase bezogen auf alle Plasmazellen angibt. An
der Mayo-Clinic wurde 1985 der BU-1-Ak entwickelt, der sich auch
ohne Denaturierung an das wahrend der S-Phase in die replizie-
rende DNA eingeschleuste Bromdesoxyuridin anlagert. Bei BU-1

werden Nukleasen verwendet, und es entfslit die sonst iibliche
Denaturierung. Zellmorphologie und immunologische Marker
bleiben erhalten.

Wir entwickelten mit diesem Antikérper eine durchfluBzytometri-
sche Methode zur Bestimmung des LI%. Anhand des Knochen-
markes von 44 Patienten testeten wir Prizision und Wertigkeit der
DurchfluRzytometrie im Vergleich zur etablierten Methode am
Fluoreszenzmikroskop. Ferner waren Gegenstand unserer Unter-
suchungen die Beziehung des LI% zu klinischem Status, B-2-Mi-
kroglobulin i. S. und histologischer Klassifikation nach Bartl. Es
zeigt sich, daB der LI% neben B-2-Mikroglobulin und dem mono-
klonalen Immunglobulin selbst einen wertvollen Parameter hin-
sichtlich eines Therapieentscheides darstelit.

Clot-Tutor®, Computer-Lernprogramm
Gerinnung — Software Version 2.7

B. Schaper’, D. Gulba?, J. Kienast®, B. Kehnen*, H. Lind*, R. Seitz5,
M. Sosada®

' Krankenhaus Nordstadt, Hannover

2 Klinikum Rudolf Virchow d. Univ. Berlin-Buch

3 Med. Klinik u. Poliklinik der Westf. Wilhelms-Univ., Minster

4 Behringwerke AG (MIV), Liederbach

5 Med. Zentrum f. Innere Medizin, Philipps-Univ., Marburg

¢ Med. Hochschule Hannover, Hannover

In den letzten Jahren hat die Kenntnis der Vernetzung gerin-
nungsphysiologischer Vorgange mit entziindlichen und immuno-
logischen Prozessen enorm zugenommen. Viele experimentell
beschriebene Mechanismen haben inzwischen klinische Relevanz
erlangt, insbesondere was die Prophylaxe und Therapie von
thrombembolischen Ereignissen anbelangt. Dem behandelnden
Arzt wie auch dem nicht primar hamostaseologisch orientierten
Labor féllt es nicht leicht, auf diesem traditionell , gefiirchteten”
Wissensgebiet Schritt zu halten und dabei unmittelbar Anwend-
bares von eher Theoretischem zu trennen.

Der CLOT-Tutor ist ein véllig neuartiges Medium zur raschen In-
formationsvermittiung auf dem Gebiet der klinischen Haemosta-
sedlogie. Klassische Elemente des wissenschaftlichen Journals
wie Fach-Lektorat und Redaktionskonferenz wurden hierzu mit
den Maoglichkeiten moderner Computer-Oberflaichen verbunden.
Das Textmaterial der Originalpublikationen wird in Referaten auf-
gearbeitet und in Form von didaktisch begriindeten Assoziations-
ketten gegliedert. Dem Anwender steht somit ein individueller
Weg der Wissensaquisition zur Verfligung.

Der Clot-Tutor erscheint einmal jahrlich und wird in Zusammenar-
beit mit namhaften, klinisch tatigen Haemostaseologen fortlau-
fend erganzt bzw. Uberarbeitet.

Vergleichende Studie zur Evaluation
kommerziell erhaltlicher Columbia
Blutagarbasismedien

H.-P. Schau, U. Warweg

MLVUA Thdringen, Hygieneinstitut; Fachbereich

Med. Mikrobiologie, Haus VI, Nationales Referenzzentrum
fiir Clostridien, Nordh&user Str. 74, 0-5010 Erfurt

Eine vergleichende Studie von herkdémmlichen Columbia Blut-
agarbasismedien mit den neu entwickelten Blutagarbasismedien
von DIFCO, Columbia EH (erhéhte Hamolyse) und Columbia
No. 2, wurde mit einer repriasentativen Auswahl klinisch relevan-
ter Stamme durchgefiihrt.

In die Studie wurden sowohl Wild- als auch Referenzstdimme ver-
breiteter aerober und fakultativ anaerober Mikroorganismen ein-
bezogen.

Ferner wurde besonderer Wert auf die Bewertung der DIFCO Blut-
agarbasismedien zur Kultivierung von Anaerobiern gelegt.
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Beurteilt wurden sowohl das Wachstum anhand der Koloniezahl
und KoloniegréRe sowie bei hdmolysierenden Keimen die arttypi-
sche Hamolyse, der Himolysegrad und die Brillanz der Hadmolyse-
20nen.

Verdauungsstorungen/Oberbauchschmerz -
Ist das Pankreas beteiligt?

Pankreatische Elastase 1 (ELISA) zur Diagnostik
der chronischen und/oder akuten Pankreatitis

U. Scheefers-Borchel', H. Scheefers', A. Michel®, H. Will',
R. Arnold?, A. Sziegoleit®

' ScheBo Tech Medizinisch-Biologische
Forschungsgesellschaft mbH, Wettenberg 2

2 Medizinische Universitétsklinik der Philipps-Universitét,
Marburg

3 Institut fiir Medizinische Mikrobiologie der Justus-Liebig-
Universitét, GielSsen

Die menschliche pankreatische Elastase 1 (E1), libersteht die
Darmpassage unbeschadet und ist im Stuhl als Protein zu quanti-
fizieren. Die Konzentration im Stuhl spiegelt die exokrine Pankre-
asfunktion wider. In der akuten Entziindungsphase wird E1 retro-
grad in das Serum abgegeben, so daR die Quantifizierung der E1
im Serum die Diagnose oder den Ausschlu® einer akuten Pan-
kreatitis erlaubt. Im Vergleich zu den gebrauchlichen Parametern
der Pankreasdiagnostik: Amylase und Lipase fur die akute Pankre-
atitis, Chymotrypsinbestimmung im Stuhl, fir die Pankreasinsuf-
fizienz, bietet die quantitative Bestimmung der E1 entscheidende
Vorteile: (1) E1 ist absolut pankreasspezifisch. (2) E1 ist darmsta-
bil, d. h. die Konzentration der E1 im Stuhl spiegelt in idealer
Weise die Sekretionsleistung des Pankreas wider (Diagnose oder
Ausschluf3 einer Pankreasinsuffizienz). (3) Eine Substitutionsthe-
rapie hat keinen EinfluR auf das Testergebnis. (4) E1 tritt wie die
ubrigen Pankreasenzyme wahrend akuter Entziindungsphasen ins
Blut Gber, bleibt darin aber langer nachweisbar als z. B. Lipase
oder Amylase, so daR ein akuter Krankheitsschub auch 3 bis 4
Tage nach Krankheitsbeginn noch erkennbar ist. Zur Bestimmung
der E1 stehen zwei ELISA, basierend auf monokionalen Antikor-
pern, zur Verfigung. Diese eignen sich sowohl fiir die Quantifizie-
rung der E1 im Serum, zur Diagnostik einer akuten Pankreatitis
oder eines akuten Schubes einer chronischen Pankreatitis (E1-Se-
rum-Test), als auch zur Quantifizierung der E1 im Stuhl (E1-Stuhl-
Test), um eine chronische Pankreatitis, sowie eine Pankreasinsuf-
fizienz im Rahmen der cystischen Fibrose zu erkennen oder auszu-
schlieRen. Beide ELISA (automatisierbar) stehen ab sofort zur rou-
tinemaRigen Anwendung zur Verfligung.

Schrifttum:

U. Scheefers-Borchel, H. Scheefers, R. Arnold, P. Fischer und A. Sziegoleit:
Lab. med. 16:427-432 (1992).

Quantitative Bestimmung (ELISA)
der Pyruvatkinase Typ Tumor M2
Ein neuer, genereller Tumormarker

U. Scheefers-Borchel', H. Scheefers’®, A. Michel’, H. Will',
G. Fischer?, N. Dahimann?®, R. Laumen*, S. Mazureks,

E. Eigenbrodt®

' ScheBo Tech GmbH, Wettenberg 2

2 Zentrum fiir Pathologie, Universitit Géttingen

2 Inst. fur klinische Biochemie, Universitdt Bonn

* Klinik Seltersberg Universitét Gie3en
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Untersuchungen bei einer Vielzahl von verschiedenen Tumoren
der Ratte und des Menschen zeigten, daf in allen Tumoren ein
Isoenzym der Pyruvatkinase, Typ Tumor M2 (TU M2-PK), in erhéh-
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ter Konzentration auftritt. Es besteht eine Korrelation zwischen
der Malignitét von Tumoren und dem Gehalt an Tu M2-PK (Eigen-
brodt et al. 1992). ScheBo Tech hat einen ELISA entwickelt, mit
dem die Tu M2-PK im Serum nachgewiesen werden kann. Dieser
Test basiert auf monoklonalen Antikorpern, die hoch spezifisch
fur die Tu M2-PK sind und deshalb nicht mit den anderen Isoenzy-
men der Pyruvatkinase (Typ L, R, M1 und M2) reagieren. Die Vari-
ationskoeffizienten der Intraassay- (n=30) und der Interassay-
Prazision (n = 10) betragen 3,5% bzw. 5,5%. Eine Untersuchung
an 800 Seren von Lungenpatienten zeigt, da® bei verschiedenen
malignen Erkrankungen der Lunge ein Anstieg der TU M2-PK
nachweisbar ist. Die Sensitivitat des Tests betragt bei Tumoren
der Lunge fir das Adenokarzinom 71%, fur das Plattenepithelkar-
zinom 68% und fiir das kleinzellige Bronchialkarzinom 50%. Fiir
das gesunde Kontrollkollektiv wurde eine Spezifitdt von 95% bei
einem cut off von 17 U/ml Serum festgelegt. Bei benignen Erkran-
kungen sowie bei Entziindungen der Lunge war kein signifikanter
Anstieg der TU M2-PK nachweisbar. In einer weiteren Studie wur-
den 102 Seren von Patienten mit anderen Tumoren untersucht.
Hierbei wurden folgende Sensitivitditen bestimmt: Mamma-Ca:
74%, Prostata-Ca: 76%, Rectum-Ca: 75%, Colon-Ca: 87%, Magen-
Ca: 58%. Erste Studien belegen, daR der ELISA auch zur Verlaufs-
kontrolle bei der Tumortherapie geeignet ist. Der ELISA (automati-
sierbar) steht ab sofort zur routineméRBigen Anwendung zur Verfu-

gung.
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Angiotensinase A: ein Progressions-
Parameter bei Nierenerkrankungen

J. E. Scherberich, J. Wiemer, C. Herzig, W. Schoeppe
Klinikum der J. W. Goethe-Universitét, Abt. Nephrologie,
W-6000 Frankfurt am Main

Eine als Aminopeptidase A bezeichnete Protease kommt in der
menschlichen Niere in proximalen Tubulusepithelien sowie in Po-
dozyten und Endothelien von Glomeruli vor (1). Das Enzym von
aus normalen Nieren isolierter Glomeruli baute spezifisch Angio-
tensin Il ab und wurde daher als Angiotensinase A (ATA) bezeich-
net. Um zu klaren, welche méglichen Beziehungen zwischen ver-
schiedenen Graden einer Niereninsuffizienz und der renalen Ge-
websexpression und Ausscheidung der ATA bestehen, haben wir
das Enzym aus Nieren und aus Harnkonzentraten Nierenkranker
isoliert, charakterisiert und polyklonale Antikérper (Kaninchen) er-
zeugt. Als Verfahren dienten Methoden der Differential/Dichtegra-
dienten-Zentrifugation, Lektinaffinitdtschromatographie und FPLC
einschlieBlich der hydrophoben Interaktionschromatographie (2).
ATA aus Nieren fand sich in zwei Isoformen mit Mr in der nativen

. PAGE von 212 kDa -(ATA-lf ‘und 118 kDa (ATA 1I), bzw. 117 und

127 kDa in der SDS-PAGE und unterschiedlicher Km (2,05 mMol
bzw. 0,87 mMol Substrat). Antikorper gegen Isoform | reagierten
nur mit Tubuli, Antikérper gegen ATA Il mit Tubuli und Glomeruli;
Antikrper gegen ATA Il reagierten auch spezifisch mit kultivierten
menschlichen Podozyten (FACS-Analyse, G. M. Haensch, Univers.
Heidelberg). Dagegen fand sich in pathologischen Harnproben
nur eine ATA vom Mr 199 kDa (Superdex HP-Saule) bzw. von
96 kDa in der SDS-PAGE. ATA aus Nieren war Ca* aktivierbar
(56 mMol), der Substratumsatz kompetitiv durch Angiotensin Il
hemmbar. Die Ausscheidung der ATA im Harn war mit der Kreati-
nin-clearance negativ korreliert (RS: ~0,65; 2p: 0,0017, n = 24) und
die ATA 'damit das einzig bisher bekannte Membranenzym, das
mit zunehmender Funktionsverschlechterung vermehrt eliminiert
wurde. In der quantitativen Bildanalyse von Nierenschnitten von
Patienten mit unterschiedlichen Graden einer Niereninsuffizienz
nahm zwar die glomerulare Gesamt-ATA-Aktivitdt mit zunehmen-
der Niereninsuffizienz ab, jedoch pro Restnephron adaptiv zu: nur



Uberlebende, hypertrophierte Nephrone wiesen hohe ATA-Aktivi-
tat auf. Wahrscheinlich unterbindet die ATA in einer resistenten
Nephron-Population, die Angiotensin Il vermittelte Mehrsynthese
extrazelluldarer Matrixsubstanz (u. a: Kollagen |, Ill und IV) und da-
mit eine progrediente Glomerulosklerose. Hohe proteolytische
ATA-Aktivitat ware demnach ein protektives Prinzip tiberlebender
Nephrone bei.sonst chronisch fortschreitenden Nierenerkrankun-
gen (3).
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Evaluierung des Blutzuckermef3systems
Glucometer ELITE: Prazision, Richtigkeit
sowie EinfluB von Hamatokrit

und Temperatur

Harald Schlebusch®, Marianne Sorger?, Iris Pfaffenholz’,
Helga Harnack®
' Frauenklinik der Universitdt Bonn und 2 Medizinische Poliklinik

Glucometer Elite (BAYER Diagnostics) ist ein kleines, 50 g schwe-
res Geréat zur Blutzuckerselbstkontrolle, das die Glucosekonzen-
tration in einem Blutvolumen von 3 pl nach einem elektrochemi-
schen MeRprinzip bestimmt: Die bei der Oxidation von Glucose
durch immobilisierte GOD entstehenden Elektronen werden auf
einen Acceptor ibertragen (Kaliumhexacyanoferrat) und an-
schlieBend mittels einer Elektrode gemessen. Fiir die Prazision in
der Serie (n =20) fanden wir bei Verwendung venoser Vollblut-
proben VK zwischen 2,7% und 4,3% (Hyper/Hypoglykéamie). Fir
die Prazision von Tag zu Tag (n = 15) ergaben sich VKs < 3%. Das
System miBt linear im Bereich 40-400 mg/dl.

Beim Vergleich von 100 Kapillarblutproben (Blutzucker: 46—
432 mg/dl) fanden wir ausgezeichnete Ubereinstimmungen mit
der naBchemischen Referenzmethode (Hexokinase) fir Konzen-
trationen < 150 mg/dl. Dariiber hinaus lagen die Werte im Mittel
um 6% zu hoch, was durch eine gednderte Kalibration verbessert
werden sollte (Gesamt-Regression y =-8,8 + 1,13x, r = 0,995).

Steigt der Hamatokritwert einer Probe um 10%, so vermindern
sich die gemessenen Glucosewerte um 6-10% (abhangig vom
MeRbereich). Der bei Sensor-Systemen zu erwartende Einfluf3 der
Temperatur auf das Ergebnis wird zwischen 14° und 32° wirksam
kompensiert.

Das System erlaubt eine einfache und zuverlassige Blutzucker-
selbstkontrolle; die Hamatokritabhangigkeit der Ergebnisse
schrankt jedoch seine Verwendung auf Intensiv- oder Neugebore-
nenstationen ein.

Antikorper gegen Gliadin
und gegen Endomysium zur Diagnose
der Gluten-sensitiven Enteropathie

W. Schlumberger, S. Olbrich, E. Miller-Kunert, K. Sonnenberg,
W. Stocker : .

Fragestellung: Bei Gluten-sensitiver Enteropathie (GSE) lassen
sich haufig Antikérper gegen Gliadin (1) und Endomysium (2)
nachweisen. Beide Antikérper kommen auch bei der Dermatitis
herpetiformis Duhring vor, die oft mit einer GSE assoziiert ist. Es
wurde ein neuer, optimierter Anti-Gliadin-ELISA evaluiert und au-
Rerdem untersucht, welche Gewebe sich fir den Nachweis der

Endomysium-Antikdrper mit der indirekten Immunfluoreszenz
eignen.

Methoden: Antikorper gegen Gliadin wurden mit einem neu ent-
wickelten Enzymimmuntest bestimmt, Antikérper gegen Endomy-
sium durch indirekte Immunfluoreszenz an unfixierten Gefrier-
schnitten 20 verschiedener Primaten- und Nagetiergewebe. Als
Zweitantikorper dienten Peroxidase- bzw. FITC-gekoppelte Anti-
human-IgA, -IgG oder -IgM (Ziege).

Ergebnisse: Bei aktiver GSE (n = 14) traten Antikérper gegen Glia-
din in 93% auf (Remission 40%, Blutspender 5%), und Antikdrper
gegen Endomysium in 64% (Remission 20%, Blutspender 0%).
Gliadin-Antikérper gehérten vorwiegend den Ig-Klassen IgA und
IgG an, Endomysium-Antikérper bestanden fast immer aus IgA.
IgM-Antikérper gegen Gliadin lagen nur im aktiven Stadium vor
(29%), IgM-Antikorper gegen Endomysium waren in keinem Falle
nachweisbar. IgA-Antikérper ausschlieBlich gegen Gliadin traten
nur in 7% und gegen Endomysium nur in 14% der Fille auf, ge-
gen beide Antigene aber in 50%. Antikdrper gegen Endomysium
wurden durch zugesetztes Gliadin nicht neutralisiert. Endomysi-
um-Antikorper lieBen sich am deutlichsten mit fetalem Primaten-
magen darstellen, sie zeigten eine typische membrandse Fluores-
zenz der glatten Muskulatur, sowie eine wabenférmige Anfarbung
der Lamina propria mucosae. Weitere geeignete Primatenorgane
waren fetaler Osophagus, fetaler Darm, adulte Leber und Neben-
niere. Nagetierorgane reagierten meist nur schwach.

Diskussion: Die parallele Bestimmung der Antikérper gegen Glia-
din und gegen Endomysium trégt wesentlich zur Diagnose einer
Gluten-sensitiven Enteropathie oder einer Dermatitis herpetifor-
mis Duhring bei. Beide Antikorper sind nicht miteinander korre-
liert. MaRgeblich ist die Antikdrper-Klasse IgA. Fiir den Nachweis
der Endomysium-Antikérper sollten Nagetierorgane nicht ver-
wendet werden, da sie schwacher reagieren als Primatengewebe
und mit heterophilen Antikérpern verwechselt werden kénnen.
Bei Osophagus kann es zur Verwechslung mit Antikorpern gegen
glatte Muskulatur kommen. Antikérper gegen Endomysium und
gegen Retikulin sind weitgehend identisch (3).
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Vollmechanisierte
UrineiweiRdifferenzierung am-Hitachi 911

Dirk Schmidt, W. Hofmann, W. G. Guder
Institut fiir Klinische Chemie am Stédtischen Krankenhaus
Miinchen-Bogenhausen

Fir die quantitative Bestimmung von Einzelproteinen im Urin zur
Differenzierung von Nierenerkrankungen werden zunehmend im-
munnephelometrische und -turbidimetrische Verfahren einge-
setzt (1, 2). Um eine groRere Zahl von Untersuchungen volime-
chanisiert durchfihren zu kénnen, haben wir die Bestimmungen
von Albumin, 1gG, «1-Mikroglobulin (immunturbidimetrisch), Ge-
samteiweil} (turbidimetrisch), B-NAG (kinetisch) und Kreatinin
{Jaffé) an das Analysengerat Hitachi 911 adaptiert. Das Gerat bie-
tet die Mdglichkeit, durch automatische Probenverdiinnungen
und kombinierte Anwendung von nichtlinearen und linearen Kali-
brationen das gesamte Programm abzudecken. Die MeRbereiche
sind so aufeinander abgestimmt, daR der Antikérperverbrauch
(< 20 pl/Test) und die Anzahl der Wiederholungsanalysen gering
ist. Automatische Probenverdiinnungen werden durchgefiihrt bei
Uberschreitung folgender Konzentrationen: Gesamteiweil3
> 7500 mg/l, Albumin > 2300 mg/l, IgG > 600 mg/l, «1-Mikroglo-
bulin > 80 mg/l. Dieser groRe MefRbereich ist nur maoglich, wenn
fiir jede MeRgréRe zwei Verfahren mit unterschiedlichen MeRbe-
reichen adaptiert werden und eine Vorsortierung der Proben auf-
grund des Proteinteststreifenergebnisses stattfindet. Eine manu-
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elle Probenvorverdiinnung muR erst bei Proteinurien iiber 40 g/l
durchgefiihrt werden. Der Probendurchsatz bei Durchfihrung un-
seres Untersuchungsspektrums liegt bei 30-40/Stunde, wobei die
Durchfithrung eines Untersuchungsspektrums ca. 20 Minuten
dauent. Die Prazisionen liegen im Bereich der von den Richtlinien
der BAK geforderten Werte fiir Serumproteine. Das Analysen-
system erfiilit damit die Anforderungen, ein komplexes Unter-
suchungsspektrum mit verschiedenen Verdiinnungsstufen voll-
mechanisiert und kostengiinstig abzuarbeiten.
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Neue Entwicklungen in der automatisierten
multifluorophoren DNA Analytik

Gerald Schmidt
Applied Biosystems GmbH, Brunnenweg 13, 6108 Weiterstadt

Wiahrend sich die Anwendung der multifluorophoren Laser-Scan-
ning-Technologie zunéchst auf die nicht radioaktive DNA Sequen-
zierung (1, 2) konzentrierte, wurden die Madglichkeiten dieser
Technologie auch fir weitere Bereiche der molekularen DNA Ana-
lytik erschlossen. So wurde fiir die DNA Sequenzierung eine neue
Markierungsstrategie entwickelt (3); der Einsatz von basenspezi-
fisch Fluoreszenzmarkierten dideoxy-Nukleotide fiihrt zu einer 3"-
Markierung ausschlieBlich der gewiinschten DNA Fragmente
(keine False Stop oder Termination Sites). Darliber hinaus ermég-
licht diese Methode eine ,Ein-Topf-Sequenzierungs-Reaktion”,
die den manuellen Aufwand wesentlich reduziert. Von der PCR
ausgehend, wurde mittels dieser 3’-Terminator-Markierung des
Cycle Sequencing Konzept entwickelt. Diese Methode bedeutet
fir die DNA-Sequenzierung dhnliche Vorteile wie die PCR fiir die
DNA-Amplifizierung. Sie ermdoglicht selbst bei geringsten DNA-
Mengen auch schwierige DNA-Sequenzen zu analysieren. Der
Einsatz der multifluorophoren Technologie in der Quantifizierung
und GroRenbestimmung von DNA Fragmenten macht bei der
Elektrophorese die Verwendung eines internen Standards mog-
lich. Diese Methode garantiert eine exakte und reproduzierbare
Daten-Auswertung, da sie unabhéngig ist von Gelartefakten und
Mobilitdtsunterschieden verschiedener Gelspuren. Fiir verschie-
denste Anwendungsgebiete wurden Methoden entwickelt, wie
etwa die Erkennung genetisch bedingter Krankheiten durch spezi-
fisch markierte Multiplex PCR, die HLA-Typisierung und die Quan-
titative Analyse von mRNA Transcripten zu (T-Cell, -Ostrogen) Re-
zeptor Studien.
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Leucognost® Kits- Naphthol AS-D-
Chloracetatesterase und Sudanschwarz

Ute Schmidt
E. Merck, Forschung Diagnostica, Frankfurter Stral3e 250,
D-6100 Darmstadt

Bei hamatologischen Erkrankungen kommt der genauen Typisie-
rung der Zellen wachsende Bedeutung zu. Die Zuordnung der Zel-
len mit klassischen hamatologischen Farbemethoden ist nicht in
allen Féllen mdglich. Enzymreaktionen zur Darstellung von Per-
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oxidasen, Esterasen, Phosphatasen und PAS-positive Strukturen
sind bei der Klassifikation akuter Leukamien von Bedeutung.

