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
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R. Arnold?, A. Sziegoleit®

' ScheBo Tech Medizinisch-Biologische
Forschungsgesellschaft mbH, Wettenberg 2

2 Medizinische Universitétsklinik der Philipps-Universitét,
Marburg
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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.
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Quantitative Bestimmung (ELISA)
der Pyruvatkinase Typ Tumor M2
Ein neuer, genereller Tumormarker
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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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