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Zusammenfassung:

¥ Die TPTZ-Citrat-Methode ftir die Eisenbestimmung im Serum bzw. Plasma zeichnet sich durch verschiedene
Vorteile gegeniiber anderen handelsiiblichen Methoden aus.

1. Der Eisennachweis wird nur zu 2% durch Kupfer falsch-positiv gestort.

| 2. Die Farbreaktion erfolgt in Citratpuffer bei einem pH von 2,1 bis 2,5. Dieses Milieu ist glinstig fir die
, Freisetzung von Eisen aus der Transferrinbindung und gleichzeitig optimal fir die Farbentwicklung. Es
: verhindert in der Regel Proteinprazipitation, so da8 ohne EnteiweiBung gemessen werden kann. Die Freiset-
zung von Eisen aus Himoglobin wird minimiert. Die Automation dieses Eisentests ist unproblematisch.

¥ 3. Die TPTZ-Citrat-Methode ist kostenginstig im Vergleich zu handelsiblichen Tests. Auf Reagenzienbasis
j reduziert sich der Preis pro Analyse auf '/, bis ;0.

. Schlisselworter:

Eisenbestimmung — Tripyridyltriazin (TPTZ) — Citrat

- Summary:
g - This method for iron estimation deserves special attention.

1. The specificity for iron is high. The influence of coppér is appm)}imately 2% only in comparison to methods
using ferrozine (up to 15%). Hemoglobin-iron does not disturb the measurement of plasma or serum iron.

2. The reaction is performed in citrate buffer at a pH from 2.1 to 2.5. This pH is optimal for the liberation of
iron from transferrin. At this pH with serum, no precipitation occurs. Thus, a direct photometry is possible
without previous protein precipitation. Since this pH is also optimal for colour development, the complete
reaction can be accomplished in one step and automation of analysis can easily be performed.

s 3. This test can be performed at low cost. Compared to commercial tests, the price can be reduced between
Ve and ',
a 10

Keywords:

Iron estimation — Tripyridyltriazin (TPTZ) — citrate

e me -

mal aufeinander abgestimmt sein. Wichtige EinfluRgro-
Ren: auf die Bestimmung von Eisen im Serum sollen kurz
erortert werden.

| '§ Einleitung

In den letzten Jahren wurden verschiedene Chromogene,
meistens Phenanthrolin-Derivate, fir die Eisenbestim-

mung im Serum untersucht und angeboten (1 —4). Eine
Methode mit eindeutigen Vorteilen hat sich nicht finden
lassen. Wir haben diese Problematik erneut aufgegriffen
und untersucht, weil taglich immer wieder einzelne Er-
gebnisse der Eisenbestimmung mit dem Krankheitsbild
des Patienten nicht Gibereinstimmten (5).

Die Eisenanalytik in Serum bzw. Plasma ist vielschichtig -

und kompliziert. Nicht nur die Spezifitat der Farbbildung,
sondern auch die Freisetzung von Eisen aus verschiede-
nen Verbindungen mit Proteinen und Chelatbildnern geht
in die Analyse mit ein. Daher missen alle chemisch-ana-
lytischen Teilschritte der gesamten Reaktionskette opti-
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Die Freisetzung von Eisen aus der Transferrinbindung ~

wird mit Mineralsduren sicher erreicht (6, 7), wahrend die

Transferrin-Eisen-Bindung im alkalischen Milieu stabil ist -

(8). Unklar blieb bisher die Starke der Saure. Saurebe-
handlung mit pH-Werten < 2 hat Nachteile, weil Triibung
und/oder Pigmentbildung auftritt und die Farbbildung
geliemmt wird (1). Die vollstindige Freisetzung von
Eisen aus der Transferrinbinding ohne den Einsatz mine-
ralischer Sauren ist ein KompromiB. Sie.soll durch geeig-
netes Chromogen, durch chaotrope Reagenzien (9, 10),
durch Reduktionsmittel und/oder Detergentien unter-
stiitzt werden (1, 11, 12). Detergentien vermindern auch
Triibung durch Lipide und Protein.(13).
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| Eisen kann unter bestimmten Umsténden aus Hamoglo-

bin freigesetzt werden, wodurch falsch-positive Ergeb-

nisse erhalten werden (3, 11, 14). Im alkalischen Milieu
-~ wird Eisen aus Hamoglobin leichter gelést (3). Aus die-
| sem Grunde scheidet eine Eisenbestimmung im alkali-

schen Milieu aus (1, 3).