Mit Leucognost™ kdnnen semiquantitative Aktivitaten in leukami-
schen Zellen bestimmt werden. Die Leucognost® Reihe, die bis
jetzt Kits fir den Nachweis der unspezifischen Esterase, Peroxi-
dase, PAS-positiver Strukturen, alkalischer und saurer Phospha-
tase umfafdt, wird durch Kits fiir die spezifische Esterase und Su-
danschwarz erweitert. Die Chloracetatesterase-Reaktion ist spezi-
fisch fur Esterase, die in granulozytiren Zellen (Segmentkernige,
einschlieBlich Promyelozyten und z. T. in Myeloblasten) nachge-
wiesen werden kann. Die Esteraseaktivitdten sind leuchtend rot
dargestellt. Die lipophilen Strukturen in den Segmentkernigen
werden mit Sudanschwarz dargestelit. Vorteile der Leucognost®
Farbesets sind neben der Erweiterung der diagnostischen Mog-
lichkeiten die problemiaose, rasche und zuverlassige Testdurchfiih-
rung auch in der Hand des ungeiibten Anwenders.

Die Bestimmung von Zink, Kupfer
und Aluminium in den korpuskularen
Bestandteilen des Blutes bei Patienten
mit praterminaler und terminaler

“Niereninsuffizienz

Y. Schmitt, V. Moser und J. D. Kruse-Jarres
Institut fir Klinische Chemie und Labormedizin,
Katharinenhospital, D-7000 Stuttgart

Spurenelemente sind von essentieller Bedeutung. Die exakte Dia-
gnose eines Mangels anhand der Plasmakonzentration ist proble-
matisch, da der Austausch der Spurenelemente innerhalb der
Kompartimente die Festlegung auf die Indikatormatrix Plasma er-
schwert. In der vorliegenden Arbeit wurde anhand eines Kollek-
tivs von Patienten mit Niereninsuffizienz untersucht, ob die intra-
zellulare Bestimmung von Zink, Kupfer und Aluminium abwei-
chende Ergebnisse im Vergleich zur Bestimmung im Plasma er-
gibt. Als Ergebnis kann belegt werden, daB die intrazellularen Ge-
halte vom Plasmawert abweichen. Der Zinkspiege! der Erythrozy-
ten, Thrombozyten und Leukozyten liegt im mittleren bis oberen
Normbereich. Der Kupferspiegel der Erythrozyten ist erniedrigt,
derjenige der Thrombozyten erhoht, wahrend die Leukozyten kein
Kupfer aufweisen. Der leicht erhéhte Aluminiumgehalt der Ery-
throzyten scheint auf die Gbrigen Blutzellen iibertragbar zu sein.
Bisher wurden Funktionsstorungen im Stoffwechsel von urdmi-
schen Patienten auf das uramische Milieu bzw. die Dialyse an sich
bezogen. Die vorliegenden Ergebnisse wiesen jedoch darauf hin,
daB die auftretenden Symptome zum Teil auf Stérungen des Spu-
renelementhaushaltes zuriickgefithrt werden kdnnen. Im Rahmen
der erhohten Fragilitat der Erythrozyten und ihrer verkiirzten Le-
bensdauer kann dem erniedrigten Kupfergehalt eine wesentliche
Bedeutung zukommen. Die bei diesen Patienten ungeklarte
Thrombozytopathie in Zusammenhang mit einer erhéhten Alumi-

‘niumbelastung bringen.

Gerinnungsaktivierung
bei Retransfusion von Drainagenblut

" nach Knieprotheseoperationen

Y. Schmitt', M. Stampel?, A. Henn-Beilharz®

' Institut fiir Klinische Chemie und Labormedizin

2 Zentrum fiir Innere Medizin

3 Klinik fiir Andsthesiologie, Katharinenhospital, D-7000 Stuttgart

Die Transfusion von Drainagenblut nach Gelenkersatzoperationen
stellt einen wichtigen Baustein im autologen Transfusionskonzept
dar. Im Rahmen von Knie-TEP-Operationen wurde das Gerin-



nungspotential der autologen Biuteinheit und die Auswirkungen
der Retransfusion auf den Patienten untersucht und mit einem
Kollektiv solcher Patienten verglichen, die einer Knie-TEP-Opera-
tion ohne Retransfusion unterzogen wurden. Intraoperativ be-
stand Blutleere, postoperativ wurde tiber das Consta Vac System
(Fa. Stryker, USA) retransfundiert. Vor Drainagenanschluf® wur-
den 5000 IE konventionelles Heparin in das System gegeben. In
der Retransfusionskonserve und im Patienten (vor und nach Re-
transfusion) wurden das Blutbild, die Prothrombinzeit, die par-
tielle Thromboplastinzeit, das Fibrinogen nach Clauss, der Throm-
bin-Antithrombin-Komplex, die Prothrombinfragmente, die Fi-
brinmonomere und der Pldttchenfaktor 4 gemessen. Bereits post-
operativ kommt es zu einer Aktivierung der Gerinnung in vivo. In
der Konserve selbst tritt eine ausgepragte Gerinnungsaktivierung
ein, die auch durch die Zugabe von Heparin nicht verhindert wer-
den kann. Nach Retransfusion des Drainagenblutes kommt es zu
einer Zunahme der Gerinnungsaktivierung in vivo. Es kann die
Schluf3folgerung gezogen werden, dal bei Retransfusion von
Drainagenblut eine Menge von 500 ml Volumen nicht tiberschrit-
ten werden sollte. Die Patienten sind nach der Retransfusion be-
ztglich der Gerinnungsaktivierung sorgféltig zu Uiberwachen und
bediirfen einer adiaquaten Heparintherapie. Fiir die Uberwachung
der Gerinnungsaktivierung eignet sich besonders der quantitative
Test zur Bestimmung der Fibrinmonomere, der an klinisch-chemi-
schen Analysenautomaten einfach durchgefiihrt werden kann.

Cyfra 21-1: Ein neuer Tumormarker
fur Bronchialkarzinome

B. Schmolke, W.-H. Peters
Immunologische Laboratorien, Berlin, Kliniken ZschadraB3,
ZschadralB3

Wahrend fiir das kleinzellige Bronchialkarzinom mit der neuron-
spezifischen Enolase (NSE) ein klinisch bewahrter Tumormarker
zur Verfiigung steht, ist ein gleichwertiger Marker fiir die verschie-
denen nicht-kleinzelligen Formen bisher nicht bekannt. Erst seit
kurzem steht hier ein neuer Tumormarker zur Verfiigung, das
Cyfra 21-1-Antigen.

Im Rahmen erster orientierender Untersuchungen lberpriiften
wir die neue radioimmunologische MeRmethode (CENTOCOR)
bei 90 Patienten mit nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen im
Vergleich zu 120 gesunden Probanden und 80 Patienten mit nicht-
malignen Lungen- und Lebererkrankungen.

Bei einem gewahiten Cut-off-Wert von 2,3 ng/ml fiir Cyfra 21-2,
entsprechend der 95,8%-Spezifitdt gegeniiber gesunden Proban-
den, finden sich bei den Patienten mit nicht-malignen Erkrankun-
gen der Lunge bzw. der Leber nur in wenigen Féllen leichte Erho-
hungen (< 4,6 ng/ml) der Serumspiegel. Bei nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinomen liegt der Cyfra-Wert in einem hohen Pro-
zentsatz oberhalb des gewahiten Referenzbereichs, insbesondere
beim Plattenepithelkarzinom.

Kleinzellige Bronchialkarzinome zeigen immerhin noch in rund
einem Drittel der Falle erhéhte Cyfra-Werte. -

Auch bei Lungenmetastasen (nach Mammakarzinom) und beim
Ovarialkarzinom: ist Cyfra 21-1 in sehr hohen Prozentsétzen ein-
deutig erhéht.

Schrifttum: .
1. H. Becher: Epidemiologie des Bronchialkarzinoms. Mdnch. med. Wschr.
134 (1992) 569-574.

2. WHO. The World Health Organization: Histological typing of the lung
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Optimierte Methode zur Bestimmung
des Angiotensin I-Converting-Enzyms

E. Schnaith, W. Rick

Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik
der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf, Moorenstr. 5,
4000 Diisseldorf 1

Die Bestimmung der Aktivitat des Angiotensin |-Converting-En-
zyms (ACE, Kininase Il, EC 3.4.15.1) dient einerseits der Therapie-
und Verlaufskontrolle der Sarkoidose, andererseits kann damit die
Behandlung der Hypertonie mit Enzyminhibitoren, den sogenann-
ten ACE-Hemmern wie Captopril, kontrolliert werden. Dazu wur-
den zahlreiche synthetische Substrate beschrieben, deren kataly-
tischer Abbau ein MaB fiir die Enzymaktivitét ist. Ein kontinuierli-
cher Test mit N-[3-(2-Furyl)-acryloyl]-L-Phenylalanyl-Glycyl-Glycin
als Substrat, ein fluorimetrischer Test mit 4-Nitrobenzyloxycarbo-
nyl-Glycyl-L-Tryptophyl-Glycin als Substrat und ein diskontinuier-
licher Test mit Hippuryl-L-Histidyl-L-Leucin als Substrat wurden
auf ihre Eignung fir die klinisch-chemische Diagnostik iiberpriift
und verbessert. Die Reaktionsgeschwindigkeit, die Michaelis-Kon-
stante und die Aktivierungsenergie andern sich mit der Chlorid-
ionen-Konzentration im Test. Als Optimum wurde 0,5 mol/l bei
der kontinuierlichen und der fluorimetrischen Methode sowie
1,1 mol/l beim diskontinuierlichen Verfahren gemessen. Die Akti-
vierungsenergie betragt dabei 53 kJ/mol bzw. 56 kJ/mol. Wegen
seiner Empfindlichkeit wird das Verfahren mit Hippuryl-L-Histidyl-
L-Leucin als Substrat fiir die klinische Anwendung empfohlen. Es
wurden Normbereiche fiir die 3 Methoden bei 25°C erstellt. Die
Histogramme zeigen eine logarithmisch-normale Verteilung der
Enzymaktivitaten bei gesunden Probanden. Nach oraler Gabe von
Captopril fallt die Aktivitdt des Angiotensin I-Converting-Enzyms
im Serum innerhalb von 60 min auf ein Minimum ab.

MAGIAZ®, der vollautomatische
Immunoanalyzer fir den Einsatz

in der Serologie, Endokrinologie,

zur Diagnostik von Krebs und Erkrankungen

der Schilddruse

R. Schnapke, D. Leiss, B. Reckmann, W. Rautenberg,
A. Heubner

E. Merck, Vertrieb/Forschung Diagnostica,
Frankfurter StraBe 250, D-6100 Darmstadt

Der MAGIA®-immunoanalyzer ist ein vollautomatisch arbeitendes
System mit magnetischer Partikeltechnologie. Unter Verwendung
von ,ready-for-use” Fliussigreagenzien hat das System einen
Durchsatz von 100 Tests pro Stunde mit ersten Ergebnissen be-
reits nach etwa 30 Minuten. Die Moglichkeit der Arbeit als Ran-
dom Access Analyzer mit bis zu 20 verschiedenen Tests ,,on
board” macht ihn zu einem sehr interessanten und flexiblen Ge-
rat. Auf dem Probenkarussel kénnen bis zu 36 Positionen mit Pri-
mar- oder SekundargefaBen besetzt werden. Eine Probenidentifi-
zierung mit einem Barcodeleser ist moglich.

Der Einsatz von magnetischen Partikeln ermdglicht die Durchfiih-
rung verschiedener Immunoassay-Formate auf dem Gerat, wie
z. B. Sandwich-ELISA's, indirekte ELISA's, kompetitive EIA’'s und p-
capture-Tests.

Dem Anwender ist die Méglichkeit gegeben, aus einer Palette von
zur Zeit 18 Tests fir verschiedene diagnostische Aufgabenstellun-
gen zu wahlen.

Als Tumormarker stehen zur Zeit AFP, CEA, PAP und ein ultrasen-

sitiver PSA-Test zur Verfligung. Fur die Schilddriisendiagnostik
existieren Tests zur Bestimmung von TSH, T3, T4 und freiem T4.

‘Fiir die Endokrinologie sind HCG, FSH, LH, Prolactin und fir die

Serologie Rubella IgG, Chlamydia IgG und Toxoplasma IgG und
1gM vorhanden. Weitere Parameter sind Ferritin fir den Eisen-
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stoffwechsel und IgE fir die Allergologie. Dieses breite Spektrum
verfigbarer Tests, das in naher Zukunft erweitert wird, zeigt die
vielfaltige Einsatzméglichkeit des Immunoanalyzers.

Im Folgenden stellen wir als Beispiel die gute Korrelation der
MAGIA' -Teste fir TSH und PSA mit entsprechenden kommerziell
erhiltlichen Tests dar. Die Korrelationsfaktoren liegen fir TSH bei
0,99 und fiir PSA bei 0,979.

Verhinderung der Progression
der Arteriosklerose durch LDL-Apherese
bei familidrer Hypercholesterindmie

Hans Schneider' und York Schmitt?

' Zentrum fir Innere Medizin, Nephrologische Abteilung,
2 Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
Katharinenhospital, D-7000 Stuttgart

Bei einem 36jahrigen Patienten wurde 1989 bei ausgepragter An-
gina pectoris coronarangiographisch eine 3-GefaRerkrankung dia-
gnostiziert. Die weitere Diagnostik ergab eine ausgepréagte Erho-
hung des Cholesterins mit Werten um 600 mg/dl. Als deren Ursa-
che konnte eine familidre heterozygote Hypercholesterinamie ge-
sichert werden. Bei entsprechender Familienanamnese mit car-
dialem Tod beider Eltern 55- und 57jahrig wurde die Indikation zur
LDL-Apherese gestellt. Es kommt die Technik der Dextransulfat-
Adsorption zur Anwendung, wobei 2 Jahre lang in 14tdgigen Ab-
standen 5 L Plasma apherisiert wurden. Daneben hélt der Patient
eine streng cholesterinarme Erndhrung ein und wird medikamen-
toés mit einem CSE-Hemmer (Mevinacor 2 x 20 mg), Quantalan
3-6 Beutel/Tag, ASS 100 mg, Isoket ret. 20 mg, Adalat ret. 2 x
20 mg sowie Concor 5mg behandelt. Eine Recoronarographie
1991 zeigte kein Fortschreiten der KHK, jedoch eine deutlich bes-
sere LV-Funktion. Klinisch war es zu einer deutlichen Reduktion
der Angina-Symptomatik mit erheblich besserer kérperlicher Lei-
stungsfahigkeit gekommen. Seit 1991 wird die LDL-Apheresebe-
handiung wéchentlich durchgefiihrt, die Gesamtcholesterinwerte
sind darunter zwischen 250-300 mg/dl (vor Behandlung), LDL
160~-250 mg/dl, HDL 36-43 mg/d|, Lp(a) 85-100 mg/dl zu halten.
Um einen Riickgang der schweren KHK-Veranderungen zu errei-
chen, muB neben der streng eingehaltenen diatetischen und me-
dikamentdsen Therapie eine weitere Intensivierung der LDL-
Apheresebehandlung erfolgen.

Fluoreszenz-Polarisations-lmmunoassays
fir das therapeutische
Medikamentenmonitoring

U. Schénefeld, H. Gaul, A. Heubner, H. Henle, D. Kleefeld
E. Merck, Forschung Diagnostica, Frankfurter Str. 250,
D-6100 Darmstadt, BRD

Die E. Merck thera-TRAK® Tests sind homogene Fluoreszenz-Pola-
risations-lImmunoassays (FPIA) fiir die quantitative Bestimmung
von Digoxin, Digitoxin, Cortisol, Theophyllin, Phenobarbital, Phe-
nytoin, Primidon, Carbamazepin, Valproinsaure, Aminkacin, Gen-
tamicin, Tobramycin und Vancomycin in Serum oder Plasma.

Der Merck VITALAB Eclair® in Verbindung mit den E. Merck thera-
TRAK® Reagenzien ist ein manuelles System, das sich ideal fiir
die Messung kleiner Serien und fiir Einzelbestimmungen eignet.
Die Proben werden 1+ 20 mit Puffer vorverdiinnt, wihrend eine
Probenvorbehandlung fiir die Bestimmung von Digoxin, Digitoxin
und Cortisol durchgefiihrt wird. Nach der Messung eines Proben-
leerwertes erfolgt die Messung nach 6 Minuten Inkubationszeit.

Die VK-Werte der Imprazisionen sind fir alle Tests im therapeuti-
schen Bereich deutlich unter 10%. Die Methodenvergleiche mit

248 Lab.med. 17: 248 (1993)

kommearziell erhaltlichen FPIAs ergeben Korrelationskoeffizienten
von iber 0,970. Die Teste werden durch Bilirubin (bis 100 mg/l),
Hamoglobin (bis 10 g/l) und Lipide (20 g/l) nicht gestort. Bei den
Testen mit Vorbehandlung ist keine Interferenz durch Bilirubin (bis
300 mg/l) meBbar.

Die Kreuzreaktivitat der Tests zeichnet sich durch eine hohe Spezi-
fitat aus, besonders der Digoxin-Test reagiert nur in sehr gerin-
gem MaRe kreuz: Digitoxin (1,2%), Dihydrodigoxigenin (0,7%)
und Dihydrodigoxin (< 0,1%). Zusatzlich wird der Digoxin-Test
durch endogene Digoxin-dhnliche immunreaktive Faktoren (DLIF)
nicht oder in vergleichsweise sehr geringem Ausmaf gestort.

Evaluierung des Amplicor;Testkit Roche
zum Direktnachweis
von Chlamydia trachomatis

G. Schénian, R. Bollmann, C. Schweynoch, D. Gudd

und W. Presber

Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene der Medizinischen
Fakultat (Charité) der Humboldt-Universitéat zu Berlin

Der Amplicor PCR-Testkit Chlamydia trachomatis (Roche) wurde

.fur den Chlamydien-Nachweis bei 143 Zervixabstrichen von 104

Patientinnen sowie bei 31 Urethra-Abstrichen von 29 Patienten
eingesetzt. Als Vergleich wurden die Erreger mit dem Enzymim-
munoassay (Chlamydiazyme) bestimmt. Von insgesamt 15 positi-
ven Ergebnissen wurden 13 mit PCR und 8 mit dem EIA gefunden,
was einer Sensitivitdt von 86% bzw. 53% entsprach. Bei den 2
falsch-negativen PCR-Resultaten wurde die PCR erst nach einer
Aufreinigung der untersuchten Proben durch eine Phenol/Chloro-
form-Behandlung ein positiver PCR-Befund erhoben. Mit dem En-
zymimmunoassay wurden 7 falsch-negative Ergebnisse erhalten.
Die Spezifitdt lag bei beiden Testsystemen zwischen 99-100%.
Bei 2 Patienten mit positivem PCR- und EIA-Befund wurde die
Testung 3-4 Wochen nach Therapiebeginn wiederholt. Beide
Methoden lieferten ein negatives Ergebnis. Die Vorteile des Amp-
licor PCR-Testkit zum Nachweis von Chlamydia trachomatis sind
neben der hohen Empfindlichkeit vor allem die geringe Zeitdauer
des Tests: fir Probenvorbereitung, Amplifikation und Detektion
werden je nach Anzahl der Untersuchungen etwa 4 bis 4,5 Stun-
den benétigt.

Anwendung voltammetrischer Verfahren
zur Spurenelementbestimmung

in klinischen Proben: Eine kritische
Bewertung der Maglichkeiten und Grenzen

‘P. Schramel

GSF - Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundbheit,
Institut fiir Okologische Chemie, D-8042 Neuherberg

Voltammetrische Verfahren, vor allem DPASV (Anodic stripping
voltammetry) sind hinsichtlich des Nachweisvermogens eine der
leistungsfahigsten analytischen Bestimmungsmethoden in der
modernen Spurenelementanalytik. Relativ einfache und preis-
werte Geréte sind ein weiterer Vorteil.

Allerdings stellen diese Verfahren einen sehr hohen Anspruch an
die ,,Qualitdt” der Probenlésung, da geringe Spuren von organi-
schem Material den Elementnachweis empfindlich stéren. Vor-
aussetzung fiir den Einsatz ist daher eine vollstindige Zerstorung
der organischen Matrix der Probe, d. h. den Einsatz von speziellen
AufschluBBtechniken mit hohem oxidativen Potential.

Neben der Darstellung der Analysenmethode selbst, werden des-
halb vor allem die adequaten AufschluBtechniken diskutiert.



Die computergestiitzte potentiometrische
Stripping-Analyse (cPSA) — eine Moglichkeit
zur Spurenelementanalytik im klinisch-
chemischen Labor

R. Schiittig®,-D. MeiBBner' und T. van Bueren?

Krankenhaus Dresden Friedrichstadt, Stadtisches Klinikum,
Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik’
und Radiometer Deutschland GmbH?

