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Klinische Chemie

Die klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin blickt auf eine iiber
150jihrige, ereignisreiche Geschichte zuriick. Das Fach reprisentiert
einen Querschnitt zu allen medizinischen Disziplinen und den iibrigen
Naturwissenschaften. Die klinische Chemie zeigt, wie neue Erkennt-
nisse aus der biochemischen, biologischen, chemisch-analytischen,
technischen und informationstechnologischen Grundlagenforschung
zum Nutzen einer verbesserten Diagnostik, Therapiekontrolle und
Privention in den medizinischen Alltag transferiert werden konnen.
Im vorliegenden Aufsatz wird zundchst die Entwicklung der klini-
schen Chemie dargelegt. Anschliefsend werden die einzelnen Schritte
von der Blutabnahme bis zum interpretierten Laborwert vorgestellt;

Angewandte
Chemie

Aus dem Inhalt

1. Einfithrung 1043

2. Medizinische
Laboratoriumsdiagnostik und
Qualitdtsmanagement 1046

3. Phasen der Analytik 1046

4. Zusammenfassung und Ausblick 1064

hierbei werden sowohl Fallstricke als auch das Qualititsmanage-
mentsystem beschrieben. Der Einzug neuer Methoden und Trends in
die medizinische Analytik wird ebenso erortert wie Chancen und

Probleme der personalisierten Medizin.

gy | feel it strongly and | am convinced that the efforts of
chemistry will change the face of medicine."1%
Antoine Francois de Fourcroy

1. Einfiihrung
1.1. Gegenwiirtige Stellung der klinischen Chemie in der Medizin

Im Verlauf der letzten 20 Jahre hat in der Medizin ein
grundlegender Wandel stattgefunden: Urspriinglich wurden
Laborparameter nur punktuell und meist erst im Verlauf
einer Therapie erhoben; die Laboruntersuchung sollte die
klinische und radiologische Verdachtsdiagnostik bestétigen.
Heute hingegen werden diese Bestimmungen dank der Er-
weiterung des Analysenspektrums, der gesteigerten Emp-
findlichkeit der Nachweismethoden und der deutlich hoheren
Aussagekraft einzelner Parameter bereits frither durchge-
fithrt; die Laboruntersuchungen dienen heute in vielen Féllen
zur Erstellung der Diagnose oder zur Feststellung erhohter
Krankheitsrisiken. Daneben ist die Bestimmung von Labor-
parametern fiir die Uberwachung des Therapieerfolges
(Riickgang der Entziindungszeichen, Abfall von Tumormar-
kern) und die Fritherkennung von Nebenwirkungen und
Komplikationen (Uberwachung von Leber- und Nierenwer-
ten unter Chemotherapie) einer Behandlung fiir die klinisch
titigen Arzte unverzichtbar. Die klinische Chemie beeinflusst
auf diese Weise mafgeblich den zielgerichteten Behand-
lungsverlauf wie auch die Qualitdt der medizinischen Leis-
tung — und dies in zunehmendem Mafe individuell, d.h. auf
den einzelnen Patienten zugeschnitten.

Fiir die in der heutigen Gesellschaft vorherrschenden
Herzkreislauf-, Krebs- und Stoffwechselerkrankungen (vor
allem Diabetes mellitus) spielen nicht nur die Behandlung,
sondern auch die Fritherkennung sowie die Feststellung eines
erhohten Risikos eine bedeutende Rolle (praventive Medi-
zin). Hier ist die Labormedizin eine Stiitze, die weiter an
Bedeutung gewinnt, da bereits préklinisch, d.h. vor dem
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ersten Auftreten von Symptomen, der
Krankheit entgegengewirkt werden
kann. Die Fritherkennung ist fiir die
Betroffenen und ihr weiteres Leben
sowie — mit Blick auf die anfallenden
Gesundheitskosten — auch fiir das
Gemeinwesen entscheidend. Nicht nur
die Erkrankung selbst, sondern auch die daraus resultieren-
den Folgeerkrankungen schlagen kostenméBig massiv zu
Buche.