Eisen im Serum kann auch an andere Proteine als Trans-
ferrin gebunden sein (15—17). Schwermetalle und Che-
latbildner (z.B. EDTA) stdren die Freisetzung von Eisen
(16). Das wird vereinzelt bei Patientenproben stérend
deutlich. ) :

Die Farbbildung aus Chromogen und Eisen ist vom pH,
der lonenkonzentration, der Art des Puffers u.a. abhangig.
In bezug auf die Spezifitat und Empfindlichkeit des Eisen-
nachweises mull das Milieu optimal sein. Bei direkten
Verfahren muRR dieses Milieu gleichzeitig auch fiir die
Freisetzung von Eisen optimal sein (1—4).

Kupferionen reagieren mit den Chromogenen in unter-
schiedlichem MaRe. Absolut Eisen-spezifische Chromo-
gene sind nicht bekannt (6, 13, 18, 19). Im allgemeinen
wird diesem Punkt zu wenig Beachtung geschenkt. In
einigen Methoden wird Kupfer chemisch eliminiert, je-
doch nicht volistandig (3, 13, 19, 20). Ferrozin sollte
aus diesem Grund fir direkte Methoden nicht verwendet
werden. )

Protein-Prazipitate, die die Photometrie stéren, werden
durch EnteiweiRen oder bei continuous-flow-Systemen
durch Dialyse vermieden (1, 10, 21). Enteiweilen hat
aber auch Nachteile: Eisen kann co-prazipitieren, bei der
Dialyse kann der Gibbs-Donnan-Effekt zu falsch niedri-
gen Resultaten filhren. Bei sehr niedrigen pH-Werten
kann Eisen aus Hamoglobin gelost werden sowie Pig-
ment und Triibung entstehen (6, 20, 21).

TPTZ-Reagent RED/RED 482 pi/min

Methodisch ist es nicht méglich, alle Vorteile zu nutzen
und alle Nachteile zu vermeiden, welcher Farbstoff auch
zum Einsatz gelangt. Man wird einen Kompromi® schiie-
Ben missen. Die Auswahl sollte auch praktische Ge-
sichtspunkte beriicksichtigen.

Wir haben Tripyridyltriazin als Chromogen in Verbindung
mit Citratpuffer und Ascorbinséure eingesetzt. Es handelt
sich um ein Chromogen, das schon lange dem Nachweis
von Eisen dient (1, 4). In Verbindung mit Citratpuffer
werden Nachteile vermieden, die bisher seinem Einsatz in
der Routine im Wege standen. TPTZ ist nur unwesentlich
geringer empfindlich fir Eisen als Ferrozin. Diese Me-
thode wurde kiirzlich neu bearbeitet (5).

Material und Methoden

Probenmaterial

Seren bzw. Heparin-Plasmen wurden vom gleichen Tage
verwendet. ’

Fiir die Methodenvergleiche wurden drei Kollektive zu-
sammengestellt. Kollektiv A sind wahllos aus der klini-
schen Routine herausgegriffene Proben. Kollektiv B sind
Proben, die mindestens einen deutlich pathologischen,
biochemischen Parameter enthielten (Bilirubin, Kreatinin,

‘Harnstoff, Glukose, GOT, Cholesterin). Kollektiv C be-

steht aus Proben mit einem Eisengehalt < 50 pg/dl.

Die Kollektive fir die Normbereiche bestanden aus Pa-
tienten der Poliklinik, die klinisch und biochemisch keinen
krankhaften Befund aufwiesen.

Hamoglobin wurde nach osmotischer Lyse der Erythrozy-
ten gewonnen und einigen Proben beigemischt.

o— o—] R _
Air ORN/BLU PN178-G196-06 FLOWCELL
—_0— v, A (50_ turns) PN178-8724-02
Direct Sample o ORN/GAN 74 ul/min s | 0,5x10 mm |
e -
600
ASSAY (A) PN178-b482-03 nm
PN178-G215-01
To Waste <
Assay + Blanc >
. PN178-4281-01
Blank-Reagent RED/RED 482 ul/min 1
-O—— o—j R
; PN178-G196-06 FLOWCELL
Air o CRN/BLY —_—— A (50 turns) PN178-B724-02
Direct Sample ~ ORN/GRN 74 pl/min . 0,5x10 mm
PN178-8482-03 . 600 nm

BLANK (B)

Abb.1: FlieBdiagramm fiir die TPTZ-Citrat-Eisenmethode am SMAC Il (TECHNICON). Abkdrzungen und Einzelheiten nach Vorschrift

des Herstellers
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Tab. 1: Programmvorschlag fir die TPTZ-Citrat-Eisenmethods
am RA-1000 (TECHNICON). Abkirzungen und Einzelheiten
() nach Vorschnlt des Hersrel/ers

Programm.