Die Elektrochemie erlebt eine Renaissance in der Spurenelement-
analytik. Die Ursachen dafiir sind in einem verbesserten Handling
der Gerate, dem Einsatz von Personalcomputern und der hohen
Nachweisempfindlichkeit bei relativ niedrigen Anschaffungsko-
sten zu suchen. Wir priiften die Einsatzméglichkeiten des elektro-
chemischen Analysensystems TRACELAB in einem Krankenhaus-
labor. Hauptaugenmerk galt den selteneren Bestimmungen von
Blei und Thallium im Vollblut und Urin, Quecksilber im Vollblut,
Urin und Kopfhaar bei Belastung sowie der Bestimmung des Kup-
fers im Urin und Leberbioptaten bei einem Kleinstkind mit Kupfer-
intoxikation.

Die Qualitatskontrolle wurde mit den Materialien ,,Seronorm TE-
Urine”, ,,Seronorm Whole Blood"” sowie , Urine Metal Control”
durchgefiihrt. Die Variationskoeffizienten lagen zwischen 4 und
10%, bei einzelnen Urinproben bis 20%, und damit in dem fur
Spurenelemente Ulblichen Bereich. Die deklarierten Werte wurden
richtig gefunden. Die bei den Patientenproben erhaltenen Ergeb-
nisse werden mitgeteilt und die dabei auftretenden Probleme und
Schwierigkeiten diskutiert.

Unsere bisherigen Erfahrungen erlauben den SchluB, daR die
cPSA eine wertvolle Ergdnzung zur etablierten AAS-Methodik dar-
stellt, besonders dann, wenn Analysenserien geringeren Um-
fangs untersucht oder toxikologische Fragestellungen bearbeitet
werden sollen. :

Multiprimer-PCR als Screeningverfahren
zum Nachweis von Toxingenen
(LT, STI, VTI/11) bei E. coli Pathotypen

B. Schiitz, B. Hack, K. Keiner, K. Zimmermann
Institut fir Mikro6kologie, Institut fiir Mikrobiologie und
Biochemie, Kornmarkt 34, 6348 Herborn

Uber Enterotoxine vermdgen pathogene E. coli Stimmie schwere
Diarrhoen hervorzurufen [1]. Routineverfahren (immunologische
Nachweisverfahren [2], Gensondentechniken [3]) erfassen nur
einzelne Toxinklassen, -typen oder -subtypen. Ein Screeningver-
fahren, wie die Multiprimer-PCR, das nahezu alle beim Menschen
vorkommenden Toxintypen und Subtypen beriicksichtigt, exi-
stiert bisher nicht. Basierend auf bekannten Gensequenzen wur-
den drei Primerpaare synthetisiert, mit deren Hilfe vorhandene
Toxingene fur LT, ST, VTl und VTll innerhalb eines Laufes nachge-
wiesen werden kénnen. Als Ausgangsmaterialien dienen Stuhl-
proben oder Bakterienisolate. Die amplifizierten PCR-Produkte er-
scheinen nach Gelauftrennung und Anfarbung mit Ethidiumbro-
mid als Fragmente einer Grof8e von 322 (LT), 105 (STI) und 230
(VTIM) Basenpaaren. Eine ldentifizierung ist iiber Vergleich mit
Langenmarkern leicht moglich. Die Sensitivitat der PCR wurde
iber serielle Verdiinnungen toxinproduzierender E. coli Stimme
getestet. 10 (LT, VTI/i) bzw. 100 (STI) Bakterienzellen geniigten,
um auf einem Agarosegel sichtbare Amplifikationsprodukte her-
vorzurufen. 50 bekannte E. coli Stimme wurden parallel zur Multi-
primer-PCR, mit immunologischen Tests (ST-EIA und VET-RPLA,
0OXO0ID) und Dot-Blot-Hybridisierungsverfahren auf eine Enteroto-
xinproduktion hin untersucht. Die Korrelation zwischen den drei
Verfahren war ausgezeichnet. Uber eine Poolbildung von Bakte-
rienisolaten 138t sich die Kapazitat der Multiprimer-PCR erhdhen.
Bis zu 1000 E. coli-Stdmme lassen sich so innerhalb von 5 Stun-

den auf das Vorhandensein der entsprechenden Toxingene hin
untersuchen.

Schrifttum:

1. Levine, M. M. (1987) Escherichia coli that cause diarrhea: enterotoxi-
genic, enteropathogenic, enteroinvasive and enteroadherent. Journal of
Infectious Diseases 155, 377.

2. Caroll, P.J., Woodward, M., Wray, C. (1990) Detection of LT and STa
toxins by latex and EIA tests. The Veterinary Record 29, 335.

3. Riley, L. K., Caffrey, C. J. (1990} Identification of enterotoxigenic Escheri-
chia coli by colony hybridisation with non-radioactive digoxigenin-labeled
DNA probes. Journal of Clinical Microbiology 28, 1465.

Unzureichende Sensitivitat

eines EMIT-Verfahrens zum Nachweis
von 1,4-Benzodiazepinen im Serum:
Absicherung negativer Ergebnisse
mittels HPLC

A. Schuh, W. Wiebersinsky, J. Bohner
Institut fir Laboratoriumsmedizin, Stadtisches Klinikum Fulda

Obwohl der an den ACA (DuPont) adaptierte EMIT im Kliniklabor
als eingefiihrtes Verfahren zum Nachweis von 1,4-Benzodiazepi-
nen (BNZ) gilt, besitzt er fir einige haufig verordnete BNZ wie
Bromazepam, Flunitrazepam, Lorazepam und Oxazepam eine so
geringe Nachweisempfindlichkeit, daR selbst toxische Serum-
spiegel dieser Pharmaka unerkannt bleiben (1).

Zur Verbesserung der Sensitivitat und Substanzspezifitat entwik-
kelten wir daher eine Methode, bei der die BNZ Gber eine RP-
18-Festphase aus Serum extrahiert und mittels HPLC detektiert
werden. Die Kalibration erfolgte mit Leerserum (Biorad), das mit
den regional meistverordneten BNZ und deren wichtigsten Meta-
bolite aufgestockt wird. Auf je eine Extraktionssédule wird 1 ml Ka-
librator, Kontrollserum bzw. Probe gegeben, mit ca. 2 ml Wasser
gewaschen und mit 800 ul Acetonitril/Methanol/Wasser (3/2/2)
eluiert. Die Chromatographie erfolgt an einer RP-18 Saule mit an-
schlieBender UV-Detektion (235 nm). Als'mobile Phase dient Ace-
tonitril/Phosphatpuffer pH 2,3 (60/40).

Im Gegensatz zum EMIT erfal3t das HPLC-Verfahren alle gepriften
BNZ im therapeutischen Konzentrationsbereich. Die untere Nach-
weisgrenze betrdgt bei Flunitrazepam und Lorazepam 5 pg/l, fiir
Oxazepam 10 ug/l. Bezogen auf 300 pug/l Diazepam betrégt die
Wiederfindung 94-107%.

SchluBfolgerung

Unser substanzadaptiertes HPLC-Verfahren zum Nachweis von
BNZ im Serum eignet sich gleichermaBen zur Absicherung nega-
tiver EMIT-Resultate wie zur Quantifizierung von BNZ-Spiegeln im
Rahmen der Therapiekontrolle bei Abhangigkeit.

Schrifttum:
1. Schiitz, H., G. Rochholz, G. Weiler, Zur Problematik der falsch-negativen
Benzodiazepin-Immunoassays. Klin. Lab. 38, 150-152, 1992.

A sensitive immunoassay for measurement
of fibrin monomers in plasma

D. Schullelf H. Lill, A. Dessauer, D. Banauch, G. Treiber,
W. Mdhlhofer

‘Boehringer Mannheim GmbH, Biochemical Research Center

Tutzing, D-8132 Tutzing Germany

In contrast to the immunoassay of Scheefers-Borchel et al. (Proc.
Natl Acad. Sci. USA 82 (1985) 7091-7095) the new assay uses
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twice the same fibrin specific antibody. The assay was designed
for the automated Enzymun-Test* systems of Boehringer Mann-
heim Corporation which are based on streptavidine pre-coated
tubes. For immunization we used the synthetic N-terminal hepta-
peptide Gyl-Pro-Arg-Val-Val-Glu-Arg of human fibrin a-chain. Al-
though the binding epitope is present twice on the fibrin mol-
ecule, fibrin in plasma can be detected only after pre-treatment
with chaotropic ions. This reflects the situation of fibrin present
in plasma, parts of the molecule being hidden by complex forma-
tion with itself, fibrinogen, split products or even others. Investi-
gations of Dempfle et al. (Blood Coag. Fibrinol. 4 (1993) 79) have
proven that under pre-incubation with SCN- ions fibrin aggre-
gates dissociate and fibrin will get measured in its monomeric
form.

Measuring range extends up to 50 pg/ml. Precision of the method
is satisfactory, intra-assay CVs using plasma samples range be-
tween 5% (23.7 ug/ml) and 12.4% (0.2 pg/ml). Lower detection lim-
it is 0.12 pg/ml. No cross reactivity with fibrinogen, fibrinogen
split products or fibrin D-dimer could be observed. Spannagl et
al. found significantly lowered fibrin plasma levels {0.21 +: 0.08 ug/
ml) in patients on long-term and stable oral anticoagulation as
compared to a non-anticoagulated control group (1.82+0.34 pg/
ml) (37th Meeting GTH, Badgastein 1993). In a monitoring study
of 130 post-operative patients under low dose heparin, fibrin was
increased in 12 of 13 patients 2 days before the phlebographic
confirmation of a deep vein thrombosis (92% sensitivity) (Vogel
et al., 37th GTH Badgastein 1993). In conclusion the new assay
allows a very sensitive detection of soluble fibrin in plasma en-
abling profound insights into the individual activation state of
blood coagulation in patients.

Charakterisierung eines neuen Reagenz
zur Bestimmung von Fibrinogen

nach Clauss am ACL (Instrumentation
Laboratory)

M. Schwaiger*, M. Manzoni**, A. Morandotti**,

M. Spagnotto**, E. Botta**, M. Papagni**

* Instrumentation Laboratory GmbH, Klausnerring 4,
8011 Kirchheim

** |nstrumentation Laboratory SpA, Viale Monza,
20128 Mailand, italien

Die Fibrinogenbestimmung nach Clauss hat in der hdmostaseolo-
gischen Diagnostik weite Verbreitung gefunden. Sie zeigt, z. B. bei
Patienten mit einer Dysfibrinogenamie oder unter Fibrinolysethe-
rapie scheinbar verringerte Fibrinogenkonzentrationen gegen-
uber der ACL Methode (Derived Fibrinogen) oder der Methode
nach Ratnoff-Menzie.

Bei der neuen FIBRINOGEN-C,,.,sMethode wird am ACL das 1:10
vorverdiinnte Plasma mit Thrombin im UberschuR zur Gerinnung
gebracht. Nach Messung der Gerinnungszeit iber einen Schwel-
lenwert bei 405 nm ermittelt das Gerat anhand einer Eichkurve
die Fibrinogenkonzentration.

Der MeRbereich liegt zwischen 70 mg/dl-600 mg/dl. Heparinkon-
zentrationen bis 1 U/ml stéren die Analytik nicht. Die Prazision
von Tag zu Tag - iiber 10 Tage — erzielte mit unterschiedlichen
Kontrolimaterialien Variationskoeffizienten von < 6% (Fiinffach-
bestimmungen).

Patientenproben mit einer Fibrinogenkonzentration von 140 mg/
dI-1050 mg/dl wurden mit der ACL Methode (PT-HS Reagenz) und
der Methode nach Clauss am MLA 1000 (Baxter) mit Fibrinogen
Reagenz (Baxter) verglichen. Beide Vergleichssysteme zeigen
gute Korrelationskoeffizienten von 0,958 (ACL Methode) und
0,983 (Methode nach Clauss mit dem Baxter System), wobei

beide Vergleichssysteme die Fibrinogenwerte ~ vor allem im obe--

ren Bereich — iberschatzen.”
y =22,9 + 0,88x Vergleich mit Methode nach Clauss am MLA 1000
y = 60,0 + 0,83x Vergleich mit ACL Methode -
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Miles Free Thyroxine Assay: A fully
Automated Direct Immunoassay for the
Determination of Free T4 in Human Serum

M. Schwarzberg, S. Ahmad, D. Morris
Miles Inc., Tarrytown, NY 10591

Free T4 in conjunction with a sensitive TSH assay provides a diag-
nostically reliable, clinical picture of thyroid function.

The Miles Free T4 assay is designed to run on the Technicon Im-
muno-1 Immunoassay System.

The heterogeneous Free T4 immunoassay consists of a capture
antibody, an alkaline phosphatase labeled conjugate, and a mag-
netic particle solid phase. After separation, the enzyme produces
color through a para-Nitrophenoxide substrate which is mea-
sured at 405 nm.

The assay requires only 5 pl of serum and has a range up to 7 ng/
dl. Total assay time is 38 minutes. Sample correlation statistics to
Clinical Assays Free T4 2-Step RIA are: (n=59; slope =0.92;
y.int=0.04; r=0.97; s,., = 0.21). In addition, the results obtained
by the proposed assay correlate well with the Free Thyroid Index
(r =0.968). Imprecision data are summarized below:

N Mean Total SD Total %CV
ng/d| ng/dl
“116 0.77 0.08 10.6
161 1.65 0.11 7.4
76 4.68 0.18 3.8

Assay specificity was estimated by spiking elevated levels of rel-
evant cross-reactants (10x) into Thyroid stripped and normal hu-
man serum. The change in Free T4 concentration was < 0.10 ng/
dl for Phenylbutazone, Sodium Salicylate, Aspiring, Methimazole,
Thiouracil, Dilantin, Phenobarbital, Heparin, L-T3, D-T3, L-T2 and
L-MIT.

Together with the Miles Immuno-1 sensitive TSH assay, the Miles
Immuno-1 Free T4 assay is well suited for distinguishing hyper-
thyroid, euthyroid and hypothyroid populations.

Hamostaseologische Marker
einer vendsen Thrombose

E. Seifried, M. Grinewald
DRK-Blutspendezentrale Hessen und Sektion Himostaseo-
logie, Medizinische Universitétsklinik und Poliklinik Ulm

Neben der seit Jahrzehnten bekannten angeborenen und erwor-
benen hamorrhagischen Diathese riickte in den letzten Jahren zu-
nehmend die thrombophilie Diathese in den Vordergrund des
wissenschaftlichen und klinischen Interesses. Nach der Entdek-
kung des ersten Patienten mit einer angeborenen Thrombophilie

.auf der Basis eines hereditaren Antithrombin lil-Mangels wurden

diese Befunde weltweit bestétigt und im Verlauf der letzten Jahre
zahlreiche weitere Proteine des Blutgerinnungs- und Fibrinolyse-
systems entdeckt, deren Fehlen oder defekte Funktion zu einer
Thromboseneigung pradestiniert. Neben dem Protein C-, Protein
S- und dem Heparin-Cofaktor-Mangel wurden der Plasminogen-
mangel bzw. die Dysplasminogenamie, der verminderte Release
an Gewebeplasminogenaktivator.und die Erhéhung von Plasmi-

. nogenaktivator-Inhibitor sowie des Histidin-reichen Glykoproteins

und andere als Marker der Thrombophilie erkannt. Das in Ulm
betreute Kollektiv an Patiénten mit einer hereditaren Thrombophi-
lie wird vorgestellt. Neben dem o. g. Marker wurden sogenannte
Aktivierungsmarker wie der Thrombin-Antithrombin IlIl-Komplex
und das Prothrombin-Fragment F,,, als Indikator fiir eine Throm-
binaktivitdt entdeckt. Die beiden Marker kdnnen zwischenzeitlich
iiber einfache-ELISA-Methoden quantitativ bestimmt werden und
stehen damit fiir den klinischen Einsatz einschl. der Uberwachung
einer Antikoagulantientherapie zur Verfiigung.




Bedeutung der basalen Ammonium-
und Harnstoffausscheidung
fir die Gesamtstickstoffausscheidung

O. Selberg, *B. Markfeld, *M. J. Miiller, E. Henkel
Medizinische Hochschule Hannover, Abteilung Klinische
Chemie Il und *Abteilung Gastroenterologie

und Hepatologie, PodbielskistralBe 380, 3000 Hannover 51

Einleitung: Die heute angewandten Berechnungsformeln zur Ab-
schatzung der Urin-Stickstoffausscheidung vernachlissigen den
Vorhersagewert der Urin-Harnstoff- plus Ammoniumkonzentra-
tion [1-3).

Methodik: Insgesamt wurden die Urine von 62 Patienten einer
gastroenterologischen Station auf Harnstoff- plus Ammonium-
sowie Gesamtstickstoffgehalt untersucht. Urin-Harnstoff plus
-Ammonium wurde enzymatisch mit Urease und der Berthelot-
Reaktion bestimmt (Testkombination Harnstoff S, Boehringer),
Gesamtstickstoff wurde mit Chemilumineszenz (Antek 703 C
System) gemessen. '

Ergebnisse: Die mittlere Harnstoff- plus Ammonium-N-Ausfuhr
betrug 10.6 7.5 g/d (range 2.2-41.5) und die mittlere Gesamt-N-
Ausfuhr 12.7 +7.5 g/d (range 3.0-41.6), eine Regressionsanalyse
zeigte folgenden Zusammenhang: Gesamt-N [g/d]=2.3530 +
0.9799 Harnstoff- plus Ammonium-N [g/d], r = 0.983. Eine Vorher-
sageformel wurde entwickelt: N [g/d] = 3.146 + 1.039 x Harnstoff-
plus Ammonium-N [g/d] — 0.189 x Harnstoff- plus Ammonium-N
[g/l]l. Folgende Differenzen zwischen kalkulierten und gemesse-
nen Gesamt-N Werten wurden gefunden (Angabe als Summe der
quadrierten Abweichungen): Neue Formel (s. 0.) 81.40; einfache
Regressionsgleichung (s. 0.) 117.18; Lee et al. 281.01 [1]; MacKen-
zie et al. 121.50 [2]; Palmo et al. 169.40 [3].

Konklusion: Es wird eine Formel zur Berechnung der Urin-N Aus-
scheidung unter Beriicksichtigung der Urin Harnstoff- plus Am-
monium-N Konzentration vorgestellt. Die Beriicksichtigung der
Urin Harnstoff- plus Ammonium-N Konzentration verbessert die
Pradiktion der Gesamt-Stickstoffausscheidung.
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DNA-Mutationsanalyse des CFTR-Gens
bei Patienten mit Cystischer Fibrose
in Stidbaden

H. H. Seydewitz und 1. Witt
Univ.-Kinderklinik Freiburg, Klin.-Chem. und Biochem. Labor

Bei 76 Patienten mit Cystischer Fibrose (CF) wurde mit Hilfe der
PCR-Reaktion und verschiedenen Detektionsverfahren (allelspezi-
fische Primer, Heteroduplex, sequenzmodifizierende Primer, Re-
striktionsendonucleasen). nach der Hauptmutation 4F508 sowie
den weiteren Mutationen 1717-1 G— A, G551D, R553X und
G542X gesucht.

Unter den 152 CF-Chromosomen wurden 4F508 115 mal, also in
75.7% der Fille gefunden. Die anderen Mutationen wurden je 4,
3, 3 und 1 mal gefunden. AuBerdem wurde noch bei 2 Patienten
die seltene Mutation 41507 entdeckt. Insgesamt wurde also bei
128 = 84.2% der CF-Chromosomen die Mutation aufgeklart. Die
diagnostische Sensitivitit liegt bei Verwendung dieser 5 Mutatio-
nen somit bei 70%. Die gefundenen Werte werden mit Untersu-
chungen an andere Populationen verglichen und mégliche Wege
zur Verbesserung der diagnostischen Sensitivitat diskutiert.

Klinische Evaluierung
von vier verschiedenen Methoden
zur Bestimmung der CK-MB

W. H. Siede, A. Regeniter, M. Henrich, G. Oremek,

U. B. Seiffert

Institut fiir Laboratoriumsmedizin, Klinikum Lippe-Lemgo,
Lemgo und Zentrallaboratorium,

Klinikum der J. W. Goethe-Universitit, Frankfurt/M.

Eine klinische Evaluierung der folgenden vier Methoden zur CK-
MB-Bestimmung

- Elektrophorese auf Agar-Gel (Helena, REP (,,ELPHO")

— Immuninhibition von CK-M-Untereinheiten (Boehr. Mannh.)
(A"

~ Lumineszenz-Immunassay (Ciba-Corning) (, LIA")

- Enzym-Immunassay (Abbott, IMx) (,,EIA”)

wurde an Hand von 76 konsekutiven Patienten (46 Herzinfarkte,
30 Angina pectoris als Kontrolle) durchgefiihrt, denen seriell zwi-
schen 1-72 h nach Schmerzereignis Blut entnommen wurde. CK-
MB-Werte wurden in % Gesamt-CK (kinetischer Text 25°C, DGKC)
ausgewertet; als optimaler Trennwert (,,cut-off’) wurde 4% CK-
MB bei allen Methoden ermittelt, wenn CK-MB > 10 U/ (II/ELPHO)
bzw. > 5 ng/ml (LIA/EIA) war.

Die beste diagnostische Spezifitéit zeigte der EIA (100%) gefolgt
von ELPHO (99%), Il (97%) und LIA (94%).

Die diagnostische Sensitivitat war deutlich besser
bei LIA/EIA wie bei IVELPHO zu fast allen Zeitpunkten:

~ 56/54% vs. 44/44% zwischen 1-6 h

- 90/82% vs. 60/65% zwischen 7-12 h

- 100/100% vs. 89/82% zwischen 25-36 h
— 83/44% vs. 33/28% zwischen 37-72 h

Il zeigte die beste Sensitivitat (96%) zwischen 13-24 h.

Zusammenfassend kann festgestelit werden, da sich der auto-
matisierte Immunassay als Methode der Wahl fur das klinische
Laboratorium erweist.