Die modernen diagnostischen Methoden vermogen auch
stationdre Aufenthalte zeitlich zu verkiirzen oder zu vermei-
den, z.B. werden bei Patienten mit erhohter Temperatur und/
oder Atembeschwerden Laborparameter angefordert, die
helfen, eine Herzinsuffizienz von einer Lungenembolie oder
einer Pneumonie als Ursachen zu unterscheiden und auszu-
schlieBen. Auf Grundlage der Messergebnisse kann ent-
schieden werden, ob weitergehende, moglicherweise teure
Bildgebungsverfahren oder invasive Untersuchungen einge-
setzt werden miissen und eine stationdre Aufnahme oder in-
tensivmedizinische MaBnahmen noétig sind. Weiterhin wird
entschieden, in welchem AusmaB die Medikation (z.B. An-
tibiotika) verabreicht werden soll. Einige Laborparameter
haben die Charakterisierung und das Management von
Krankheiten mit geprigt, wie das Troponin im Falle des
Myokardinfarktes.

1.2. Aufgaben der klinischen Chemie

Der Definition von Sanz und Lous fiir die International
Federation of Clinical Chemistry (IFCC) folgend ist die kli-
nische Chemie zustindig fiir klinisch-chemische Analysen zur
qualitativen und quantitativen Beschreibung eines
(patho)physiologischen Zustandes. Sie ist integraler Be-
standteil der Diagnostik, Therapie und Verlaufskontrolle,
aber auch der Prévention von Erkrankungen. Hinzu kommt
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der Einsatz neuer Labormethoden.? Diese Definition wurde
1995 von der IFCC iiberarbeitet und erweitert. Die klinische
Chemie ist demnach zustidndig fiir die Anwendung chemi-
scher, molekularer und zelluldrer Strategien (Konzepte) und
Techniken fiir das bessere Verstindnis und die Priifung von
menschlicher Gesundheit und Krankheit. Sie umschlief3t die
Bereiche Himatologie und Himostaseologie, grenzt sich aber
von Mikrobiologie, Virologie, Serologie, Histologie und Zy-
tologie ab.

1.3. Anfiinge der klinischen Chemie

Die Geschichte der wissenschaftlichen Medizin wurde
gepréigt von Fortschritten in der physiologischen und orga-
nischen Chemie. Hippokrates von Kos (um 460-370 v. Chr.)
untersuchte das Aussehen und den Geruch des Stuhls. Erste
systematische medizinische Laboratoriumsdiagnostik wird
den heiligen Zwillingsbriidern Kosmas und Damian zuge-
schrieben, denen auch, der Legende nach, der Ersatz eines
gangrinosen Beines durch das eines Toten gelang.”! Die
beiden Arzte wurden unter anderem fiir ihr Handeln und ihre
Bekehrung zum Christentum 289 n. Chr. zum Tode verurteilt.

, Laborchemisch* versuchten Arzte aus dem Blut (Ader-
ldasse, Haemoscopie) und vor allem dem Urin (Uroscopie)
Erkenntnisse iiber das Vorliegen von Krankheiten abzuleiten.
Die Hiamoskopie wurde bereits von Hippokrates betrieben.
Aderlassblut wurde in Gefdflen aufgefangen, um zu beob-
achten, ob eine Crusta phlogistica (Speckhaut) entsteht, was
als ungiinstiges prognostisches Zeichen gewertet wurde. Die
Uroskopie hatte im Mittelalter ihren Hohepunkt. Man ver-
suchte, aus der Lage der Urintriibung im Harnkolben auf die
krankhafte Lokalisation im Organismus zu schlieBen. Bis in
die Mitte des 19. Jahrhunderts war die Medizin von der Na-
turphilosophie geprigt. Bis dahin gab es eine Vielzahl un-
terschiedlicher, zum Teil kontrdrer Lehrmeinungen, wie die
Irritabilitétslehre von Glisson (1597-1677) und Haller (1708-
1777). Diesen Lehren stand die Lebenskrafttheorie (Vitalis-
mus) von Hufeland (1762-1836) diametral entgegen. Paral-
lelen hierzu, jedoch in der Medikation verschieden, weist das
von Hahnemann (1755-1843) vorgestellte homoopathische
Ahnlichkeitsgesetz auf.[¥

Die Vorstellung, dass der Sitz der Krankheiten im Organ
sei und deshalb die Anatomie des Organs studiert werden
miisse, geht auf Arbeiten von Morgagni (1682-1771)
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in GrofShadern. Er befasst sich neben der
Routinediagnostik mit Analysengerdteevalua-
tionen, Lipidstoffwechselstorungen und leitet
eine Lipid-Apherese-Ambulanz.