MTH NR. )

NAME 31 EISEN
TYP 2

%PR VOL 60
FILTER POS 6 WL 600
TOTZ. 200
LW-REAG.

%REAG.VOL 75

EINH 9 ng/DL
UNIT FAC 1,0
DEZ.PUNKT 0

RLW UG 0,0
RLW OG 0.05
LINBER UG 00
LIN.GR 800
KAL.FAKTOR (")
STD.W. (")
NORM.B.- 45
NORM.B.+ 180

STEIG 1.0
SCHNITTP 0,0

EP LIM 0,005

Methoden und Geréte

Als Referenzmethode diente die von der Internationalen
Gesellschaft fiir Himatologie als solche empfohlene Me-
thode (7). Hamoglobin wurde mit einer Testkombination
bestimmt (Art.-Nr.124729 Boehringer Mannheim). Fir
die von Hand ausgefiihrten Bestimmungen wurde ein
Photometer (PM 4 Zeiss) verwendet. Die TPTZ-Citrat-
Methode wurde auf einen RA-1000 und einen SMAC Il
adaptiert (beide TECHNICON), FlieRschema und Pro-
grammvorschlag siehe Abb.1 und Tab.1.

Reagenzien

Diese wurden von Merck mit Reinheitsgrad pro analysi
bezogen.

Ansatz des Reaktionsgemisches:
2,4,6-Tri-2-pyridyl-1,3,5-Triazin (TPTZ)

(Merck Nr.10238) 059
L(+)Ascorbinséure p.a.

(Merck Nr.127) 109
Citronensdure x 1 H,0 p.a.

(Merck Nr.244) 50,09
Bidestilliertes Wasser ad 1000 mi

Als Leerwertlésung wurde die gleiche Losung ohne TPTZ
verwendet. Beide Losungen sind kiihl und verschlossen
aufbewahrt mindestens 3 Wochen stabil.

Fir den RA-1000 wurde 1 Tropfen Wetting Agent W
(TECHNICON Nr.T 21-1298) auf 6,5 ml Reagenz vor
Gebrauch zugesetzt. Fiir den Smac Il wurde 1,0 ml Wet-
ting Agent NWA (TECHNICON Nr.T 21-0813-17) pro
200,0 mi Reagenz zugesetzt. Bei Wellenlange 600 nm
wurde gemessen. Zum Eichen wird TECHNICON Kalibra-
tor Nr.T 03-1168-60 Setpoint Cal 2 oder ein walSnger
Standard (Boehringer) verwendet.

Probenmenge

Fiir die zugesetzte Probenmenge steht ein Spielraum von
1:6 bis 1:12 Teile Serum zu Reagenz zur Verfligung. Das
Mischungsverhilitnis von Probe zu Reagenz betrégt 1:6,5
beim Smac Il und 1:12 beim RA-1000.
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pH-Wert

Citronensaure in Wasser gelst ergibt einen pH von 1,6 —
1,7. Serum bzw. Plasma mit Citrat-Ascorbat-Puffer im
Verhaltnis 1:6 gemischt ergibt einen pH von 2,2—2.4.
Der pH-Wert schwankt in diesem Bereich je nach Probe.
Die Farbentwicklung ist in diesem Bereich konstant, so
daf kleine pH-Schwankungen, die durch Probenmaterial
verursacht werden, das Analysenergebnis nicht beein-
flussen.

pH-Verdnderungen durch Zusatz von HC! in den Berei-
chen zwischen 1,9 und 3,1 verdndern das Analysenergeb-
nis nicht. Auf einen zusétzlichen Puffer, der den pH kon-
stant halt, kann verzichtet werden.

Reaktionsgeschwindigkert

TPTZ reagiert mit dem Eisen so schnell, daf§ die Reaktion
zu einer Eisenbestimmung im Serum in ca. 30 sec abge-
schlossen ist. Somit sind keine langen Inkubationszeiten
ndtig. Es kann bei 256°C ebenso gut wie bei 37°C gemes-
sen werden. Im Gegensatz dazu dauert die Farbentwick-
lung mit z. B. Ferrozin 5—30 min (3, 19, 22).