Die Aufnahme von Lipoprotein (a)

in kultivierte Zellen erfolgt

Uiber LDL-Rezeptoren und Rezeptoren
flir a,-Makroglobulin und t-PA

Ridiger Siekmeier'?, Winfried Mérz', Hubert Scharnagl’,

Angela Beckmann?, Uli Mondorf?, Elke GroB3?, Werner GroR3’,
Wolfgang Schneider?, Manfred Hiittinger®

' Zentrum fir Biologische Chemie und

2 Zentrum fir Innere Medizin, J. W. Goethe-Universitét, Frankfurt,
FRG -

3 |nstitut flir Medizinische Chemie der Universitdt, Wien

Lipoprotein (a) (Lp(a) ist ein eigenstdndiger atherogener Faktor.
Strukturell dhnelt es den LDL. Neben Apolipoprotein B-100 enthélt
Lp(a) Apolipoprotein (a) (apo (a)). Apola) ist homolog zu Plasmi-
nogen. Es wird daher angenommen, daR Lp(a) an der Regulation
der Fibrinolyse beteiligt ist. Die bisher verfiigbaren Daten zur Eli-
mination von Lp(a) aus dem Plasma sind widerspriichlich. In vitro
bindet Lp(a) an LDL-Rezeptoren. Im Gegensatz dazu fiihrt die In-
duktion von LDL-Rezeptoren durch Behandlung mit Hemmstoffen
der HMG-CoA Reduktase nicht zur Verminderung hoher Lp(a)-
Konzentrationen. Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung von

. zelluldren Aufnahmemechanismen fiir.Lp(a). Untersuchungen zur

Bindung, Internalisierung und Degradation von Lp(a) in kultivier-
ten Zellen ergaben, daR Lp(a) an LDL-Rezeptoren (LDL-R) und an
andere zelluldren Rezeptoren, die vom LDL-R verschieden sind,
bindet. Durch Kompetitionsexperimente mit a«-Makroglobulin
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und t-PA wurde gezeigt, daB das LDL-receptor related protein
(LRP, a,-macroglobulin receptor) einer der aiternativen Rezepto-
ren fur Lp(a) ist. Aus Voruntersuchungen war bekannt, daf Lp(a)
hinsichtlich der PartikelgréBe duBerst polymorph ist (relative mo-
rale Massen zwischen 2 - 10° und 10 - 10°). Es wurden daher Expe-
rimente mit Lp(a)-Subfraktionen unterschiedlicher GroRe durch-
gefiihrt: high molecular weight Lp(a) (HMW-Lp(a)) und low mole-
cular weight Lp(a) (LMW-Lp(a)). LMW-Lp(a) war ein besserer Li-
gand fiir LDL-R als HMW-Lp(a). Im Gegensatz dazu wurde HMW-
Lp(a) bevorzugt liber LRP aufgenommen. Die Expression von LRP
ist nicht durch den zellularen Cholesteringehalt kontrolliert. Lp(a)
kann daher unabhédngig vom zelluldren Cholesterinstoffwechsel
in Zellen gelangen. Dies konnte einer der Griinde fir die Athero-
genitét des Lp(a) sein.

EinfluB chronischen Zigarettenkonsums
auf die alpha,-Antitrypsin Serumspiegel
gesunder Probanden

R. Siekmeier*?, R. Buhl?, J. Scherberich®, W. Mérz*,

H. Kronenberger?, W. Mondorf, J. Meier-Sydow?

' GSF - Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheit GmbH,
Paul-Ehrlich-Str. 20, W-6000 Frankfurt/Main

2 Abt. fiir Pneumologie und

3 Abt. fir Nephrologie, Zentrum der Inneren Medizin,

J. W. Goethe Universitat, Frankfurt

4 Labor fiir angewandte Biochemie, Gustav Embden Zentrum
fir Biologische Chemie, J. W. Goethe Universitét, Frankfurt

Ein funktioneller Alpha,-Antitrypsinmangel (a,-AT-Mangel) infolge
oxidativer Inaktivierung des Enzyms stelit eine wesentliche Kom-
ponente in der Pathogenese des Lungenemphysems bei Rau-
chern dar. Nachdem Voruntersuchungen gezeigt hatten, da Ziga-
rettenrauchen bei Ménnern in der Altersgruppe zwischen 40 und
60 Jahren zu einer Steigerung der a,-AT-Spiegel fiihrt (Siekmeier
et al.: Klin. Wochenschr. 69, Suppl. 28, P408, 152), haben wir diese
Fragestellung auf Patienten im Alter zwischen 20 und 40 Jahren
ausgedehnt. Studienprotokoll: Untersucht wurden 29 gesunde
mannliche Raucher (R: 40,3 + 11,8 Jahre; 31,2+ 11,8 Pack Years)
und 29 gesunde mannliche Nichtraucher (NR: 39,6 + 11,6 Jahre),
gepaart nach GroBe, Alter und Gewicht. Die Bestimmung des a;-
AT erfolgte nephelometrisch, die des Carboxyhaemoglobins
(COHb) spektralphotometrisch. Ergebnisse: Bei Rauchern fanden
sich im Vergleich zu Nichtrauchern deutlich erhéhte a,-AT-Werte
(294 +43 vs. 255+ 36 mg/dl; p <0,01) bzw. COHb (5,9+2,2 vs.
1,3%+0,5%; p <0,001). In der Gruppe der Nichtraucher bestand
kein Zusammenhang zwischen der a,-AT-Konzentration und dem
Alter der Probanden. Bei den Rauchern nahmen die Intensitat des
Tabakkonsums (tagl. Zigarettenzahi, COHb) und die a,-AT-Konzen-
tration mit dem Alter der Probanden zu. Dabei waren die a,-AT-
Konzentration und die Intensitdt des Tabakkonsums (a,-AT vs.
tagl. Zigarettenzahl rs: 0,393, p < 0,025; «,-AT vs. Pack-Years rs:
0,408, p <0,025; a.-AT vs. COHb rs: 0,507, p < 0,005) signifikant
korreliert. Diskussion und SchluBfolgerung: Bei Rauchern fand
sich — moglicherweise als Reaktion auf die gesteigerte oxidative
Belastung der Lunge - ein erhohter a,-AT-Spiegel im Serum. Das
Ausmal der a,-AT-Konzentrationserh6hung ging mit der Intensi-
tat des Tabakabusus einher. Unter der Annahme, daR diese Kon-
zentrationserhéhung auch den tiefen Respirationstrakt erreicht,
reicht der dadurch induzierte protektive Effekt offensichtlich nur
bei einem Teil der Raucher zur Verhinderung eines Lungenem-
physems aus.
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Serumspiegel der Immunglobuline
bei gesunden Rauchern
und Nichtrauchern mittleren Alters

R. Siekmeier'?, J. Scherberich®, W. Mérz*, H. Kronenberger?,

W. Mondorf

' GSF - Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit GmbH,
Paul-Ehrlich-Str. 20, W-6000 Frankfurt/Main

2 Abt. fiir Pneumologie und

3 Abt. fir Nephrologie, Zentrum der Inneren Medizin,

J. W. Goethe Universitat, Frankfurt

4 Labor fiir angewandte Biochemie, Gustav Embden Zentrum
fiir Biologische Chemie, J. W. Goethe Universitét, Frankfurt

Aufgrund der Ergebnisse meist epidemiologischer Studien wird
den Inhaltsstoffen des Tabakrauchs eine immunmodulierende
Wirkung zugeschrieben, die in ihren Einzelheiten jedoch nur unzu-
reichend bekannt ist. Dariiber hinaus weisen die Serumkonzentra-
tion der Immunglobuline eine z. T. erhebliche Altersabhéngigkeit
auf. Ziel dieser Studie war daher die Untersuchung des Einflusses
anhaltenden Tabakkonsums auf die Serumkonzentration der Im-
munglobuline IgG, IgA, IgM und IgE bei gesunden Probanden zwi-
schen 40 und 60 Jahren. Material und Methodik: Im Rahmen der
Studie wurden 64 gesunde starke Raucher (R) und lebenslangli-
che Nichtraucher (NR), gepaart nach Geschlecht, Alter, Gr68e und
Gewicht, untersucht (siehe Tabelle). Die Bestimmung der Immun-
globuline erfolgte nephelometrisch (Behring: IgA, IgG, IgM) bzw.
mittels Phadezym-Prist® (Pharmacia: IgE). Ergebnisse: Die Se-
rumkonzentration des IgG ist bei gemeinsamer Betrachtung aller
Raucher gegeniiber allen Nichtrauchern signifikant vermindert
(10,1+2,0 g/l vs. 11,9+ 1,7 g/l; Kruskal p =0,001). Die Konzentra-
tion des IgA ist bei Rauchern gegeniiber Nichtrauchern tenden-
ziell vermindert (2,2+0,8g/l vs. 2,7+1,3g/l; p=0,195), die des
IgM praktisch gleich (1,7+1,0g/l vs. 1,7+0,9 g/l; p =0,537) und
die des IgE tendenziell erhéht (Medianwerte: 19,5 vs. 9,5 kU/I; p =
0,066). Beriicksichtigt man zusatzlich das Geschlecht der Proban-
den, so bestétigen sich die Veranderungen innerhalb der gebilde-
ten Gruppen (MW + STD; siehe Tabelle). Diskussion und SchluB3-
folgerung: Rauchen fiihrt zu einer signifikanten Abnahme der Se-
rumkonzentration von IgG sowie einer tendenziellen Abnahme
von IgA, wahrend die Konzentration von IgM offenbar nicht be-
einfluBt wird. Dagegen fithrt Rauchen offenbar zu einer Zunahme
der IgE-Konzentration. Demnach wird die Synthese der einzelnen
Immunglobulinklassen durch Tabakrauchen unterschiedlich be-
einfluft.

n Zig/die Pack Years IgG IgA IigM IgE
[Jahre] gn [gM tgM kU/I]
maénnl. R 16 31+£10 4915 9,6+£15 23+09 1,611 185
ménnl. NR 16 0 0. 11,5%1,7 29+1,2 14+03 19
weibl. R 16 28+9 40+17 10,6122 2,1+0,7 18+09 195
weibl. NR 16 0 0 12,2+1,7 25+1,3 2,110 5,0

Der ischamische Insult — ein systemisch
nachweisbarer thrombophiler Zustand?
Vorlaufige Ergebnisse

H. J. Siemens?, J. Scholz', C. Kessler', T. Wagner?
Neurologische' und Medizinische? Klinik der Medizinischen
Universitét zu Libeck, Ratzeburger Allee 160, W-2400 Libeck

Bei der tiefen Beinvenenthrombose und anderen thrombotischen
Ereignissen ist regelmaRig nicht nur im akuten Stadium eine Akti-
vierung des prokoagulatorischen und fibrinolytischen Systems
nachzuweisen. Das Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen, ob
ein thrombophiler Zustand auch in der akuten Phase der zerebra-
len Ischamie in einem relativ kleinen Areal einer arteriellen End-
strombahn mit geringer Menge an thrombotischem Material sy-
stemisch zu messen ist.



Wir untersuchten daher 25 Patienten mit der klinischen und spé-
ter radiologisch gesicherten Diagnose des ischdmischen Insults
gleich bei der Aufnahme in die Klinik (10 weiblich, 15 ménnlich,
im Alter zwischen 39 und 80 Jahren) Patienten mit TIA oder ande-
ren neurologisch-funktionellen Stérungen wurden bei der Aus-
wertung ausgeschlossen. Wir untersuchten neben den Ublichen
gerinnungsphysiologischen Globaltesten die Aktivitdten und Kon-
zentrationen der verschiedenen prokoagulatorischen und fibrino-
lytischen Faktoren und deren Inhibitoren.

In einem Vergleich zu einem gesunden Normalkollektiv (21 mann-
liche Probanden nach einer mindestens halbstiindigen Ruhe-
phase) fanden sich deutliche Unterschiede (Signifikanzniveau mit
dem Test nach Mann Whitney von mindestens p < 0,02) bei der
spontanen Thrombozyten-Aggregation, der Faktor V — und VIil —
Aktivitat, dem TAT-Komplex, den Prothrombinfragmenten F 1 + 2
und den Fibrinmonomeren im Sinn einer gesteigerten prokoagu-
latorischen Aktivitat, sowie auf der fibrinolytischen Seite erhohte
Konzentrationen bei den D-Dimeren, dem t-PA und den.Plasmino-
genaktivatoren vom Urokinase-Typ. Von den Inhibitoren waren
weder AT |ll, noch Protein C oder S signifikant erniedrigt gewesen.
Auch ein Lupus-Antikdrper war nicht nachweisbar.

Pradiktive Diabetes-Diagnostik:
Quantitativer ELISA zur Bestimmung

von Glutamat-Decarboxylase-Antikorpern
mittels rekombinanten Antigens

U. Sonnenschein, L. Mauch, W. Northemann, H. Haubruck
elias Entwicklungslabor fiir Inmunoassays GmbH & Co. KG,
7800 Freiburg i. Br.

Der insulinpflichtige Diabetes mellitus (Typ 1) wird erst seit
20 Jahren als Autoimmunerkrankung eingestuft. Der entschei-
dende Hinweis hierfiir waren Inselzell-Antikérper in Patienten-
seren, die mittels indirekter Immunfluoreszenz auf humanen Pan-
kreasschnitten nachgewiesen wurden (Bottazzo, G.F,, et al., 1974,
Lancet ii, 1279-1283). Besondere Bedeutung erlangte das 64 K
Inselzell-Antigen, da die dagegen gerichteten Antikorper bereits
Jahre vor der klinischen Manifestation eines Diabetes mellitus
Typ | auftreten kénnen und somit als Hochrisiko-Marker angese-
hen werden.

Kurzlich konnte das 64 K-Antigen als Glutamat-Decarboxylase
(GAD) (Baekkeskov, S., et al., 1990, Nature 347, 151-156) und von
den beiden GAD-Isoformen die GAD Il als das Pankreas-spezifi-
sche Antigen identifiziert-werden. Durch konsequenten Einsatz
gentechnischer Methoden gelang uns die Darstellung der huma-
nen full-length GAD II-cDNA, deren Expression in einem eukaryo-
tischen System (Sf9-Insektenzellen) nach Infektion mit einem
Baculovirus-Vektor und somit die Uberwindung der limitierten
Verfligbarkeit des authentischen Antigens.

Basierend auf dieser extrem hochreinen, humanen rekombinan-
ten GAD Il entwickelten wir den quantitativen, enzymimmunome-
trischen Sandwich-Assay SYN®"* GAD I-AK.- Das Antigen dieses
Assays ist an die Festphase immobilisiert.

Folgende Daten zum SYN®"** GAD |I-AK-Assay werden vorgestelit:
- Prinzip des ELISAs )

— Assaycharakteristika, betreffend Spezifitit, Sensitivitat, Stan-
dardisierung, Antigenchargenvariation und Inter-/intra-Assay-
variation '

- Assayvalidierung: Untersuchung unterschiedlicher Normal-
und Patientenkollektive mit dem SYNe°"* GAD II-AK-Assay

- Vergleich des ELISAs mit der Immunprazipitation (Einsatz von
355-Methionin-markierter GAD 1)

Kontrolle der oralen
Antikoagulantientherapie

durch Messung des Plasmaspiegels
von Prothrombinfragment F1+2

F. Spranger, K.-H. Zurborn, H. D. Bruhn
I. Medizirische Klinik, Christian-Albrechts-Universitit Kiel

Die Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin, bei der es zur Ab-
spaltung des Prothrombinaktivierungs-Peptids F1+2 kommt, stelit
eine Schliisselreaktion bei der Gerinnungsaktivierung dar. Der
Plasmaspiegel des Prothrombinfragmentes wurde mittels eines
Enzymimmunoassays bestimmt (Pelzer et al., 1991). Verglichen
mit einem gesunden, nicht antikoagulierten Kontrollkollektiv (n =
47; Median des F1+2 = 0,73 nM/I) zeigten Patienten unter stabiler
Antikoagulation (n=218) signifikant reduzierte F1+2-Spiegel
(p <0,001). Mit steigendem Grad der Antikoagulation, dokumen-
tiert durch die Zunahme der INR (international normalized ratio),
nahmen die F1 + 2-Spiegel ab. Bei intensiver Antikoagulation (INR
iber 4) zeigte die iberwiegende Mehrzahl der Proben F1+2-Kon-
zentrationen unterhalb des Normbereiches. Die F1 + 2-Spiegel
waren auch bei gering dosierter Cumarintherapie (INR unter 2) in
den Normbereich gesenkt. Eine solche Therapie kann nicht mit
dem Quickwert kontrolliert werden.

Ca. 60% der Patienten unter einer beginnenden Cumarintherapie
(n = 47) zeigten am 1. und/oder 2. Tag der Therapie eine voriiber-
gehende Phase der Hyperkoagulabilitat (Anstieg von F1 + 2). Die
F1 + 2-Spiegel sechs Tage nach Therapiebeginn lagen noch im
Normbereich (Median = 0,57 nM/I F1 + 2), wohingegen in der sta-
bilen Phase der Antikoagulation die F1+ 2-Spiegel unter den
Normbereich sinken (Median = 0,37 nM/I, INR 3,0-4,0). Aus den
Daten ist ersichtlich, daB eine individuelle Kontrolle der oralen
Antikoagulation durch Bestimmung des Prothrombinfragmentes
F1+2 maglich ist.

|

Zur Treffsicherheit

des freien Androgen-Index (FAI) bei
Androgenisierungserscheinungen der Frau:
Vergleichsbestimmungen mit gesamtem (T)
und freiem Testosteron (fT)

T. Steck’, H. Wernze?, F. Keller*
' Frauenklinik und ? Medizinische Klinik, Universitdt Wiirzburg

Die zusétzliche Bestimmung des FAI (T - 100/SHBG) bei der ratio-
nellen Labordiagnose von Hyperandrogenisierungserscheinun-
gen der Frau wird von manchen Untersuchern empfohlen (1, 2),
von anderen aber in Zweifel gezogen (3). Widersprichlich sind
auch die Angaben (iber den Referenzbereich des FAl in der Litera-
tur, die zwischen < 4,5 (1) und < 9 (2) schwanken. Wir verglichen
bei 88 pramenopausalen Patientinnen mit Hyperandrogenisie-
rung (Hirsutismus, Akne, Alopezie) und sonographischem Nach-
weis polyzystischer Ovarien die diagnostische Prazision (Rate
richtig positiver Resultate) des FAl gegeniliber der von T und fT.
An 53 unauffalligen Probandinnen vergleichbaren Alters, standar-
disiert getestet wahrend der friihen Follikelphase morgens niich-
tern im Liegen und nach einer Ruhezeit von 30 min., wurden
eigene obere Normgrenzen ermittelt als Perzentile 95 (FAl - 8,7,
T - 0,70 ng/ml, fT — 3,9 pg/ml). T, fT und SHBG wurden mittels
konventionellem RIA bestimmt. Die Prazision des FAl war mit 45%
deutlich geringer als die von T (67%) und identisch mit der von
T (44%). Die zusatzliche Messung von SHBG und Berechnung des
FAIl konnte in unserem sorgfaltig ausgewahiten Kollektiv die Treff-
sicherheit nicht erhdhen. Eine routinemaBige Bestimmung des
FAl bei Hyperandrogenisierungserscheinungen der Frau kann
nach unseren Daten nicht empfohlen werden.
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Vergleich von CYFRA 21-1, TPA und TPS
beim Bronchialkarzinom

P Stieber, H. Dienemann®, U. Hasholzner, A. Zimmermann,

S. Poley, K. Hofmann, H. M. Jansen, W. Reiter,

A. Fateh-Moghadam

Institut fiir Klinische Chemie und Chirurgische Klinik',

Klinikum GroBhadern, Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen

Nach einer von uns retrospektiv durchgefiihrten Studie zeigte sich
CYFRA 21-1 als geeigneter Marker fiir nicht kleinzellige Bronchial-
karzinome.

Anhand der Seren von 218 Patienten mit Bronchialkarzinom (Hi-
stologie: kleinzellig = 62; Adeno = 67; Plattenepithel = 66; GroR-
zeller = 17; undifferenzierte Karzinome = 6) sowie 58 Patienten mit
benignen pulmonalen Erkrankungen untersuchten wir die klini-
sche Bedeutung von CYFRA 21-1 (ELISA, Boehringer Mannheim),
TPA (IRMA, Sangtec medicals) und TPS (IRMA, Beki Diagnostics)
im Vergleich zu den bisher etablierten Tumormarkern CEA (EIA,
Abbott), SCC (EIA, Abbott) und NSE (RIA, Pharmacia) beim Bron-
chialkarzinom.

Unter Zugrundelegung einer Spezifitdt von 95% gegeniiber beni-
gnen Lungenerkrankungen ergaben sich folgende cut off-Werte:
CYFRA 21-1: 2,1 ng/ml; TPA: 131 U/I; TPS: 237 U/l; CEA: 7,4 ng/
ml); SCC: 2,4 ng/ml; NSE: 18 U/ml). Unabhéngig von der Histolo-
gie errechneten sich daraus bei 95%iger Spezifitat folgende Ge-
samtsensitivitdten beim Bronchialkarzinom: CYFRA 21-1: 61%,
TPA: 51%; TPS: 22%; CEA: 29%; SCC: 18% und NSE: 19%. Bei
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSCLC) fiihrte weiterhin
CYFRA 21-1 (64%) gegentiber TPA (50%), TPS (17%), CEA (33%),
SCC (19%) und NSE (5%). Beim Plattenepithelkarzinom der Lunge
betrug die Anzahl richtig positiver Testergebnisse fiir CYFRA 21-1
79%, fiir TPA 62%, TPS 18%, CEA 25%, SCC 38% und NSE 5%.

Anhand der ermittelten Sensitivitdts-Spezifitats-Daten sowie der
erstellten ROC-Kurven zeigt CYFRA 21-1 ein besseres Diskrimi-
nanzvermodgen beim NSCLC, insbesondere beim Plattenepithel-
karzinom der Lunge gegeniiber benignen Lungenerkrankungen
als TPA und TPS.

Client/Server-basiertes Laborsystem

mit integrierter Wissensverarbeitung

zur Unterstiitzung der labormedizinischen
Plausibilitatskontrolle

H. G. StruBB, W. Ehrenthal, G. Hafner, J. Lotz und W. Prellwitz
Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin
der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz

Es geht hier um die Fragestellung, inwieweit man den Vorgang
der Plausibilitatskontrolle zur Erkennung von implausiblen Be-
fundkonstellationen und die Interpretation von pathologischen

Laborbefunden mit Hilfe von wissensbasierten Verfahren unter- -

stiitzen und eventuell optimieren kann.

Unter Anwendung von induktiven Mechanismen werden anhand
von ausgewdhlten Fallbeispielen Befundmuster abgeleitet, die in
einer regelbasierten Wissensbasis abgelegt werden. Hier wird das
Prinzip , Lernen am Beispiel” angewendet, wobei hierunter eine
passive Lernmethode verstanden werden soll, durch die Wissen
erworben werden kann, und nicht die tatsichlichen Mechanis-
men, die Lernen ermdglichen. Die zu implementierenden Induk-
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tionsalgorithmen haben die Aufgabe, aus plausiblen Laborwert-
konstellationen regelbasierte Befundstrukturen zu generieren, um
sie fir Analogieschliisse im BefundungsprozeB einzusetzen.