www.angewandte.de

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

J. Durner

zuriick.”! Der Chemiker und Mediziner de Fourcroy (1755-
1809) bemiihte sich, die Chemie in die Medizin zu integrie-
ren.”! Am Ende des 18. Jahrhunderts kam eine neue Vor-
stellung des Begriffs ,,Krankheit* auf. Nicht mehr die indivi-
duelle Symptomatik stand im Vordergrund, sondern Cha-
rakteristika der Erkrankung (klinische Symptomatik, objek-
tivierbare Zeichen (z.B. Hautveridnderungen)). Um diese
Charakteristika besser studieren zu konnen, wurde ein neues
Konzept eingefiihrt: Grofie Kliniken wurden errichtet, in
denen eine Vielzahl von Patienten mit derselben Krankheit
beobachtet und untersucht wurde, auch laborchemisch.”
Grundlage hierfiir waren Fortschritte in der Laboranalytik,
die auf grundlegende Arbeiten wie die Elementaranalyse von
Gay-Lussac (1778-1850), Thenard (1777-1857), von Berzeli-
us (1779-1848) und von Liebig (1803-1873) zuriickgehen.®?!
So waren um 1840 ca. 1400 organische Verbindungen be-
kannt. Die Zeit um das Jahr 1840 wird als die Entstehung des
Faches klinische Chemie angesehen, da um diese Zeit vor
allem in deutschsprachigen Léndern die ersten Lehr- und
Handbiicher und Zeitschriften erschienen, wissenschaftliche
Vereinigungen gegriindet sowie eigene Lehrgebdude errichtet
wurden (z.B. in Berlin, Wiirzburg und Wien). Etwas friither
wurde die klinische Chemie in England und Frankreich be-
trieben, zu einer Institutionalisierung dieses Faches kam es zu
dieser Zeit allerdings noch nicht. Auch sah man im deutsch-
sprachigen Raum eher, dass das Fach der Chemie entstammt,
weshalb es zeitweise als ,,pathologische Chemie® bezeichnet
wurde. In England und Frankreich hingegen sah man die
Wurzeln dieses Fachs in der Medizin und sprach deshalb von
~chemischer Pathologie“. Die Euphorie am neuen Fach
wihrte nur etwa ein Jahrzehnt, denn zum einen wurden die
verfiigbaren chemischen Hilfsmittel (Tabelle 1) zur Analyse
und Diagnosefindung iiberschétzt, zum anderen erkannte
man, wie wenig iiber die physio-biochemischen Zusammen-
hinge bekannt war (,,eine pathologische Chemie, der keine
physiologische zu Grunde“ liegt)."” AuBerdem widmeten
sich die Chemiker zunehmend der organischen Synthese.
Viele klinische Laboratorien dienten nun primir For-
schungszwecken, wobei die Chemiker diese Arbeit den Me-
dizinern tiberlieBen. Gegen Ende des 19. Jahrhunderts ent-
wickelte sich die Bakteriologie und Parasitologie, von denen
man sich schneller Ergebnisse fiir die Diagnose und Therapie
von Krankheiten erhoffte."

In den USA etablierte sich das Fach gegen Ende des 19.
Jahrhunderts. Die Erlernung biochemischer Analysentechni-
ken wurde in die Ausbildung der Arzte aufgenommen.""! Die
Moglichkeit der Quantifizierung von Analyten, dargestellt an
der Entwicklung des Glucosenachweises im Urin (Tabelle 2),
sowie weitere Fortschritte der Biochemie und der Aufbau
neuer Laboratorien wiahrend des Ersten Weltkrieges gaben
dem Fach neue Impulse.”! Nach dem Zweiten Weltkrieg
wurde die international einheitliche Bezeichnung ,.klinische
Chemie“ von der American Association of Clinical Chemists
(AACC) und der IFCC eingefiihrt.*?
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Tabelle 1: Messinstrumente in frithen klinischen Laboratorien. Modifiziert nach Lit. [13].