Der Zusatz von Ascorbat ist fiir die Farbentwicklung nicht
nétig, da TPTZ auch mit dreiwertigem Eisen reagiert,
wenn auch etwas langsamer als mit zweiwertigem (23).
Ascorbat unterstiitzt aber die Freisetzung von Eisen aus
der Transferrinbindung. Die Gesamtreaktion ist somit
schneller und vollstandig (1).

Ergebnisse und Diskussion

Spezifitdt

1. EinfluB von Kupfer: Einer Probe mit einem Eisengehalt
von 51 pg/dl wurde Kupfer in steigenden Konzeniratio-
nen von 50—1000 pg/dl (CuCl,-Loésung) zugesetzt und
anschlieRend Eisen in 5fach-Werten mit TPTZ-Citrat und

Eisen
ug/dl
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Abb 2: EinfluB der Kupferkonzentration (Abscisse) auf die Er-
gebnisse der Eisenbestimmung (Ordinate) bei den Bestim-
mungsmethoden mit TPTZ-Citrat (x — — —x) bzw. Ferrozin-
Guanidin (O — — — O). Ein Serum mit bekanntem Eisengehalt
von 51 pg/dl und steigender Konzentration von CuCl, wurde auf

" Eisen analysiert
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Ferrozin/Guanidin (14) bestimmt. Das Resultat ist in

~ Abb. 2 dargestelit. Bei der Methode mit Ferrozin errechnet

sich flir 100 ug/dl Kupfer ein falscher Eisenwert von
+ 15 pg/dI, mit TPTZ-Citrat dagegen nur von + 2 pg/dl.
Dieser Befund stimmt mit der Literatur iiberein (4).

2. EinfluB von Hamoglobin: Hamoglobin wurde in stei-
gender Konzentration bis 4 g/| verschiedenen Proben zu-

- gesetzt. Der Eisengehalt mit und ohne Zusatz von Hamo-

globin wurde bestimmt, es ergab sich kein Unterschied.
Daraus kann der SchluR gezogen werden, da® Hamolyse
in dieser GroRenordnung ohne EinfluR auf die Eisenbe-
stimmung ist (siehe Tab.2). Inwieweit Eisen in hamolyti-
schem Probenmaterial nach Tagen freigesetzt wird, bleibt
dahingestellt. :

3. EinfluB von EDTA: EDTA interferiert bei der TPTZ-
Citrat-Methode in Abhéngigkeit von der Konzentration.
EDTA stort auch die Eisenreaktion mit Ferrozin und ande-
ren Chromogenen empfindlich (7, 14—16).

4. Detergentien: Zusdtze von Detergentien, wie sie fiir
manche Analysensysteme verwendet werden, wie Brij,
Triton, Wetting Agents, beeinflussen die Farbreaktion
nicht, allerdings wird die Haltbarkeit der Reagenzien be-

Tab.2: Nachweis, daB Hamoglobin (Hb) die Eisenbestimmung
nicht stort. 21 Seren wurden geteilt, der einen Halfte wurde
Hémoglobin, der anderen Halfte 0,9% NaCl-Lésung zugesetzt.
Die Hémoglobin- und Eisenkonzentrationen (Doppelwerte) sind
aufgefihrt. Himoglobin geht in die Eisenreaktion nicht ein

Probe 1. Teil der Probe 2. Teil der Probe
Nr. -
Hb Eisen Hb Eisen
(g/1) (ng/dl) (a/1) (rg/dl)
1 1,66 20/27 - 27/31
2 1,66 25/23 - 29/30 -
3 2,20 66/78 — 66/81
4 2,20 76/86 - 68/79
5 2,21 16/22 - 22/25
6 2,21 21/30 - 20/33
7 2,94 78/73 — 69/75
8 2,94 80/71 - 62/74
9 33 53/567 - 60/60
10 33 33/36 - 40/38
11 3,68 24/21 - 23/27
12 3,68 25/15 - 24/26
13 3,7 66/62- - 66/62
14 4,00 38/42 — - 40/42
15 4,00 78/82 — 85/81
16 4,00 66/74 - 70/73
17 4,05 59/69 - 68/61
18 4,05 53/71 - 63/63
19 4,40 11/13 - 13/14
20 4,40 16/17 - 14/15
21 4,4 31/37 - 36/34
Mittelwert x 45,9 47,35
Standard-
abweichung s 52,5 52,0