Auf diese Weise lassen sich aus den alitaglich zu befundenden
Patientenproben Fallbeispiele mit charakteristischen aber auch
seltenen Befundkonstellationen gewinnen. Diese moglicherweise
um spezifische Befundungstexte erweiterten Musterbefunde kén-
nen fir die Plausibilitatskontrolle, fir die Befundinterpretation
und fir eine differentialdiagnostische Betrachtung aus labormedi-
zinischer Sicht eingesetzt werden. Der Analogieschluf3 wird dem
Nutzer in einer grafischen Darstellungsform als Entscheidungs-
grundlage fiir das weitere Vorgehen am Bildschirm préasentiert.

Wesentliches Merkmal dieser integrierten anwendungsbezoge-
nen Wissensverarbeitung ist die Einbettung der wissensbasierten
Verfahren in eine vernetzte Laborapplikation auf der Basis einer
Client-Server-Topologie. ’

Antikérperidentifizierung mit Hilfe
eines Computer-Programms

R. Stute
Zentrallabor Saarbriicker Winterbergkliniken

" Antikérperidentifizierung verlangen grofRe Erfahrung vom Unter-

sucher, damit auch untypische Reaktionen richtig erkannt und
bewertet werden. Um eine personenbezogene Auswertung der
Testresultate auszuschlieBen, wurde ein Computerprogramm ent-
wickelt, das die haufigsten erkennbaren Antikérperkombinationen
als Muster enthédlt und mit den Versuchsergebnissen vergleicht.
Das Computerprogramm greift auf das aligemein erhaitliche Pro-
grammpaket F&A Version 4.0 zuriick. Dieses Programm ist d-Base
kompatibel und kann gangige Import- und Export-Funktionen
durchfiihren. Die mathematische Berechnung wurde in der sy-
stemeigenen Sprache generiert und durch PaBwortschutz ge-
sichert. Zirka 300 Antikérperkombinationen kénnen mit dem
System berechnet werden. Bei Ubereinstimmung werden die
Musterkombinationen angezeigt und bereits als vorformulierter
Befund in ein Ausgabeprotokoll geschrieben. Der Vorteil der Me-
thode besteht darin, daR menschliches Versagen beim Auswerten
der Protokolle weiter reduziert werden kann.

4 Jahre Erfahrungen mit einem
Festphasenassay zum Nachweis
irregulérer erythrozytarer Antikérper

R. Stute
Zentrallabor Saarbriicker Winterbergkliniken

_Von PLAPP und Mitarbeitern® wurde 1984 ein Solidphase Verfah-

ren in Mikrotitertechnik publiziert, das nach Zulassung durch die
FDA (Food and Drug Administration USA) 1989 in der Bundesre-
publik unter dem Namen CAPTURE R (Immucor/Rédermark) ver-
trieben wurde. Aufgrund der hohen Sensitivitdt und Spezifitat
wurde das Verfahren im Marz 1989 in die Routine der Spender-
uberwachung der Saarlandischen Blutspendezentrale und ab Juli
89 auch in die Patienteniiberwachung unseres Hauses eingefiihrt.
Bei allen transfundierten Patienten (ca. 50%) wurde der Antikor-
persuchtest anlaBlich der Kreuzprobe konventionell im Réhrchen
nachuntersucht und verglichen. Folgende Ergebnisse wurden er-
zielt:

Blutspenden: 38263 davon pos.: 23 (0,06%)
Krhs.Pat.: 30684 509 (1,66%)
Einsend.: 2662 1470 (55,2%)

Wiéhrend transfusiohsirrelevante Kalteantikdrper nur im Réhr-
chentest nachweisbar waren, konnten in der CAPTURE-Methode



55 transfusionsrelevante IgG-Antikorper zusétzlich erkannt und
identifiziert werden.

Schrifttum:

1. Plapp, Fv, Sinor, LT, et al. A solid phase antibody screen. Am J Clin Pathol
1984, 82:719.

Vitaminstatus bei Diabetikern,
Morbus Crohn-Patienten, Alkohohkern
und Vegetariern

F. Susanto, C. Hillmann, A. Zwilling, S. Humfeld
und H. Reinauer .
Diabetes-Forschungsinstitut, Auf'm
4000 Dusseldorf 1

In einer gemeinsamen Studie mit der klinischen Abteilung des
Diabetesforschungsinstitues sowie der neurologischen und der
gastroenterologischen Abteilung der Universitat Disseldorf wur-
den Vitaminanalysen bei Normalpersonen, Diabetikern, Morbus
Crohn-Patienten, Alkoholikern und Vegetariern durchgefiihrt.

Hennekamp 65,

Neben den fettléslichen Vitaminen A, E wurden die wasserlosli-
chen Vitamine B,, B;, B¢, B2, C und Folsdure im Serum mit HPLC
und RIA bestimmt. Die Analysenergebnisse wurden zwischen den
einzelnen Patientenkolliektiven und denen der gesunden Proban-
den verglichen.

Aus den Untersuchungen folgt, da Mangelzustéande vereinzelt
auch bei Normalpersonen beobachtet werden. Die Falle mit Vit-
aminunterversorgung sind haufiger bei Diabetikern, Vegetariern,
Alkoholikern und M. Crohn-Patienten.

Dariiber hinaus werden Resultate von Vit A und E-Analysen von
466 Kindern im Alter zwischen 4 und 6 Jahren prasentiert, die im
Rahmen einer grof3 angelegten Studie ermittelt wurden.

Eine schnelle und einfache HPLC-Methode
zur Bestimmung von verschiedenen
Retinoiden im Serum

F. Susanto, C. Kaiser, S. Humfeld und H. Reinauer
Diabetes-Forschungsinstitut, Auf‘'m Hennekamp 65,
4000 Ddsseldorf 1

Es wird eine HPLC Methode zur simultanen und quantitativen Be-
stimmung von Retinoiden: Acritretin, Etretinat, Isotretinoin und
Tretinoin im Serum beschrieben.

Die Extraktion von Retinoiden aus dem Serum erfolgt iiber éine
fliissig-flissig-Extraktion im sauren Medium, nach Denaturierung
und Fallung des Proteins. Als interner Standard wird Retinylacetat
verwendet.

Fir die Untersuchung der Prazision, Spezifitat, Richtigkeit, Wie-
derfindung und Reproduzierbarkeit dieser Methode diente aufge-
stocktes medikamentenfreies Albumin/Serum im Konzentrations-
bereich von 10 bis 1000 ng/ml. Es ergab sich ein durchschnittli-
cher Variationskoeffizient von 5,1% fiir die Analysen im therapeu-
tischen Bereich. Die Nachweisgrenze betrug 5 ng/ml Serum, die
analytische Wiederfindungsrate lag im Durchschnitt bei 95%.

Die Grenzen und die Problematik der Anwendung dieser Metho-
de, insbesondere im Zusammenhang mit dem Metabolismus die-
ser Arzneimittelgruppen, werden diskutiert.

Schrifttum:
1. R. Wyss: Chromatography of retinoids, J. Chromatogr. 531, 481-508
(1990).

2. W.E. Lambert, E. Meyer, A. P. De Leenheer, J. De Bersaques, A. H,. Kint:
Pharmacokinetics and drug interactions of etretinate and acitretin, J Am
Acad Dermatol 27, 19-22 (1992).

Ein-Punkt-Quantifizierung

von lgG-Antikérpern mit dem EIA —
Interpretation von Titern der a-Methode
im Vergleich mit klassischen Techniken
am Beispiel Masern/Mumps/Roteln

Annedore Tischer
Robert-Koch-Institut des Bundesgesundheitsamtes,
Nationales Referenzzentrum fiir Masern, Mumps, Rételn

Ein quantitativer Antikdrpernachweis mit dem EIA ohne End-
punkt-Titration sowie ohne Verwendung einer Standardkurve
wurde von Dopatka und Giesendorf? vorgestellt. Aus einer Se-
rumverdinnung der Probe 148t sich durch Einsetzen der gemes-
senen optischen Dichte in die Formel log,, titer = a - OD® ein Titer
berechnen, der dem {ber Endpunkttitration ermittelten Wert ent-
spricht. Die gefundenen a-Titer/IU/ml wurden im Vergleich mit Ti-
tern klassicher Techniken betrachtet hinsichtlich Antikdrperdyna-
mik im Serumpaar. Wir untersuchten iiber 100 Schulkinder vor
und nach Gabe von Dreifachimpfstoff Masern/Mumps/Rételn auf
IgG-Antikorper sowie 45-48 Serumpaare von Patienten mit Ver-
dacht auf Masern bzw. Mumps bzw. Rételn. Eingesetzte Techni-
ken: Masern-Hamagglutinationshemmtest, Mumps und Rételn-
Hamolysisin-gel-Test sowie der o. g. EIA (a-EIA) fir alle drei Para-
meter. Fiir die a-Methode wurde Uber die Bestimmung der Titer-
variation im intra- und interassay ermittelt, daR ein =2facher Ti-
teranstieg zwischen zwei Seren signifikant ist. Bei einer Endpunkt-
titration ist der = 4fache Titerzuwachs erforderlich. Mit dem «-EIA
kann eine Antikdrperdynamik genauso gut bzw. besser nachge-
wiesen werden als mit den verwendeten konventionellen Techni-
ken. Die 10-20% hoheren Nachweisraten eines Antikdrperan-
stiegs mit dem a-EIA sind durch die stufenlose Titerangabe und
groBere Prazision bedingt.

Schrifttum:

1. Behringwerke AG.
2. Journal of Clinical Laboratory Analysis 6:417-422 (1992).

Diagnostik von Hamostasestorungen bei
Patienten der chirurgischen Intensivmedizin

G. Tépfer', Waltraud Ehrhardt?, U. Funke®, M. Schulze*,

C. Sauer® und F. Hornig®

Zentrallabor' und Klinik fiir Anasthesie und Intensivmedizin?
der Stadtischen Klinikum Gérlitz GmbH, Zentrallabor®

und Klinik fir Innere Medizin* des Kreiskrankenhauses Zittau

Folgende Parameter eignen sich zur Aufdeckung einer erworbe-
nen Hamostasestérung bzw. Gerinnungsaktivierung bei dieser
Patientengruppe, wenn keine akute Blutung vorliegt:

1. Hepato-Quick-Wert (Parameter fir die Intaktheit des exogenen
Gerinnungssystems ohne EinfluR sind Heparin und FDP), 2. AT |lI
als Ausdruck des wesentlichen substituierbaren Inhibitors, 3. FM
als Indikator fiir eine Gerinnungsaktivierung. FM zeigt besonders
bei ansteigenden quantitativen Befunden eine Mikrothrombosie-
rungstendenz an. 4. Thrombozyten. Bei akuten Blutungen Erwei-
terung um folgende Parameter: 5. Thrombinzeit als Indikator fir
Heparin, FDP, Dysfibrinogene, Hypofibrinogenamie, 6. Thrombin-
zeit mit Heparininhibitor (besser als Reptilasezeit, da F-1 ohne Ein-
fluB. 7. Fibrinogen nach Clauss (Anstieg bei akute Phase Reaktion,
Abfall bei DIG, Hyperfibrinolyse und akutem Leberversagen). 8.
D-Dimer, das eine gleichzeitige Gerinnungs- und Fibrinolyseakti-
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vierung anzeigt. Bei vorliegender DIG kdnnen folgende Parameter
dariber hinaus hilfreich sein: TAT und ELP signalisieren den spe-
zifischen und/oder unspezifischen Verbrauch. Einen Konzentra-
tionsabfall des Fibronektins findet man bei hohen Fibrinmono-
merkonzentrationen. Ein abfallendes Protein C (mit chromoge-
nem Substrat gemessen) zeigt eine schlechte Prognose an. F Xill
kann isoliert stark vermindert sein. Er wird zur Uberwachung der
Substitution chromogen gemessen. Verlaufsstudien bei 30 Pati-
enten belegen die Bedeutung dieser Parameter fiir die Kontrolle
der Behandlung und die Prognose.

Neues Verfahren
der Thrombinzeitbestimmung

G. Topfer', A. Seifert’, G. Friedel', G. Dornheim?®, G. Lutze?,
U. Funke*

Zentrallabor der Stéadtischen Klinikum Gérlitz GmbH®
Institut fir Transfusionsmedizin Suhl?

Institut fir Klin. Chemie u. Laboratoriumsdiagn.

der Med. Akademie Magdeburg® und Zentrallabor

des Kreiskrankenhauses Zittau*

Aus Thrombin fir Testzwecke der Arzneimittelwerk Dresden
GmbH wurden 2 Thrombinzeitreagentien hergestelit: 1. Reagens,
das heparinempfindlich, FSP-spaltproduktempfindlich und emp-
findlich auf Hypo- und Dysfibrinogenémie reagiert. Gerinnungs-
zeit eines Normalplasmapools von 17,01 0,2 Sekunden (Throm-
binreagens ohne Heparininhibitor). 2. Reagens mit den gleichen
Eigenschaften, wie 1., jedoch heparinunempfindlich bis 3,0 E/ml
Heparin (Thrombinreagens mit Heparininhibitor).

Beide Reagentien sind gepuffert, so da3 Plasma zur Thrombin-
zeitbestimmung bis 24 h haltbar ist. Das Reagens wird von der
Feinchemie Sebnitz GmbH als Lyophilisat produziert. Beide Rea-
gentien sind sehr stabil nach dem Losen in Wasser (z. B. Stabilitat
bei 37°C > 8 h). Die beiden Thrombinzeiten sind bei heparinfreien
Plasmen innerhalb der Fehlergrenzen der Methode gleich (Refe-
renzbereich fiir beide TZ 15,0 £ 19,0 Sekunden). Die Empfindlich-
keit auf FSP ist etwa gleich wie bei der Batroxobinzeit. Fibrinogen
< 1,5 g/l verlangert die TZ wie die Batroxobinzeit signifikant. Fibri-
nogenerhéhungen von 2,9 — auf 10,0 g/l verlangern die Batroxo-
binzeit um 6 Sekunden, die TZ jedoch nur um 1 Sekunde. Bei he-
parinisierten Patienten fiihrt die gerade klinisch relevante Hepa-
rinkonzentration von 0,025 E/ml im Plasma zu einer signifikanten
Verlédngerung der Thrombinzeit ohne Heparininhibitor. Bei etwa
0,1 E/ml wird sie ungerinnbar. Aufgrund dieser Eigenschaften ist
die Thrombinzeit mit Heparininhibitor geeignet zur Uberwachung
der Streptokinasetherapie; als Indikator fiir Hyperfibrinolyse bei
Sepsispatienten, da Fibrinogenerh6hungen ohne Einflu sind. Die
Kombination beider Thrombinzeiten ist empfehlenswert zur Uber-
wachung der low dose-Heparintherapie. (Keine Differenz der bei-
den Thrombinzeiten = Heparin < 0,025 E/ml wirksam.)

..Der Tiefe Einblick” in die Blutgasanalyse

Steffen Uhlig
RADIOMETER DEUTSCHLAND GmbH, Am Nordkanal 8,
4156 Willich 3

Die traditionelle Blutgasanalyse ist auch heute noch eine Stan-
dardmessung in der Intensivmedizin, die aber zunehmend durch
weitere Parameter, die den Sauerstoff-Status betreffen, ergénzt
wird, so dal der Therapeut einen umfassenden Uberblick iber
den Oxygenierungsgrad des behandelten Patienten erhalt. Um
gefiirchtete Gewebs-Hypoxien zu vermeiden, ist es wichtig zu
wissen, ob das Verhiltnis zwischen Sauerstoff-Aufnahme und
Sauerstoff-Bedarf ausgeglichen ist.

Die Sauerstoff-Aufnahme in der Lunge, der Sauerstoff-Transport
von der Lunge zu den Kapillaren im Gewebe und die Sauerstoff-
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Abgabe an das Gewebe sind einige der wichtigsten physiologi-
schen Gegebenheiten, die den Sauerstoff-Status eines Patienten
beschreiben.

Blutgasanalysatoren ermdoglichen die Bestimmung einer Vielzah!
von Parametern wie pH, pO,, pCO;, alveoloarterielle Sauerstoff-
Differenz (AaDpQ,), arterio-alveolarer Sauerstoff Quotient (a/
ApO;) und Respiratorischer Index (Rl), wobei heutige Gerate auf-
grund der Simultanmessung von Saure-/Basen-/Blutgas- und
Sauerstoff-Status aus einer einzigen Blutprobe eine wesentlich
gréBere Akzeptanz finden. In der Messung eingeschlossen sind
auch Parameter wie tHb, ctO,, sO,, p50, COHb und MetHb, so daB
der Sauerstoff-Gehalt (ctO,) Indikation fur lebensnotwendige
Transfusionen liefert. Die Dyshamoglobine liefern dem Notarzt
friihzeitig wichtige Informationen {iber diesbeziigliche Intoxikatio-
nen. :

Sofern eine gemischtvendse Blutprobe gewonnen werden kann,
stehen weitere wichtige Parameter wie die Shunt-Fraktion oder
avDO, zur Verfligung, mit denen pathologische Veranderungen
der Lungenfunktion und der Sauerstoff-Aufnahme des Gewebes
dokumentiert werden kénnen. ,,Der Tiefe Einblick” in die Blutgas-
analyse nennt RADIOMETER die Gesamtheit der oben angefiihr-
ten MeRBparameter, die mit einem Blutgasanalysator — ABL520 —
bestimmt werden kann.

Free circulation of in vitro diagnostic (IVD)
medical devices in Europe

R. L. Verwilghen
European Commission on in Vitro Diagnostic Medical Devices,
Brussels

The program of harmonization of the EC in the field of medical
devices consists of three directives. These will become applicable
through thé whole European economic area (EC + EFTA). The ob-
jective of the directives is to reach a common legislation for medi-
cal devices in view to protect the health and safety of patients,
users and third parties. Due to their special nature, the third of
these directives concerns IVD’s, and a new draft will be circulated
in 1993. In this draft IVD’s are defined as: “any medical device
which is a reagent, reagent product, calibrator, control, kit, instru-
ment, equipment or system whether used alone or in combi-
nation, intended by the manufacturer to be used in vitro for the
examination of samples. derived from the human body, including
blood and tissue donations, solely or principally for the purpose
of providing information concerning a physiological state, state
of health or disease or congenital abnormality or to determine the
safety and compatibility with potential recipients. For the purpose
of this directive, sample receptacles for in vitro use, specifically
intended by their manufacturer for medical samples are consid-

. ered to be IVD's”. The “essential requirements” will mainly ensure

the safety and the reliability for user and patient. For the large
majority of IVD’s, the manufacturer will under his own responsi-
bility assess the conformity and fix the CE marking. Stricter mea-
sures are envisaged for IVD's for self testing, to ensure protection
of the “nonprofessional” user. Further some categories of sensi-
tive IVD's will need involvement of a “notified body” (third party
certification body) before the “CE"” marking is affixed and the IVD
can be put on the market. The “IVD medical device” directive is a
“new approach” directive. This means that the directive itself will
be kept as a relatively short document. The manufacturer has to
certify that the IVD responds to the stipulations of the directive. If

he has followed “harmonized European standards” (prepared by

CEN on a mandate of the EC) he will have a presumption of com-
pliance with the directive. CEN standards are never compulsory:
the manufacturer remains free to apply measures, different from
these of the standard, as long as the medical device itself re-
sponds to the stipulations of the directive.



Evaluation of five liquid reagents for the
determination of transaminases and LDH

R. Vormbrock, J. Meyer, U. Wiirzbt)rg
E. Merck, R & D Diagnostic Division, Frankfurter StraRe 250,
D-6100 Darmstadt, Germany

The use of ready-to-use liquid reagents for clinical chemistry is a
way to increase convenience in operating clinical chemistry ana-
lyzers. We evaluated liquid reagents for the determination of
transaminases acc. to the recommendations of 1972 of the Ger-
man Society for Clinical Chemistry (GOT and GPT) and acc. to the
IFCC recommendations (ASAT and ALAT) and a liquid reagent for
the determination of LDH acc. to the recommendations of 1972 of
the German Society for Clinical Chemistry.

All measurements were performed on an EPOS® Analyzer to
achieve closest similarity with the manual method. Our evalua-
tion included method comparison studies, linearity and stability
of the reagent, and precision and recovery with control sera.

Method comparison of the reagent versus a commercially availa-
ble reagent as reference showed a good comparability of the
transaminases and 9% higher results for the liquid LDH reagent.
We obtained the following regression equations:

ASAT = 1.000 *reference +0.000
ALAT = 1.000 *reference —1.000
GOT =1.000 *reference —1.000
GPT =1.03 *reference -0.542
LDH =1.090 *reference —0.898

Under proper storage conditions the reagents in the opened vias
are stable until the expiration date. At these conditions we found
the following linearity limits:

ASAT and ALAT > 240 U/l
GOT and GPT > 160 U/l
LDH > 1000 U/1

From our data we conclude that the reagents are suited for clinical
routine use.

Rasche Bestimmung des HbA1c:
Klinische Evaluierung des DCA 2000°®

Wolfgang Wagener, Hubert Overmann, Gabriele Schmitt,
Sabine Scholz, Lutz Heinemann

Abt. Erndhrung & Stoffwechsel; Heinrich-Heine-Universitét
Dasseldorf, MoorenstraBe 5

Eine aktuelle HbA,-Wert-Bestimmung wahrend der Beratung der
Patienten in Ambulanz oder Praxis — durch ein einfach handhab-
bares Gerat, welches richtige und prazise Messungen liefert —
kdnnte eine wertvolle Hilfe zur Optimierung der Diabetikerbetreu-
ung sein. Wir untersuchten, ob ein neues Gerdt, welches das
HbA,. in 9 min bestimmt (DCA 2000%®; Bayer Diagnostik, Min-
chen); (McCloud WW et al., 1991), diese Bedingungen erfiillt. In
unserer Diabetesambulanz wurden bei 75 konsekutiven Diabeti-
kern kapillire Blutproben entnommen, und das HbA,. mit dem
DCA bzw. einer Referenzmethode bestimmt (HPLC; Diamat, Bio-
rad, Miinchen; interassay V.K. < 2%; Referenzbereich 4,2-5,5%).

Der Vergleich der MeBergebnisse mit dem DCA (8,0 + 2%; Mittel-
wert +SD) und der HPLC (8,3+1,8); (lineare Regression: y=
1,00-0,31; r = 0,94) ergab, da’ die HbA,.-Werte des DCA im Mittel
um 0,3% unter denen des HPLC lagen (p < 0,001). In einer Mef3-
reihe an 50 konsekutiven Typ-l-Diabetikern in einem Diabetes-
Diagnostik-Mobil wurde das kapillar bestimmte HbA,. des DCA
einer vendsen HbA,.-Bestimmung (HPLC) gegenibergestelit:
(8,2£1,7% vs. 8,3+ 1,6%; y=1,05-0,58; r=0,97; p <0,001). Die
Serienmessung (n = 20) von Kontrollblut mit einem HbA,, im Re-
ferenzbereich (4,9+0,1%; V.K. 2,5%) bzw. im erhdhten Bereich
(12,2 +0,3%; V.K. 2,2) zeigt eine gute Prazision des DCA. Die ,,day-

to-day“-Variation bei 10 Messungen ergab einen V.K. von 2,4 bzw.
2,6%.