Tab. 3: Prézisionskontrolle von Tag zu Tag (n ‘= 25) fir die TPTZ-
Citrat-Methode in verschiedenen MeBbereichen. Kont und Sequ
bezeichnen lyophilisierte, kommerzielle Kontrollseren. Poolseren
sind ausgesuchte, gepoolte Seren, die bis zur Analyse in separa-
ten GefdlBen bei + 4 °C aufbewahrt wurden

Kont Sequ " Poolseren
X (ug/dl) 89 258 98 25 10 5
VK (%) 3.2 2,8 35 3.9 9 11

N - v+

4> 34 -0

grenzt, weil sich mit der Zeit Triibungen entwickeln kén-
nen.

Methodenvergleich

Mit der TPTZ-Citrat- und der Referenzmethode wurden
die Kollektive A, B und C parallel analysiert (siehe auch
Probenmaterial in Material und Methoden). Die Ergeb-
nisse sind in Abb.3 (A—C) dargestellt. -

400 -

N - T+

4> 34 -0

Eisen Referenz

400 —

3x + 3.4

Eisen Referenz

N - 7D~

H>DA-0

Eisen Referenz

Abb. 3 (A~ C): Methodenvergleiche zwischen der Referenzme-
thode (Abszisse) und der TPTZ-Citrat-Methode (Ordinate). Die
Ausgleichsgeraden sind mit der Hauptkomponentenschatzung

berechnet. A bezeichnet unausgewiéhite Proben; B Proben von *

schwerkranken Patienten; C Proben mit Eisen < 50 ug/d!
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Tab.4: Richtwerte fir Eisen im Serum bzw. Plasma in pg/dl mit
verschiedenen Methoden ermittelt. Es wurden Methoden ohne
EnteiweiBung (direkt) durchgefiihrt. Die Kollektive sind ver-
gleichbar (siehe Material und Methoden)

95%-Per- Median x
zentile
TPTZ-Citrat, direkt
Manner (n = 141) 158 89
Frauen (n = 165) 179 89
Bathophenanthrolin-
Azetat, direkt .
Manner (n = 405) 189 94
Ferrozin-Guanidin, direkt
Manner (n = 251) 180 102

Prézision und Richtigkeit

Die Prézision wurde mit kduflichen Kontrollseren von Tag
zu Tag geprift. Die Eisengehalte lagen bei 89 und 258 pg/
dl. In dieser Serie ergab sich ein VK < 3,2%. Um die
unteren Bereiche zu priifen, wurden Patientenseren mit
niedrigen Eisenwerten gesammelt, gepoolt und dann von
Tag zu Tag in der Prazisionskontrolle analysiert. Die Ana-
lysenergebnisse sind in Tab.3 zusammengestellt. Die
Richtigkeit weicht um < 4% vom Sollwert ab.

Normbereich .

Fir die TPTZ-Citrat-Methode haben wir Richtwerte er-
mittelt, siehe Tab.4. Zum Vergleich sind Werte anderer
Methoden (Chromogene und Puffer) aufgefiihrt, die an
vergleichbaren Kollektiven von uns erhalten wurden (24).
Der Median und der obere Richtwert sind bei der TPTZ-
Citrat-Methode niedriger. Wir interpretieren dies als das
Ergebnis besserer Spezifitit.

SchluBbemerkung

Folgende Gesichtspunkte waren fiir die Auswahl von
Chromogen und Puffer maRgebend:

1. Auf die EnteiweiBung haben wir verzichtet, denn in

vielen Seren erhielten wir falsch-niedrige Ergebnisse. Das °

heist, da® der Fehler der Eisenabsorption bei Enteiwei-
Bung oder Dialyse besonders bei niedrigen Eisenwerten
stérend ins Gewicht fallt. Durch den Verzicht auf Entei-
weilung wird die Methode auBerdem handlicher, die Ge-
fahr der Verunreinigung mit Eisen beim analytischen Ma-
nipulieren wird minimiert und der Bedarf an Probenmate-
rial ist klein (5).

2. Es wurde ein Chromogen gewibhlt, bei dem Kupfer nur
geringfligig stort. In der klinischen Praxis haben immer
wieder hohe Kupferwerte bei Anamie gestort.

3. Die Kosten fiir Chemikalien soliten dem Zweck ange-
messen sein. Einige Chromogene und vor allem Puffer
sind extrem teuer und nicht unbedingt besser als preis-
wertere.
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