Zusammenfassend schlieBen wir aus der Evaluierung des DCA-
Gerétes, daR dieses bei einfacher Handhabbarkeit eine akzeptable
Prézision liefert, wobei die MeBergebnisse im Vergleich mit der
HPLC-Methode niedriger ausfallen.

Stabilitat von TPS in Seren bei
unterschiedlichen Lagerungsbedingungen

Susanne Wagner*, Wolfgang Klingler*, Kornelia Richter**,
Friedhelm KiBing **, Gabriele Balser ***

* Hermann Biermann GmbH, Bad Nauheim

** Labor Dr. Eberhard et al, Dortmund

*** Bjoscientia GmbH, Ingelheim

In verschiedenen klinischen Studien konnte gezeigt werden, daR
TPS ein hervorragender Serum-Marker fiir die Tumorproliferation
ist (1, 4).

Die Stabilitat eines Markers im Serum ist besonders fiir den Ver-
sand der Probe zum Bestimmungslabor sowie fiir retrospektive
Vergleichsstudien verschiedener Tumormarker von Bedeutung.

In dieser Studie wurde der EinfluB unterschiedlicher Lagerungs-
temperaturen (Raumtemperatur, 4°C, -20°C, -80°C) und Lage-
rungszeitraume (14 und 180 Tage) auf die TPS-Konzentration im
Serum getestet.

Der TPS-Gehalt im Serum ist bei Raumtemperatur 3 Tage, bei 4°C
14 Tage, stabil.

Bei einer Lagertemperatur von —20°C bzw. —-78°C ist die TPS-Kon-
zentration 90 Tage stabil, danach bis zum 180. Tag kann es im
Einzelfall zu einem Abfall von maximal 20% kommen.

Genotypische Variation
bei Borrelia burgdorferi: Konsequenzen
fur die molekularbiologische Diagnostik

Reinhard Wallich', Claudia Helmes®, Ulrich E. Schaible?,
Markus M. Simon?, Sabine E. Moter® und Michael D. Kramer®
1 Angewandte Immunologie (FS 0440),

Deutsches Krebsforschungszentrum, W-6900 Heidelberg

2 Max-Planck-Institut fir Inmunbiologie, Stibeweg 51,
W-7800 Freiburg .

3 Institut fir Immunologie und Serologie der Universitét
Heidelberg, W-6900 Heidelberg

Die Analyse der genotypischen und phéanotypischen Heterogeni-
tat von Borrelia burgdorferi, dem Erreger der Lyme Borreliose, ist
eine Voraussetzung fiir die Entwicklung standardisierter und die
gesamte Art umfassender diagnostischer Testsysteme. Mit Hilfe
monoklonaler Antikorper mit Spezifitat fur immundominante Bor-
relia burgdorferi Antigene wurden die Gene aus bakteriellen Ex-
pressionsbanken isoliert und sequenziert. Die entschiiisselten
Genstrukturen bilden die Grundlage fiir verschiedene molekular-
biologische Analysemethoden, z. B. Nachweis einer Borrelia burg-
dorferi spezifischer Antikérperantwort mittels rekombinanter Pro-
teine oder Nachweis von erregerspezifischer DNS iber die Poly-
merase Kettenreaktion (PCR) bzw. mittels DNS-Sonden (Southern
blot). Durch immunologische Untersuchungen im Tiermodell
konnte ein rekombinantes Borrelia burgdorferi Antigen (OspA) als
potentieller Kandidat fir die Entwicklung eines Impfstoffes gegen
die Lyme Borreliose identifiziert werden. Aus der Gesamtheit der
erzielten Ergebnisse ergeben sich richtungsweisende Ansétze fir
die molekularbiologische Diagnostik der Borrelia burgdorferi In-
fektion 'und die Impfstoffentwicklung.
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Separation and identification
of human serum proteins
with capillary electrophoresis

Hann-Ping Wang and Cheng-Ming Liu
Beckman Instruments Inc., 200 South Kraemer Bivd.,
Brea, CA 92621 USA

Capillary electrophoresis is a highly efficient separation tech-
nology based on principles of electroosmosis and electro-
phoresis. The net mobility of a molecule in capillary electrophor-
esis is a combined result of the electroosmotic mobility and elec-
trophoretic mobility of the molecule in an applied electric field.
Serum protein separation mostly is done with agarose slab gel or
cellulose acetate paper electrophoresis. In this abstract, we pre-
sent a method for separation of serum proteins into distinct peaks
of pre-albumin, albumin, alpha-1-acid glycoprotein, alpha-1-anti-
trypsin, haptoglobin, alpha-2-macroglobulin, transferrin, com-
plement C3, beta-lipoprotein, and gamma globulins by using un-
treated fused silica capillaries. The protein peaks were charac-
terized by spiking serum samples with purified protein com-
ponents, and by removal of protein components using solid
phase monospecific antibodies. The total separation time was
about 5 minutes. The imprecision of the procedure was less than
10%.

Kongenitales Rételnsyndrom
und kongenitale Zytomegalie mit atypischer
Immunantwort: zwei Fallberichte

B. Weber', G. Enders?, H. W. Doerr'

' Institut fir Med. Virologie, Universitétskliniken Frankfurt

2 |nstitut fiir Med. Virologie und Infektionsepidemiologie e. V.,
Stuttgart

Wir berichten liber eine kongenitale Rotelninfektion mit atypi-
scher Immunreaktion wurde bei einem Kind, bei dessen Mutter
eine Roételnimmunitat wiederholt vor der Schwangerschaft nach-
gewiesen worden war. Die Labordiagnose war ab dem 2. Lebens-
monat nur eindeutig anhand der Virusisolierung maglich. Nach
dem ersten Lebensmonat wurden voriibergehend spezifische
IgM-Antikérper nachgewiesen. Persistierende IgM-Antikérper in
ansteigender Konzentration waren ab dem 6. Lebensmonat nach-
weisbar. Im weiteren Verlauf sanken die spezifischen 1gG-Antikor-
pertiter ab. Die immunologische Analyse wies eine IgG1-Hypoglo-
bulindmie nach.

Die Besonderheit des geschilderten Falles liegt nicht nur im Ver-
sagen der mitterlichen Immunitat eine kongenitale Rételninfek-
tion zu verhindern, sondern auch im Defekt des kindlichen Im-
munsystems, so daR iber die Infektionsserologie die Labordia-
gnose zunichst nicht gestellt werden konnte.

Im zweiten Fall wurde eine kongenitale Zytomegalie bei einer
Frau in der 22. Schwangerschaftswoche diagnostiziert. Ein Infek-
tionsverdacht bestand, weil bei dem Ehemann eine HCMV-Hepati-
tis diagnostiziert wurde. In dem Fruchtwasser wurde die HCMV

Infektion mit der Polymerase-Kettenreaktion und der ,,shell vial -

culture” nachgewiesen. Der serologische Nachweis von IgM- und
IgA-Antikdrpern in zwei Serumproben und im Nabelvenenschnur-
blut war negativ. Beim Neugeborenen wurde HCMV noch, im er-
sten Lebensjahr aus dem Urin isoliert.

Durch das Fehlen serologischer Werte (HCMV Serostatus vor der
Schwangerschaft) konnte eine genaue Abgrenzung einer primé-
ren Infektion von einer Rekurrenz sowie eine Risikoabwigung
nicht durchgefiihrt werden.
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Die statistische Bewertung
des Differentialblutbildes; neue Ansatze

E. Weber', H. A. G. Miiller?

' Bayer Diagnostic GmbH, Abt. Med. Wiss., D-8000 Miinchen 90
2 Institut fiir Laboratoriumsmedizin, Klinik am Eichert,

D-7320 Géppingen

Zur Statistik des Differentialblutbildes sind von verschiedenen
Autoren sehr unterschiedliche Ansatze gewahit worden. In
Deutschland sind hauptséchlich die Arbeiten von Riimke (1) zu
erwahnen, der als Basis seiner Untersuchungen die Binomialver-
teilung wahlte. Im angelsachsischen Bereich wurde zum Teil mit
einer Log-Normalverteilung gearbeitet. Grundsatzlich stehen fir
die Beschreibung der Verteilung von Blutzellen auf einem Objekt-
trager oder in einer Suspension (Zahikammer und Gerat) ver-
schiedene statistische Modelle zur Verfiigung: Multinomial-, Bino-
mial-, Normal-, Hypergeometrische- und Poisson-Verteilung. Aus
theoretischen Griinden erscheint die Poisson-Verteilung fiir die
genannten Anwendungen geeignet und begriindbar. Es 138t sich
jedoch zeigen, daf® die Gite der experimentell gefundenen An-
passung fiir die einzelnen Zellgruppen sehr unterschiedlich ist.
Aus den Ergebnissen von Untersuchungen an Ausstrichen und
Geraten lassen sich eine Reihe von Aussagen machen:

Fir Zellen mit geringer Dichte wie Eosinophile und Basophile lie
sich bei einer 100 Zellzdhlung keine optimal geeignete Verteilung

- finden. Ebenso zeigt sich, daB fir Zellen, die schwierig zu erken-

nen sind, wie Stabe oder Monozyten, haufig die Normalverteilung
die beste Anpassung ergibt. Das Verfahren zeigt auch, daf3 die
optimale Zahl zu differenzierender Zellen pro Objekttrageraus-
strich bei ca. 300 liegt.

Ahnliches gilt fiir die Uberpriifung von Geraten mit unterschied-
lichster Analysentechnik. Auch hier zeigt sich, daR die Analysen-
verfahren die einzelnen Zellpopulationen mit unterschiedlicher
Qualitat erkennen kdnnen. Fir numerische Vergleiche oder Ent-
scheidungen auch im Qualitdtssicherungsbereich sollten statisti-
sche Verfahren angewandt werden, um eine begriindete Aussage
zu ermdglichen.

Schrifttum:

1. Rimke C.L. Die Zelldifferenzierung in Blutausstrichen: Variabilitat der
Ergebnisse. Triangle, Band 1V, Nr. 4, 1959,

Vorteile und Grenzen
der ,,Derived Fibrinogen”-Methode

N. Weinstock .
Medizinisch Diagnostisches Institut Stidtisches Klinikum
Karlsruhe (Direktor Prof. H. Patscheke)

Fibrinogen wird als eigensténdiger Risikofaktor kardiovaskularer
Erkrankungen angesehen. Epidemiologische Studien zeigen, daR

" eine international anerkannte Bestimmungsmethode sich bisher

nicht durchsetzen konnte. Aus Kosten- und Praktikabilitdtsgriin-
den bietet sich das abgeleitete Fibrinogen ,,Derived Fibrinogen”
(DF) an.-

Wir haben den EinfluR von Kalibratoren und Reagenzien unter-
schiedlicher Hersteller sowie von ikterischen, lipamischen und ha-
molytischen Plasmen auf die nephelometrische DF-Methode un-
tersucht. PT-Regenzien von drei verschiedenen Herstellern zeigen
starke Diskrepanzen in der Opacitat, mechanischen Stabilitat und
nephelometrischen Streueigenschaften der gebildeten Throm-
ben. Die Kalibration und die Richtigkeitskontrolle des DF erfordert
~ wie die bisher eingefiihrten Methoden — methodenabhéngige
Werte. Hdmolyse bis zu 6 g/dl zeigt keinen EinfluR auf die gemes-
sene Konzentration. Bei Triglyceriden ab 500 mg/d! und Bilirubin
ab 3 mg/dl werden abfallende Werte gemessen. Die unter Lyse-
therapie beobachteten falsch niedrigen Werte der Clauss-Me-
thode werden bei der DF-Methode nicht beobachtet.



Bei , richtiger” Kalibration zeigt ein Vergleich Clauss- zu DF-Fibri-
nogen bei allgemeinem Patientengut, bei fotalem Fibrinogen, bei
Patienten mit ,,Lupus Antikoagulantien” und bei einer schweren
Antiepileptika induzierten isolierten Hypofibrinogenamie im we-
sentlichen libereinstimmende Ergebpnisse. Die Korrelation mit der
Methode nach Clauss ergab r=0,98, y = 1,008 x -13,71. Die Varia-
tionskoeffizienten in der Serie liegen bei 4%, die von Tag zu Tag,
bei 6%. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, daf3 fiir
die quantitative Erfassung der Fibrinogenkonzentration in der
Routine und fir epidemiologische Studien des ,,Derived Fibrino-
gen” eingesetzt werden kann. Nur fiir gezielte Fragestellungen
und fir eine weitergehende Diagnostik kann Fibrinogen nach
Clauss zusétzlich bestimmt werden.

Personalbedarf und Personalkosten
im Krankenhauslaboratorium

N. Weinstock
Medizinisch-Diagnostisches Institut,
Stéadtisches Klinikum Karlsruhe

Personalplanung und -fiilhrung lassen sich mit Hilfe des Compu-
terprogramms ,,PERSONAL |” optimieren (1).

Das Programm ,,PERSONAL II” kann die erforderlichen Daten aus
dem Programm ,,PERSONAL 1 ibernehmen und berechnet aus
den laufenden Eingaben die laborspezifischen aktuellen Kennzah-
len (IST-KENNZAHLEN) wie:

Ausfalizeiten und Rentabilitdt. Personalbedarf und Personalko-
sten pro Analyse und pro Arbeitsplatz.

Gesamtpersonalbedarf und Gesamtpersonalkosten untergliedert
z.B. nach Dienstzeiten (Routine-, Spéat-, Nacht-, Wochenend-,
Feiertagdienste u. a.) und nach Dienstarten (analytisches, nicht-
analytisches und akademisches Personal, Auszubildende u. a.).

Beim Personalbedarf bestatigen die laborspezifischen aktuellen
IST-KENNZAHLEN die Unbrauchbarkeit der seit 1979/1985 als Be-
rechnungsgrundlage benutzten Anhaltszahlen. Die IST-PERSO-
NALKOSTEN pro Analyse variieren zwischen 13 Pfg. (Klin. Chem.,
Selektivanalyser) und iiber 100,— DM (spezielle Toxikologie).

Das vorgestelite Programm ,,PERSONAL 11 zeichnet sich durch
eine problemlose, wenig arbeitsintensive Datenerfassung sowie
eine automatisch ablaufende Berechnung aus und ist universell
innerhalb und auBerhalb des medizinischen Laboratoriums ein-
setzbar. Die so gewonnenen Kennzahlen kdnnen maogliche
Schwachpunkte in der bisherigen Personalstruktur aufzeigen und
unterstiitzen die Entscheidungen iiber kostensenkende Umstruk-
turierungen im Labor.

Schrifttum:
1. N. Weinstock, A. Kirov. Lab.Med. 16, 178-184 (1992).

Fettsduren hemmen in vitro .
die 5a-Reduktase-Aktivitdt der menschlichen
benignen Prostatahyperplasie (BPH)

H. Weisser, S. Tunn, M. Krieg
Institut fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
Universitatsklinik Bergmannsheil, Bochum

In der Regulation des intraprostatischen Androgenstoffwechsels
spielt die membrangebundene 5a-Reduktase eine entscheidende
Rolle, da sie die Umwandlung von Testosteron zum biologisch
hoch aktiven Dihydrotestosteron katalysiert. Dabei ist ihre Aktivi-
tat, wie die einer Vielzahl anderer membrangebundener Enzyme,
von der Membranzusammensetzung abhangig. In der vorliegen-

den Studie wurde untersucht, inwieweit Fettsauren die 5¢-Reduk-
tase-Aktivitdt der menschlichen benignen Prostatahypertplasie
(BPH) unter in vitro Bedingungen beeinflussen. Drei BPHs wurden
in Epithel und Stroma fraktioniert. Zur Bestimmung der 5a-Reduk-
tase-Aktivitit wurden die Fraktionen mit radioaktivmarkiertem
Testosteron allein oder zusammen mit einer der nachfolgenden
gesattigten oder ungesittigten Fettséuren inkubiert: C6:0, C10:0,
C12:0, C:IA:O, C16:0, C18:0, C18:1, C20:3, C20:4, C22:6. Die An-
drogenmetabolite wurden mittels HPLC getrennt und durch Mes-
sung der Radioaktivitdt quantifiziert.

Das Ergebnis war: 1. Die Aktivitit der 5e-Reduktase wurde im Epi-
thel und Stroma sowohl durch geséttigte als auch durch ungesit-
tigte Fettsduren deutlich gehemmt. 2. Das AusmaR der Hemmung
scheint bei den geséttigten Fettséuren durch die Kettenlédnge be-
einflult zu sein. Die mittlere prozentuale Hemmung durch gesit-
tigte Fettsduren betrug im Epithel bzw. Stroma: 84% und 70%
(C10:0), 65% und 62% (C12:0), 48% und 39% (C14:0), 28% und
27% (C6:0), 15% und 70% (C16:0), 12% und 12% (C18:0). 3. Die
mittlere prozentuale Hemmung durch ungesattigte Fettsduren be-
trug im Epithel bzw. Stroma 30% und 29% (C18:1), 53% und 57%
(C20:3), 23% und 31% (C20:4), 55% und 55% (C22:6). 4. Die Hem-
mung war dosisabhangig und nicht-kompetitiv.

Zusammengefal3t ergibt sich, daR Fettsduren die 5«-Reduktase
hemmen. Der Einbau bestimmter Fettsduren in intrazellulédre
Membranstrukturen mag deshalb Auswirkungen auf die Aktivitat
der membrangebundenen 5a-Reduktase haben. Damit kdnnen
Fettsduren potentiell an der Regulation des intraprostatischen
DHT-Milieus beteiligt sein.

Bestimmung von Quecksilber
in biologischen Materialien

B. Wenclawiak, S. Bemadda. R. Paulick
Leeman-Labs Analysegerite GmbH, Hommeswiese 136,
D-5905 Freudenberg ’

Quecksilber wurde in verschiede;'\gn Materialien bestimmt. Die
Messung erfolgte mit dem LEEMAN-LABS PS200, einem Hg-Ana-
lysator, der sich der Kaltdampf-Atomabsorptions-Methode be-
dient und der fir die Bestimmung von Quecksilber im Spurenbe-
reich optimiert wurde. Neben Wasser-, Abwasser- und Bodenpro-
ben wurde speziell Quecksilber in Urin und Blut bestimmt. Fur
Blutproben wurden verschiedene AufschluBmethoden durchge-
fuhrt und verglichen.

Unter anderem wurde mit dem LEEMAN LABS AP200, einem voll-
automatischen Probenvorbereitungssystem, eine AufschlufZme-
thode fiir Urin- und Blutproben optimiert. Es konnten gleichzeitig
88 Proben, 6 Standards und 6 Kontrollproben nach derselben Me-
thode aufgeschlossen werden.

Die Nachweisgrenzen fiir Quecksilber in Blut und Urin lagen im
ppt-Bereich, die Wiederfindungsraten zwischen 95% und 105%.

Glykogenosen und angeborene Storungen
der Glukoneogenese

U. Wendel
Kinderklinik der Heinrich-Heine-Universitéit Disseldorf

Bei einigen erblichen Enzymdefekten ist der Glykogenabbau ge-
stort, mit der Folge eines erhéhten Glykogengehalts in verschie-
denen Organen. Die Symptomatologie der GSD wird durch den
jeweiligen Enzymdefekt und seine Organlokalisation bestimmt.
Zwei Gruppen von GSD werden unterschieden: Leber- und Mus-
kelglykogenosen. Uberschneidungen sind méglich, da einige Le-
berglykogenosen auch Muskelbeteiligung (GSD lll) zeigen. Die
Charakteristika der GSD | (G6Pase) sind schwére Hypoglykdmien
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mit Hyperlactazidimie. Eine intensive Therapie ist erforderlich.
Bei GSD Il (debranching enzyme def.) und bei Defekten im Phos-
phorylasesystem ist die Hypoglykdmieneigung gering. GSD IV
fihrt durch ein Glykogen mit Fremdkorperwirkung bereits in der
Kindheit zu Leberinsuffizienz. Die Diagnostik bei Glykogenosen
erfolgt anhand der Klinik, klinisch-chemischer Parameter, evtl. Be-
lastungstests, der Enzymdiagnostik in Leber- oder Blutzellen.

Im Rahmen der Glukoneogenese erfolgt die Bildung von Glukose
aus Nicht-Kohlenhydrat-Precursoren wie Lactat, Pyruvat, Glycerin
und Aminosauren. Durch sie wird die Glukosehomoeostase bei
langen Niichternperioden gewihrleistet. Die meisten beteiligten
Enzymschritte sind reversibel und werden auch wahrend der Gly-
kolyse genutzt. Zu Stérungen kommt es, wenn eines der vier
Schiiisselenzyme (PC, PEPCK, FDPase, oder G6Pase (GSD 1)) de-
fekt ist. Der wichtigste ist der FDPase-Mangel mit schweren Hypo-
glykédmien und Keto-Lactazidosen wahrend langer Niichternpha-
sen. Eine Prophylaxe ist dringend erforderlich.

PCR-RFLP und PCR-SSCP
in der ApoE Genodiagnostik

E. Werle, T. Cantz®, M. Kohimeier?, M. Kinstler®, C. Hasslacher®,
W. Fiehn'

Zentrallabor', Innere Medizin PP, Universitat Heidelberg,

Chapel Hill?, USA

Apolipoprotein E (ApoE) ist bedeutsam fiir den Katabolismus von
Lipoproteinen durch Rezeptor-vermittelte Endozytose. Drei hau-
fige ApoE Isoformen sind beschrieben (E2: 112, 158 Cys; E3: 112
Cys, 158 Arg; E4: 112, 158 Arg). 90% der Typ Ill Hyperlipiddmien
sind assoziiert mit einem E2 Phanotyp (meist 158 Arg — Cys) und
beruhen mdglicherweise auf einer gestorten Rezeptorbindung
der E2 Isoformen.

Die PCR (Polymerase Chain Reaction) mit den Primern F4 und F6
(Emi et al., Genomics 3, 373-379, 1988) ermdglicht die sichere
Amplifikation von 245 Basenpaaren des ApoE Gens. Nach Verdau
des PCR Produktes mit CFO | 1Bt sich eine Genotypisierung auf-
grund des Restriktionsfragmentiangenpolymorphismus (RFLP)
der ApoE Isoformen durchfithren. Die Interpretation des silberge-
farbten Polyacrylamidgels (PAGE) ist eindeutig beziiglich des
Arg — Cys Austausches an Position 112 und 158. Seltene Mutatio-
nen, die zu keinen veranderten Restriktionsfragmenten fiihren,
werden ebenso wie bei der dot-blot Hybridisierung mit allelspezi-
fischen Oligonukleotiden (ASO) nicht erkannt.

Die PCR-SSCP (single-strand conformation polymorphism) stellt
eine Mdglichkeit dar, Genmutationen aufgrund einer veranderten
Mobilitdt in der nicht-denaturierenden PAGE zu entdecken. Be-
reits einzelne Punktmutationen kénnen zu einer veranderten Se-
kundarstruktur und somit zu einem unterschiedlichen Laufverhal-
ten im Gel fiihren. Neben der PCR-RFLP zur Diagnostik der klassi-
schen ApoE Isoformen stellt die PCR-SSCP eine Suchmethode

dar, um seltene Mutationen des ApoE Gens zu entdecken und -

einer Sequenzierung zuzufiihren.

Tamm-Horsfall-Protein-Ausscheidung
in verschiedenen Urinsammelperioden
und Beziehungen

zu anderen Markerproteinen

E. Werle, Th. Martin, H.-P. Kempe, W. Fiehn, C. Hasslacher
Medizinische Universitétsklinik Heidelberg

Das Tamm-Horsfall-Protein (THP) dient als Marker der distalen Tu-
bulusfunktion. Da bisher Normalwerte fiir die THP-Exkretion (EX)
nur im 24 h-Urin vorliegen (> 15 mg), untersuchten wir 1., ob die
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Bestimmung der THP-EX im Nachturin (NU) ausreicht und 2., ob
es einen cut-off-point der THP-Konzentration gibt, der normale
und erniedrigte THP-EX diskriminiert.

Methoden: Bei 36 unausgewahliten Patienten wurde die THP-EX
im 24 h-Urin (24 h-U), aufgeteilt in Tag- (TU, 08.00-20.00) und
Nachturin (NU, 20.00-08.00) mit einem Enzymimmunoassay (Sy-
nelisa-THP, Elias Freiburg) bestimmt. Gleichzeitig wurden Albu-
min und «1-Microglobulin (A1M) mit dem Behring-Nephelometer
gemessen.

Ergebnisse: Die THP-EX betrug im 24 h-U 25,07 + 14,8 mg, im NU
11,02+ 6,5mg und im TU 13,86+9,11 mg. Pat. mit einer THP-
EX > 15 mg/24 h hatten eine THP-EX > 7,5 mg im TU zu 88% bzw.
im NU zu 85%. Pat. mit einer THP-EX < 15 mg pro 24 h schieden
in 90% am Tag und in 100% nachts weniger als 7,5 mg THP aus.
Bestimmungen der THP-Konzentrationen ergaben fir keine Sam-
melperiode einen cut-off-point, der normale und patholog. THP-
EX getrennt hatte, ebensowenig bei Bezug auf die Kreatininkon-
zentration. Es bestehen nur schwache Beziehungen zwischen der
THP-EX und anderen glomeruldren und tubuldren Markerpro-
teinen.

SchluBfolgerung: Die THP-EX scheint keinen wesentlichen tages-
zeitlichen Schwankungen zu unterliegen. Somit ist eine Bestim-
mung im Nachturin ausreichend.

Kritische Analyse von Normalwertangaben
fir kommerzielle RIA-Assays verschiedener
Steroidhormone und Sexual-hormon-
bindendes Globulin (SHBG)

H. Wernze®, T. Steck?, P. Kétting®
' Medizinische Klinik und? Frauenklinik, Universitdt Wiirzburg

Bei der Bewertung von Hormonverdnderungen verlassen sich die
meisten Laboratorien auf vorgegebene Normalbereiche kommer-
zieller Assays. Die Erstellung eigener Normalbereiche ist miihe-
voll. Wir untersuchten 59 freiwillige Frauen (Alter 19-37 Jahre),
denen zuvor alle Voraussetzungen der Testung erlautert waren.
Die Blutentnahme solite demnach: niichtern; nach 30 min. Ruhe-
lagerung; Zeit (07.30-08.30 Uhr; ohne Pharmaka und ohne Zy-
klusirregularitdten erfolgen. MeRgroRen: Gesamttestosteron (T)
(Kit Immunochem), freies Testosteron (FT), Androstendion (A),
DHEA-S (Kits DPC), SHBG (Kit Farmos). Resultate: 16 von 59
Frauen muf3ten wegen Akne, Hirsutismus, Alopecie als Kontrollen
ausscheiden. 8 Personen waren in der Corpus-luteum-Phase (Pro-
gesteron > 3 ng/ml). T, FT waren jeweils in einem Fall marginal
erhoht, die Streubereiche waren auch fiir A mit der jeweiligen Kit-
Vorgabe deckungsgleich. DHEA-S lag 5mal (11%) uUber der Kit-
Norm (> 3900 ng/ml), die SHBG-Norm (30-90 nmol/l) wurde 7mal
(17%) unterschritten. Kommentar: Die Normalwertermittiung in
der gynéakologischen Endpkrinologie macht die sorgféltige klini-
sche Befundung notwendig. Auch unter Einhaltung strenger Kon-
ditionen 148t sich eine weitaus groBere Streuung fiir SHGB und
DHEA-S erkennen. Kommerzielle Assays sollten mehr Angaben
Uber die praanalytische Phase der Kontrollkollektive enthalten.

Ferritin im Eisenstoffwechsel,
diagnostische Strategien

M. Wick, W. Pinggera, P. Lehmann
Boehringer Mannheim GmbH, 6800 Mannheim 31

Eisenstoffwechselstorungen, insbesondere der Eisenmangel, zah-
len zu den am haufigsten ibersehenen oder fehlgedeuteten Er-
krankungen. Dies liegt insbesondere daran, daR die in der kon-
ventionellen Diagnostik angewandte Bestimmung des Transport-
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eisens im Serum bzw. Plasma wegen der kurzfristigen Schwan-
kungen keine reprasentative Abschatzung der Gesamtkodrper-
eisenreserven erlaubt. War dies friiher nur durch die aufwendige
und invasive Speichereisenbestimmung im Knochenmark még-
lich, so gestatten heute empfindliche, gut standardisierte immun-
chemische Verfahren eine prézise Bestimmung des Eisenspei-
cherproteins Ferritin im Plasma. Da dessen Sekretion in der Mehr-
zahl der Fille die Depoteisenreserven korrekt widerspiegelt, er-
maoglicht dies eine schnelle und sichere Diagnose, insbesondere
von Eisenmangelzustanden. Wegen der Haufigkeit des Eisenman-
gels und der meist einfachen Therapie sollte diese Erkenntnis zum
medizinischen Allgemeingut gehoren. Es werden die wesentli-
chen pathophysiologischen Grundlagen und diagnostischen Prin-
zipien diskutiert.

Erste klinische Erfahrungen
mit dem neuen IRMA CYFRA 21-1
bei nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen

J. Wiefelspliitz und M. E. Scheulen
Innere Klinik und Poliklinik (Tumorforschung),
Westdeutsches Tumorzentrum, Universitéatsklinik Essen

Der neue Tumormarker CYFRA 21-1, von ID-CIS, Dreieich, der 16s-
liche Cytokeratin 19-Fragmente im Serum mift, wurde von uns
auf seine klinischen Einsatzmoglichkeiten tberprift. Untersucht
wurden 69 Patienten mit nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen
(NSCLC) im Vergleich zu 219 Patienten mit benignen Lungener-
krankungen und 140 gesunden Blutspendern. Bei einem Cut-off-
Punkt von 1,1 ng/ml (Spezifitdt von 95% bei gesunden Blutspen-
dern) betrug die Sensitivitat bei NSCLC 70% (81% fiir Plattenepi-
thelkarzinome, 58% fiir gro3zellige Karzinome und 57% fiir Ade-
nokarzinome) und die Spezifitat bei benignen Lungenerkrankun-
gen 81%. Ein Cut-off-Punkt von 2,2 ng/ml (Spezifitat von 95% bei
benignen Lungenerkrankungen) fihrte dagegen zu einer Sensiti-
vitat von 45% bei NSCLC (56% fiir Plattenepithelkarzinome, 42%
fur groRzellige Karzinome und 29% fiir Adenokarzinome).

Unsere ersten klinischen Erfahrungen zeigen, da CYFRA 21-1im
Gegensatz zu anderen Tumormarkern beim ‘Plattenepithel-
karzinom die hochste Sensitivitat bei hochster Spezifitat besitzt.
In der Verlaufskontrolle geben die CYFRA 21-1-Werte im Vergleich
zu den Tumormarkern CEA, NSE und SCC den Krankheitsverlauf
am besten wieder.

Diagnostica und Umweltschutz

Hans-Georg Will
VDGH, Minchener Stra3e 49, 6000 Frankfurt am Main

Die im VDGH zusammengeschiossenen Unternehmen messen
dem Umweltschutz éine zentrale Bedeutung-zu. Schon seit etli-
chen Jahren existiert fiir entsprechende Fragestellungen ein be-
sonderes Verbandsgremium, der UmweltausschuB, in dem alle
anfallenden O6kologischen Fragestellungen auf Expertenebene
diskutiert werden. Der Ausschuf} fungiert auch — und das unter-
streicht die aktive Rolle des VDGH - als Sachversténdigengre-
mium des europaischen Verbandes der Diagnostica-Industrie.

Auf der Grundlage der Beratungen im Umweltausschuf? tragt der
VDGH durch eine Reihe wichtiger Dienstleistungen zur Entlastung
der Umwelt bei. Diese | 1 sich im rtlichen wie folgt zu-
sammenfassen:

- Information und Beratung der Mitgliedsfirmen {ber neue &ko-
logische Entwicklungen )

- Denkanst6Re und Vorschlige fir umweltbewuRtes Handeln in
Eigenverantwortung

- Mitgestaltung der gesetzlichen Regelungen

- Unterstitzung der Mitgliedsfirmen bei der Umsetzung der Vor-
schriften

- Hilfestellung fiir die Anwender.

Zur Zeit konzentriert sich die Verbandsarbeit auf die Entsorgung
von Laborabféllen, die Umsetzung der Verpackungsverordnung
und die kiinftige Elektronik-Schrott-Verordnung. Fir die in den
medizinischen Laboratorien anfallenden fliissigen Abfalle wurde
ein Entsorgungskonzept entwickelt und den Anwendern zur Nut-
zung angeboten, das grundsatzlich auch auf feste Laborabfille
(Reagenzientrager o.4.) {ibertragen werden kann. Eine Vielzahl
weiterer MaBnahmen unterstreicht, daR die Diagnostica-Industrie
sich ihrer Mitverantwortung fiir die Umwelt bewuRt ist und dies-
beziiglich eine konstruktive Zusammenarbeit mit ihren Partnern
im Markt anstrebt.

Antioxidantienstatus im Serum bei Frauen
unter dem Einflul3 von Antikonzeptiva

K. Winnefeld', G. Klinger?, H. Dawczynski', E. Treff (1)

und S. Hein" .

Klinikum der Friedrich-Schiller-Universitdt Jena

' Klinik und Poliklinik fiir Chirurgie, * Klinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe

Bei 45 jungen Frauen im Alter zwischen 18 und 25 Jahren, die
das Dreistufenpraparat Trisiston als Kontrazeptivum bereits liber
mehrere Monate oder Jahre kontinuierlich einnehmen, wurden
Selen, Glutathionperoxidase, Malondialdehyd (TBA-Reaktion) so-
wie Eisen und Kupfer im Serum bestimmt. Es werden normale
Glutathionperoxidase-Aktivitaten, jedoch deutlich erhohte MDA-
Konzentrationen gemessen. Selen im Serum war ebenfalls nor-
mal. Wir deuten die Befunde in der Weise, dal3 erhohte Kupfer-
werte die Lipidperoxidation stimulieren, das Antioxidantienpo-
tential jedoch dabei ausgeglichen ist. Die vorliegenden Ergeb-
nisse lassen darauf schlieBen, da Scavengersubstanzen — Vit-
amin E und C — zusammen mit der hormonalen Kontrazeptiva
appliziert werden soliten. .

DNA-Analytik von hereditéren
Antithrombin IlI- und Protein C-Defekten

Irene Witt
Univ.-Kinderklinik Freiburg, Klin.-Chem. und Biochem. Labor

Der hereditare Mangel der beiden wichtigsten Inhibitoren des
plasmatischen Gerinnungssystems — Antithrombin lil (AT lll) und
Protein C (PC) - ist in der heterozygoten Form (autosomal domi-
nante Vererbung) mit einem hohen Risiko fiir thromboembolische
Erkrankungen (TE) assoziiert.

Nach der Aufklarung der DNA-Sequenzen der Gene konnten zahl-
reiche Mutationen, die den angeborenen Defekten der Inhibitoren
zugrunde liegen, identifiziert werden. Das Bild der Mutationen ist
sehr heterogen. Vorwiegend liegen Punktmutationen vor. Die
Identifizierung der DNA-Defekte ist von Bedeutung sowohl fiir das
Verstandnis der Beziehungen zwischen Struktur und Funktion des
Proteins als auch fiir die Diagnose und Prognose des Patienten.
Beim AT lll-Mangel hat die Analyse der Mutationen ergeben, dal3
Defekte, die eine bestimmte Region des Proteins betreffen, nur
mit einem minimalen Risiko fiir TE verbunden sind. Beim PC-
Mangel erlaubt die DNA-Analyse eine eindeutige Diagnosestel-
lung, die auf der Protein-Ebene unsicher ist, da die Werte fir die
PC-Aktivitdt im Plasma von Gesunden und Heterozygoten breit
iberlappen. AuRerdem ist die Diagnose bei Patienten unter oraler
Antikoagulation und bei Neugeborenen méglich.
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Diagnostik und Klinik der angeborenen
Stérungen des Galactose-Stoffwechsels

Irene Witt
Univ.-Kinderklinik Freiburg, Klin.-Chem. und Biochem. Labor

Die wichtigsten angeborenen Stérungen des Galactose-Stoff-
wechsels sind Defekte der Enzyme Galactokinase (GALK) und Ga-
lactose-1-phosphat-uridyltransferase (GALT). Die Defekte werden
autosomal rezessiv vererbt. Die Inzidenz liegt fir GALK bei ca.
1:130 000 und fiir GALT bei ca. 1:55000. Erfat werden beide
Defekte mit dem Neugeborenen-Screening. Bei dessen Durchfiih-
rung sind die praanalytischen Bedingungen unbedingt einzuhal-
ten. Einige Screening-Verfahren fiihren z. B. zu falschen Ergebnis-
sen unter der Gabe von Antibiotica.

Das einzige klinische Symptom bei GALK-Mangel ist die Katarakt-
bildung, wihrend beim GALT-Mangel eine schwere Stérung der
Syntheseleistung der Leber den Krankheitsverlauf bestimmt. Un-
behandelt fiihrt der GALT-Mangel zum irreversiblen Leberversa-
gen. Varianten mit milden Verlaufsformen kommen relativ haufig
vor. Die Diagnosesicherung erfolgt durch Enzymaktivitdtsbestim-
mungen in Erythrocyten. Die Identifizierung der im GALT-Gen vor-
liegenden Mutationen ist méglich und wird sich zunehmend
durchsetzen. Trotz streng Galactose-freier Erndhrung treten Spét-
schaden in Form von neurologischen Symptomen und Intelli-
genzminderung auf.

Die Erkennung residueller Leukamiezellen
mit Hilfe der DurchfluRzytometrie.

B. Wérmann, F. Griesinger, S. Toepker, S. K6nemann

D. Grove, Th. Biichner, W. Hiddemann, L. W. M. M. Terstappen
Zentrum Innere Medizin, Abt. Himatologie/Onkologie,
Georg-August-Universitat, 3400 Gottingen

Fortschritte in der automatisierten, durchfluBzytometrischen Ana-
lyse, in der Entwicklung neuer Fluoreszenzkonjugate und eine
bessere Kenntnis des Antigenprofils normaler und leukdmischer
Vorlauferzellen haben die Sensitivitat der Multiparameter-lmmun-
phénotypisierung fiir die Entdeckung residueller Leukdmiezellen
erhoht. Leukamische Blasten bei Patienten mit akuter myeloischer
(AML) und bei akuter lymphatischer (ALL) werden aufgrund ihrer
Ahnlichkeit mit normalen hamatopoetischen Progenitorzellen
klassifiziert. Bei 75 bis 95% von Patienten mit neu diagnostizierter
akuter Leukdmie kann zusatzlich aufgrund ,,aberranter” oder ,,un-
gewdhnlicher” Expression von Oberflaichenantigenen eine Diskri-
minierung der leukdmischen von normal hdmatopoetischen Pro-
genitorzellen durchgefiihrt werden. Bei Diagnosestellung wird
das Antigenprofil mit Hilfe der Zwei- oder Dreifarbenanalyse in
multiplen Kombinationen analysiert. Es wird dann fiir ein Monito-
ring eine informative Antikérperkombination festgelegt. Durch
Mischexperimente von leukdmischen und normalen Knochen-
markszellen wurde die optimale Sensitivitat dieser Methode bei

1x10-2 Zellen festgelegt. In prospektiven Studien wird zur Zeit der -

Wert dieser Methode fiir die Erkennung von ,,minimal residual
disease” getestet. Die klinischen Daten bei AML-Patienten zeigen,
daR Patienten mit residualen myeloischen Blasten in kompletter
Remission nach Induktionstherapie ein hohes Rezidivrisiko ha-
ben. Damit er6ffnet sich die potentielle Strategie einer stratifizier-
ten, intensivierten Postremissionstherapie fiir Patienten mit aku-
ter Leukamie.
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Multi-layered slide immunorate assay
for the measurement of C-Reactive Protein

A Wu
Eastman Kodak Company, Clinical Diagnostics Division,
Rochester, NY, 14650, USA

We have developed a sandwich-type enzyme immunoassay for
the measurement of C-Reactive Protein (CRP) in human serum
using a thin-film multi-layered slide consisting of a transparent
plastic support layer, a reagent layer, and a porous reflective
spreading layer. The spreading layer contains a monocional anti-
CRP antibody (MAb) labeled with horseradish peroxidase (HRP)
and a derivative of phosphorylcholine (PC) covalently bound to
the surface of polystyrene polymer beads. The assay was conduc-
ted by applying 10 ul of undiluted ‘patient serum to the slide and
incubating at 37°C for 5 minutes to allow the sandwich to form.
Ten pl of wash fluid containing hydrogen peroxidase was applied
to the slide to remove excess MAb-HRP conjugate from the obser-
vation area. The amount of formed PC-CRP-MAb-HRP sandwich
was determined by measuring the rate of formation of oxidized
leuco dye in the observation area of the slide using a high-pre-
cision reflectometer on the KODAK EKTACHEM 250 Analyzer. The
results of comparison studies using clinical samples assayed for
CRP showed a correlation to the Behring nephelometric method
of r=0.97 (slope = 0.93, intercept = 4.3 mg/l). Within-run impre-
cision was 5% at 150 mg/l and 7% at 20 mg/l. The assay demon-
strated no'interferences from rheumatoid factor, hemoglobin, and
bilirubin. There was no hook effect up to 500 mg/l CRP.

We conclude that the multi-layered slide assay offers the labora-
tory state-of-the art performance in a convenient and random-
access format, and supports broader clinical utilization of this im-
portant analyte.

Tandem®-R Ostase™:

A new immunoradiometric assay (IRMA)
for the quantitative measurement

of skeletal alkaline phosphatase

M.-J. Yerna, C. Darte, M. Meyér, T. Scheel*
Hybritech Europe S.A., Liége, Belgium
* Hybritech GmbH, KéIn, Germany

The measurement of serum total alkaline phosphatase (ALP) has
been popular in clinical practice for over 50 years. However, a
problem inherent in the interpretation of ALP results is the lack of
specificity because of the combined activities of isoenzymes from
bone, liver and intestine. Measurement of skeletal isoenzyme of
ALP (Skeletal ALP) can be achieved by various electrophoretic
techniques and lectin binding separations of the ALP isoenzymes.
However, these methods are labor intensive and the results tend
to be semi-quantitative. Retently, Hybritech Inc., San Diego, Ca,
USA, ‘has introduced a two-site immunoradiometric assay (IRMA)
for the quantitative measurement of skeletal alkaline phospha-
tase. The assay used two monoclonal antibodies, requires 0.1 ml
of serum and is very reproducible with intraassay CV's of 7% and
inter-assay/inter-component CV's of 8%. Dilution of elevated
patient samples gave linear responses with recoveries generally
in the range of 90-110%. The assay calibration is based on mass
units (ug/l) and was established using antigen purified to hom-
ogeneity from a human osteosarcoma cell line. The assay exhibits
a dynamic range to 120 pg/l with a minimum detectable concen-
tration of 2 ug/l. The mean and SD of 478 samples obtained from
apparently healthy adults was 11.8 pg/l + 4.3. Skeletal ALP in
serum is very stable with no loss of immunoreactivity after short-
term room temperature of refrigeration storage or long-term
frozen storage. Multiple freeze/thaw cycles were also without ef-
fect. Specificity studies showed that the assay demonstrated a
seven-fold preference for detecting bone ALP over the liver isoen-



zyme in serum. We conclude that the Tandem®-R Ostase™ assay
demonstrates reliable and reproducible performance character-
istics important for use in clinical evaluations.

Enzymatische Phenylalaninbestimmung
im Vollblut getrocknet auf Filterpapier
als Suchtest auf Phenylketonurie

S. Zabransky
Screeninglabor der Universitétskliniken des Saarlandes,
Kinder- und Jugendmedizin, Homberg/Saar

Methode/Untersuchungsgut: Wir bestimmten mit dem Testkit
Quantase Phenylalanine (Porton Cambridge, London), einer enzy-
matischen Methode, parallel zum herkémmlichen Guthrie-Test
3000 Proben (Vollblut getrocknet auf Filterpapier) von Neugebore-
nen im Alter von 4-6 Tagen. Ansatz: Im Durchmesser 4,5 mm
groBe Filterpapierplattchen mit getrocknetem Blut werden 30’ mit
Trichloressigsdure zur EnteiweiBung bei RT geschuttelt. 40 ul des
Eluats werden mit 100 ul Enzymreagenz inkubiert (30’, RT), an-
schlieBend wird Farbreagenz (100 pl) dazugegeben und nach 2’
die optische Dichte bei 570 nm gemessen. Der VK liegt im kriti-
schen Bereich von 2,3 mg/dl Phe unter 10%, die Intraassayvarianz
bei 5%.

Ergebnisse: Mittelwert 2,04 mg/d! Phe (SD 0,65). Bei einem Cut off
von 4 mg/dl betrug die Riickrufrate nur 0,03%. Eine Probe enthielt
16 mg/dl. Bei diesem Kind konnte eine PKU nachgewiesen wer-
den.

SchluBfolgerung: Die enzymatische Bestimmung mit dem Quan-
tase-Kit ermdglicht eine scharfe Trennung des Normbereichs von
auffalligen Werten. Die Daten kdnnen im Gegensatz zum biologi-
schen Guthrie-Test vom Reader direkt in den PC transferiert und
weiterverarbeitet werden. Die Ergebnisse liegen noch am glei-
chen Tag vor. Antibiotika beeinflussen das Ergebnis nicht.

Die Bedeutung der quantitativen,
immunturbidimetrischen Myoglobin-
Bestimmung fiir die Herzinfarkt Diagnostik
im Notfall-Labor

H. D. Zuchhold, B. Briicher, G. Hafner, J. Lotz, W. Prellwitz
Institut fiir Klinische Chemie und Labormedizin,
Universitétsklinik Mainz

Die Agglutinationsreaktion zwischen Myoglobin und polyklonalen
Anti-Myoglobin-Antikérpern (Turbiquant Myoglobin) wird im
Behring Turbitimer mit einem VK von Tag zu Tag 8% durchge-
fuhrt. Die Intraassay-Prazision liegt konzentrationsabhéngig zwi-
schen 1,2 und 5,6%. e

Die Bestimmung liefert innerhalb von drei Minuten quantitative
Myoglobin Werte im linearen Bereich von 60-1000 pg/l. Der Refe-
renzbereich von' < 80 ug/l wird {berschritten bei einer Schadi-
gung der quergestreiften Muskulatur (Skelett- und Herzmuskel).
Auf Grund des niedrigen Molekulargewichtes (MG 17000) wird
Myoglobin bei Muskelnekrosen wie Myopathien und Herzinfarkt
rasch in die Blutbahn freigesetzt. Es erreicht deutlich friiher als
die entsprechenden Enzym-Aktivitaten CK und CK-MB schon nach
ein bis zwei Stunden pathologische Werte.. Purch die kurze Halb-
wertszeit von 20 Minuten kehrt es auch frither als die Enzyme
(z. B. CK-MB HWZ 12,5 Stunden) wieder in den Referenzbereich
zuriick.

Bei engmaschiger Verlaufskontrolle werden Mikroperfusions Ef-
fekte wie das Stakkatophanomen bei konservativer Therapie des
Myokardinfarktes sichtbar. Auch ein perioperativer Infarkt bei

Herzchirurgie kann mit der Myoglobin-Bestimmung nachgewie-
sen werden.

Myoglobin ist diagnostisch im Notfall-Labor auch nutzbar bei
nicht-infarktbedingten Erhéhungen der Myoglobinkonzentration
wie z. B. maligner Hyperthermie und Rhabdomyolyse.

Catelyzer, ein FlieR-Injektions-System
zur Bestimmung von Katecholaminen

Andreas Zucker, Walter Oberrauch, Brigitte Gallert
Bio-Rad Laboratories GmbH, HeidemannstraBBe 164,
8000 Miinchen 45

Die Bestimmung der Katecholamine im Urin ist ein wichtiger Pa-
rameter fir die Diagnostik von Tumoren des sympathoadrener-
gen Systems.

Kommerziell verfligbare Methoden sind oft sehr arbeitsaufwen-
dig oder erfordern eine spezielle Gerateausstattung, z. B. HPLC
oder Fluorometer. Aufbauend auf den Untersuchungen iiber che-
mische Reaktionsdetektoren von Dr. Neidhart hat Bio-Rad ein
preiswertes FlieR-Injektions-System (Catelyzer) zur Analyse der
Katecholamine im Urin entwickelt.

Der Catalyzer ist ein platzsparendes und intelligentes Analysenge-
rat. Alle Arbeitsschritte werden computergesteuert vollautoma-
tisch durchgefiihrt. Die quantitative Bestimmung der Katechol-
amine erfolgt fluorometrisch nach deren Umsetzung zum Trihy-
droxyindol (1). Adrenalin und Noradrenalin werden hierbei ge-
meinsam erfaRt. Zur Kalibrierung wird eine L6sung von Noradre-
nalin und Adrenalin im Verhaltnis 4: 1, entsprechend ihrem natiir-
lichen Verhaltnis zueinander, verwendet.

Die einfache Probenvorbereitung beinhaltet nur einen Reini-
gungsschritt (ber eine lonenaustauschersaule. Die kinderleichte
Bedienung des Catelyzers schlief3t jegliche Fehlerquellen aus.
Aufwendige Auswertungen uUber Eichreihen entfallen, die MefR3-
wertausgabe kann {ber einen externen Drucker oder als Anzeige
auf dem Display erfolgen. Eine serielle Schnittstelle erméglicht
die Integration des Catelyzers in bestehende Labordatensysteme.
Jeder durchlaufene Arbeitsschritt wird auf dem Display ange-
zeigt.

Neben der kurzen Analysenzeit besticht der Catelyzer durch seine
Zuverlassigkeit und stellt eine preiswerte Alternative zu bestehen-
den Systemen oder manuellen Tests dar.

Schrifttum:
1. Lund, A. Method. Acta. Pharmacol. Toxicol. 5, 231-247 (1949).

Hydroxyprolin, ein Kit zur Routinediagnose
von Osteoporose

Andreas Zucker, Sigrun Meier
Bio-Rad Laboratories GmbH, HeidemannstralBe 164

Angesichts der stetig steigenden Lebenserwartung der Bevolke-
rung riicken altersbedingte Krankheiten immer mehr in den Mit-
telpunkt des Interesses. Nach heutigen Erkenntnissen entwickelt
jede vierte Frau ab dem 60. Lebensjahr das Krankheitsbild der
Osteoporose. Als geeignete biochemische Parameter zur Mes-
sung dieses Knochenabbaus kommen insbesondere 3 Molekiile
in Frage: das Hydroxylysin, die Crosslinker und das Hydroxypro-
lin.

Da ein Testkit fir die tagliche Laborroutine besondere Anforde-
‘rungen hinsichtlich komfortabler Durchfiihrbarkeit, préziser Aus-
sage und Preis stellt, bieten die chemischen Eigenschaften des
Hydroxyprolin die besten Ansatzpunkte. o
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In einem neuartigen patentierten Verfahren werden, schon in der
Probenvorbereitung, mégliche Stérsubstanzen kovalent aus dem
Urin entfernt. Die quantitative Bestimmung des Hydroxyprolin er-
folgt isokratisch iber Reversed Phase Chromatographie mit UV-
Detektion. Die Mitfiihrung eines internen Standards garantiert
eine sichere quantitative Auswertung.

Der Test weist einen VK von 3% im Intraassay und 5% im Inter-
assay auf. Er ist linear im Bereich von 35-1200 uMol/l und erreicht
eine analytische Wiederfindung von 93-97%.

Das Testergebnis kann, durch den kurzen Zeitaufwand fiir Proben-
vorbereitung und Chromatographie, schon am Tag des Eingangs
der Patientenprobe vorliegen.

Diese Testmerkmale und die Mdglichkeit der Bestimmung aus
Urin prédestinieren das Hydroxyprolin sowohl als Parameter fir
die Bestimmung des geeigneten Startpunkts einer medikamento-
sen Therapie als auch fiir ein Monitoring der Osteoporose.

Schrifttum:

Epstein, S. Endocrine Reviews, 9, 437-444 (1988).
Kraenzlin, M. PA.F,, 11, 175-200 (1990).

Nach Redaktionsschlu® eingegangen:

Monozytensubpopulationen
in der Risikodiagnostik der Arteriosklerose

G. Schmitz, G. Rohte, E. Kovacs
Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
Klinikum der Universitat Regensburg

Monozyten und Makrophagen sind an der Entwicklung der Arte-
riosklerose sowohl! durch ihre Rolle im inflammatorischen Prozef
als auch durch ihre Rolle im Lipid- und Lipoprotein-Metabolismus
der GefalBwand beteiligt. Bis heute ist es unklar, ob die verstarke
Adhasion und Auswanderung von Monozyten aus dem Plasma-
kompartiment in den subendothelialen Raum bei Arteriosklerose
Folge der Aktivierung aller Blutmonozyten durch atherogene Li-
poproteine ist oder auf der spezifischen Rekrution von Monozy-
tensubpopulationen mit besonderen funktionellen Charakteristika
beruht. Wir untersuchten mit der DurchfluBzytometrie die Expres-
sion von Aktivierungs- und Differenzierungsmarkern (CD 14,
CD 16, CD 4, HLA-DR), Komplement-regulatorischen Proteinen
(CD 35, CD 46, CD 55, CD 59) und Adhasionsmolekilen (CD 11a,
CD 11b, CD 18, CD 48) auf Monozyten des peripheren Bluts von
hypercholesterinamischen Patienten mit und ohne LDL-Rezeptor-
Defizienz (familidarer Hypercholesterinamie, FH) und einem Patien-
ten mit einer isolierten Erh6hung von Lp(a) und friihen Myokard-
infarkten. Eine reduzierte Expression von Differenzierungsantige-
nen und Adhasionsmolekilen fiir endotheliale Liganden wurde
hierbei bei Patienten mit FH, vermutlich als Zeichen einer Deple-
tion aktivierter Monozyten aus der Zirkulation, gefunden. Hyper-
cholesterindmische Patienten mit einem normalen LDL-Rezeptor-
Status zeigten dagegen eine gesteigerte Expression von Differen-
zierungsantigenen und Adhasionsmolekiilen im Vergleich zu ge-
sunden Kontrollprobanden. Auf eine selektive Depletion reifer
Monozyten bei Arteriosklerose deutete auch die Reduktion der
CD 14+/CD 16+/CD 64-Subpopulation von ,,Praimakrophagen” hin.
Die GréRe dieser Population normalisierte sich unter serieller
LDL-Apherese bei homozygoten FH-Patienten als Zeichen des

Therapieerfolgs. Auf die entziindliche Komponente der Monozy-

tenaktivierung bei Arteriosklerose deuteten die Ergebnisse der se-
riellen Untersuchung eines Patienten unter therapeutischer Lp(a)-
Immunadsorption hin. Ein initial 2,8fach erhéhter spontaner oxi-
dativer Burst von Blutmonozyten normalisierte sich mit einer Ver-
zégerung von 4 Tagen in drei Zyklen der Immunadsorption. Auch
in vitro induzierte das vom Patienten gewonnene Lp(a) eine Erhé-
hung des oxidativen Bursts von Monozyten gesunder Kontroll-
spender. Zusammenfassend deuten unsere Ergebnisse darauf
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hin, da3 der Differenzierungsstatus und die Funktionseigenschaf-
ten zirkulierender Monozyten und ihrer Subpopulationen sensitive
Parameter fiir die Analyse eines gesteigerten Risikos fiir Arterio-
sklerose sowie einer therapeutischen Beeinflussurig darstellen.

Routinediagnostik
der Hepatitis B Virus DNA

Stefanie Kéhler, Sibylle Berner, Rudolf Seibl, Riidiger Riiger,
Werner Kraus, Christoph Kessler, Gerhard Bienhaus,

Cornelia Kruse

Boehringer Mannheim GmbH, BahnhofstraBe 9-15, 8132 Tutzing

Methoden zum Nachweis von Nukleinsaduren sind in der Diagno-
stik viraler Infektionen zu wertvollen Hilfsmitteln geworden.

Durch die Verfiigbarkeit von Amplifikationstechniken wurde die
Sensitivitat von Nukleinsauretests erheblich erhoht. Erst dadurch
wurde der Nachweis von 1-10 spezifischen Nukleinsduretargets
pro Testansatz maglich. Fir die eigentliche Amplifikationsreaktion
ist ein Zeitaufwand von 1-3 h nétig. Die Praparation und Extrak-
tion der Proben sowie die Nachweisreaktion der amplifizierten
Proben mittels Gelanalyse und Blotting-Verfahren kann bis zu 2
Tage dauern und erlaubt daher nur einen Durchsatz von wenigen
Proben.

. Wir beschreiben eine Methode fiir den Nachweis von Hepatitis B

Virus DNA im Serum mit einem homogenen Probenaufschiuf}
und einer Nachweisreaktion, die auf dem ELISA-Prinzip aufbaut.

Die automatisierten Reaktionsschritte:

a) Hybridisierung der denaturierten Digoxigenin-markierten DNA
mit einer biotinylierten Fangsonde.

b) Bound free-Trennung auf Streptadvidin Festphase.

c) Bindung von Peroxidase-markierten Anti-Digoxigeninantikor-
pern.

d) Quantitativer Nachweis anhand der Farbentwicklung mittels
ES-Substrat.

Die MeRzeit betragt bei 37°C Inkubationstemperatur 3 h. Bei Ver-
wendung eines Boehringer Mannheim ES 300/ES 700 Gerates
kdénnen pro Tag wahrend zwei Gerateldufen maximal 300 Proben
aufgearbeitet werden.

Laboratoriumsdiagnostik
der friihzeitigen Nierenfunktionsstérungen
bei Diabetes mellitus

V. Menschikov, D. Okunev, K. Golov, M. Schestakova, N. Neverov
Moskauer Medizinische Akademie, Russland

Es wird die Enzymurie, B,-Mikroglobulinexkretion mit dem Urin
und die Nierenreserve bei Patienten mit Diabetes mellitus gepriift.
Das Patientenkollektiv bestand aus 96 Kranken mit klinisch dia-
gnostiziertem Diabetes mellitus. Je nach den Nierenschadigun-

- gen wurden 16 Personen mit Proteinurie in die erste Untergruppe

und 50 Personen ohne Proteinurie in die zweite Untergruppe ein-
geteilt. Die Kontroligruppe bestand aus 30 Gesunden. Es wird die
Nierenbiopsie bei 10 Patienten mit Diabetes mellitus (ohne Pro-
teinurie) geprift.

Es wurde die Aktivitatssteigerung von Gammaglutamyitransfe-
rase, alkalische Phosphatase, Laktatdehydrogenase (LDH), B-Glu-
kuronidase (BGRS), N-Acetyl-B-D-glukosaminidase (NAG) und
Cholinesterase im Urin bei Patienten mit Diabetes mellitus festge-
stellt. Diese werden besonders intensiv bei Proteinurie. Zwischen
Enzymurie und dem Bestehen einer Nierenschadigung ergab sich
eine Korrelation. Ebenso konnte eine Korrelation zwischen
Enzymurie, Nierenreserve oder Nierenbiopsieuntersuchung fest-
gestelit werden. Es wurde die Hyperenzymurie von LDH, BGRS
und NAG bei Patienten ohne klinisch-chemische Merkmale von
Nephropathie festgestellt, welche als friihzeitiges Kennzeichen
einer Tubulusepithelschadigung angesehen wurde.



Hinweise fiir Autoren zur Abfassung von Manuskripten (ab 1.1.1993)

Die Zeitschrift LABORATORIUMSMEDIZIN erscheint 11mal
jahrlich, flr die Monate Juli/August als Doppelheft.

Verdffentlicht werden Originalarbeiten, Ubersichtsreferate und
Kurzmitteilungen auf dem Gebiet der Laboratoriumsmedizin
(Klinische Chemie, Bakteriologie-Serologie, Immunologie,
Hamatologie, Hamostaseologie, Zytologie, Zytogenetik) in
deutscher und englischer Sprache.

Manuskript in Schriftform und wenn méglich auf Diskette
einsenden.

Annahmebedingungen fiir Originalarbeiten

1. Die wissenschaftlichen Ergebnisse diirfen noch nicht ver-
offentlicht sein, die Autoren miissen das Urheberrecht be-
sitzen.

2. Umfang des Manuskriptes bis zu 20 Schreibmaschinen-
seiten inklusive Literatur, Abbildungen und Tabellen.

3. Gliederung in:

Titel (deutsch und englisch),

Zusammenfassung (deutsch und englisch),
Schliisselworter (deutsch und englisch),

Einleitung, Material und Methoden, Ergebnisse, Diskus-
sion, Literatur.

Der Ergebnisteil muR auch die Interpretation der Ergebnisse
beinhalten. In der Diskussion sollen die Ergebnisse kritisch
zu den Arbeiten anderer Arbeitsgruppen gleicher For-
schungsrichtung beurteilt werden, ferner soll ein Bezug zur
klinischen Anwendung hergestellt werden.

4. Arbeiten, die einen direkten Beitrag zu aktuellen Fragestel-
lungen der Laboratoriumsmedizin liefern, werden bevor-
zugt angenommen und schneller veroffentlicht.

Annahmebedingungen fiir Ubersichtsreferate

1. Das Thema muR aktuell sein und auer Arzte fiir Laborato-
riumsmedizin und Naturwissenschaftler im medizinischen
Labor mindestens eine weitere Gruppe von Facharzten und
Allgemeindrzten ansprechen.

2. Umfang des Manuskriptes bis zu 20 Schreibmaschinensei-
ten inklusive Literatur, Abbildungen und Tabellen.

3. Die Gestaltung ist frei, zwingend sind jedoch: Titel
(deutsch und englisch), Zusammenfassung (deutsch und
englisch), Schiisselworter (deutsch und englisch) sowie
die Gliederung in Einleitung, Methoden, Ergebnisse, Dis-
kussion und Literatur.

Annahmebedingungen fiir Kurzreferate

1. Vorwiegend methodische oder klinisch-diagnostische Ar-
beiten sowie Erfahrungen oder Hinweise zur Praxis oder
Fortbildung auf dem Gebiete der Laboratoriumsmedizin
werden angenommen.

2. Umfang des Manuskriptes bis zu 4 Schreibmaschinensei-
ten.

3. Gestaltung wie Originalarbeiten.

4. Veroffentlichung gewohnlich innerhalb von 2 Monaten
nach Annahmedatum.

Gestaltung der Manuskripte

1. Seite: Titel des Beitrages in deutsch und englisch, abgekiirz-
ter Vorname und Nachname der Autoren (bei Frauen ausge-
schriebener Vorname), Klinik, Institut.

2. Seite: Zusammenfassung, Schliisselworter in deutsch und
englisch.

Letzte Seite: Literaturverzeichnis und Autorenanschriften.

Literaturzitation:

Die Literaturzitate werden in folgender Reihenfolge numeriert,
also nicht alphabetisch. Die Literaturstellen werden durch
Name, Vorname, Erscheinungsjahr, Titel der Arbeit, Zeitschrif-
tenname, Band-Nummer und Seite in dieser Reihenfolge ge-
kennzeichnet.

Beispiel Originalarbeit: Thomas, L. (1990): Quantitative
immunchemische Plasmaproteinbestimmung mittels Nephe-
lometrie und Turbidimetrie. Lab.med. 74, 313 —320.
Beispiel Biicher: Felgenhauer, K. (1992) Liquordiagnostik.
In: Labor und Diagnose — Indikation und Bewertung von
Laborbefunden fiir die medizinische Diagnostik (Thomas, L.,
ed.). Die Medizinische Verlagsgesellschaft Marburg, Ger-
many. pp. 1715—1740.

Am Ende des Manuskriptes sollen aufgefiihrt werden: Ausge-
schriebene Vor- und Nachnamen sowie Anschriften aller
Autoren, und zwar zuerst der Name jenes Autors, bei dem
Sonderdrucke angefordert werden kénnen.

Abbildungen, Tabellen und Diagramme: Die Abbildungen sol-
len reproduktionsreif sein. Fiir Originale Gibernimmt der Verlag
keine Haftung. Symbole, Einheiten, Buchstaben und Zahlen
miissen in Rundschrift und so groR gezeichnet werden, daf
sie auch nach der Verkieinerung gut lesbar sind.

Die Legenden zu den Abbildungen und Tabellen sollen auf
einem gesonderten Blatt sein. Abbildungen missen auf der
Riickseite die Nummer der Abbildung, den Namen des ersten
Autors und die gewiinschte Position im Text tragen.

Anzahl der einzusendenden Manuskripte: 3 Ausdrucke.
Schreibweise: malgebend ist der Duden.

Begutachtung

Der verantwortliche Schriftleiter entscheidet iiber die An-
nahme nach Einholung von 2 sachverstandigen Gutachten.
Die Gutachter bleiben gegeniiber den Autoren anonym und
beurteilen unabhéngig. Die Autoren erhalten eine Kopie der
Gutachten und spéatestens 2 Monate nach Eingang des Manu-
skriptes die Entscheidung Gber Annahme oder Ablehnung so-
wie einen vorlaufigen Termin der Ver6ffentlichung.

Korrekturen

Dem federflihrenden Autor werden die Umbruchseiten zur
Korrektur Ubersandt. Er hat dafir Sorge zu tragen, daR auch
im Falle seiner Abwesenheit die korrigierten Seiten innerhalb
von maximal 2 Wochen dem Verlag zuriickgesandt werden. In
den Druckfahnen soll nurin Ausnahmefallen und bei eindeuti-
gen Fehlern, deren Korrektur Ubersehen wurde, berichtigt
werden. Deshalb darf jedes Manuskript erst nach sorgfaltiger
Priifung aller Gesichtspunkte zur endgultigen Fassung der
Schriftleitung eingereicht werden. Nachtragliche Textande-
rungen diirfen 2 Prozent des Textes nicht tiberschreiten.

Veroffentlichung

Zielsetzung ist es, jede Arbeit innerhalb von 6 Monaten nach
Eingang zu verdffentlichen. Der einsendende Autor erhalt
nach Veroffentlichung ein Belegheft sowie 50 Sonderdrucke.

Einsendung: Original und 2 Kopien, wenn méglich auch
Diskette, an:

Schriftleitung Wissenschaft und Fortbildung
der Zeitschrift LABORATORIUMSMEDIZIN
Prof. Dr. L. Thomas, Kirschbaumweg 8, D-6000 Frankfurt 90.
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««  eine dhnliche Provokation

wie die satanischen Verse °’
(L’Express)

Petr Skrabanek
James McCormick

Torheiten
und Trugschliisse
in der Medizin

ISBN 3-87409-060-4, 164 Seiten, Fadenheftung, 39;80 DM
(kongenial iibersetzt von |

Dres. Chantelau, Cleveland, Sawicki und Richter, .
alle Med. Klinik der Heinrich-Heine-Universitit, Diisseldoif) — L. =
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Endlich auch in Deutschland:

“Torheiten und Trugschliisse in der Medizin” attackiert die Selbstgefilligkeit des zeitgends-
sischen drztlichen Denkens und fordert eine rationale Bestandsaufnahme etablierter medi-
zinischer Praktiken.Die Autoren empfehlen Skepsis gegeniiber Diagnosen, Behandlungen
und Heilmethoden und setzen sich mit angelsichsischem, bisweilen triefend schwarzem
Humor mit “Absurdititen und Modeerscheinungen” des Medizinbetriebes auseinander -
vom Placebo iiber Hom&opathie und Akupunktur bis zur Privention: “Das Buch ist wichtig
fiir alle, die besser verstehen wollen, was Medizin ist und was nicht” (New England Journal of
Medicine zur britischen Originalausgabe).

Verlag Kirchheim, Postfach 25 24, 6500 Mainz
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