Angewandte

Enzymforschung photometrische

Messinstrument Beispiele

Methoden. Die ersten Gerite fiir

Waagen
volumetrische Instrumente

Instrumente fiir Dichtemessung
Instrumente fiir Gasanalyse
Mikroskopie mit Messeinrichtungen

Polarimeter Biot/Soleil und Mitscherlicht
Spektroskope Kirchhoff und Bunsen
Kolorimeter Duboscq

Photometer Vierordt, Hiifner und Pulfrich

Apotheker-Waagen, Feinwaagen (<1 mg)
Messzylinder, Messkolben, Pipetten, Biiretten
(nach Gay-Lussac und Mobhr)

Araeometer, ,Urinprober*

Gaspipetten, Eudiometer

Okularmikrometer, Okulargoniometer

die Routineanalytik, welche die
enzymatische Kolorimetrie auf der
Basis von Warburgs Arbeiten nutz-
ten, kamen ab 1955 auf den Markt.
Die erhaltenen Messwerte der en-
zymatischen Reaktion wurden in
ein Millimeterpapier-Raster {iiber-
tragen, und die Steigung der Aus-
gleichsgeraden wurde mit dem
Winkelmesser bestimmt. Aus dem

Tabelle 2: Zuckerbestimmung im Urin: Entwicklung der Untersuchungstechnik.”! Modifiziert nach

Winkel der Ausgleichsgeraden
wurde anhand von Umrechnungs-
tabellen die Enzymaktivitit be-

stimmt. Dies war ein personalin-
tensives und zeitraubendes Mess-
verfahren, Serienanalysen waren

Lit. [13].
Entdecker  Jahr Art der Charakteristikum Ergebnis
Untersuchung

Willis 1674 Geschmacksprifung sensorische sufler Geschmack
Wahrnehmung

Bobson 1776 Extraktion chemischer Nachweis quantitativ: nachweisbar oder nicht

nachweisbar

Home 1780 Vergdrung

Trommer 1841 chemischer Test

Vogel 1858 chemischer Test halbquantitativer Reaktionsstirke: nicht nachweis-
chemischer Test bar, +, ++, +++

Bouchardat 1841 Polarimetrie quantitative Analyse  Konzentrationsangabe

Heintz 1843 Polarimetrie

Fehling 1848 Titration

Einhorn 1885 Vergirung

beschwerlich. Eine weitere Auto-
matisierung setzt eine automati-
sche Pipettiereinrichtung, einen
vollmechanischen Vortrieb der
Kiivetteneinheit und einen Analog-
Digital-Wandler fiir das Messsignal
voraus. Der Amerikaner Skeggs
war wesentlich an der Entwicklung
automatischer Analysengerite be-
teiligt.'¥ 1956 wurde auf dem In-

[a] ,Diabetes“ bedeutet , hindurchgehen lassen®, und ,Mellitus* bedeutet ,honigsiiR“, Diabetes mel-

litus also svw. ,honigsiifBer Durchfluss*.

1.4. Analysenautomatisierung durch enzymatische Kolorimetrie

In der zweiten Hilfte des 20. Jahrhunderts machten
enorme Fortschritte auf den Gebieten der Biochemie, der
Technik (Mechanik, Optik, Hydraulik, Elektronik, Daten-
verarbeitung), der Methodik und die empfindlichere und
spezifischere Analytik die klinische Chemie zu einem wich-
tigen und unverzichtbaren Bestandteil der medizinischen
Diagnostik.!'*1%

Die Notwendigkeit zur Automatisierung im Bereich der
klinischen Chemie soll anhand eines Beispieles verdeutlicht
werden: Das Klinikum der Universitdt Miinchen (LMU)
verfiigt iiber zwei Standorte, an denen jahrlich rund 83000
Patienten stationédr und 371000 Patienten ambulant behan-
delt werden. Die 44 Fachkliniken, Institute und Abteilungen
verfiigen tiber 2400 Betten. Alleine am Standort Grohadern
sind an Werktagen zwischen 15000 und 18000 Einzelwerte zu
bestimmen. Neben einer standardisierten Probenlogistik ist
dies auch eine Herausforderung fiir die apparative Analy-
senleistung. Die rasche Bewiltigung dieses Arbeitsaufkom-
mens gelang vor allem durch Fortschritte bei der enzymati-
schen Kolorimetrie, der Grundlage vieler Routinenachweis-
methoden.

Reine kolorimetrische Messverfahren zur Analytquanti-
fizierung sind héufig nicht spezifisch, da andere Substanzen
die Farbreaktion beeinflussen und das Resultat damit ver-
falschen. Ab 1928 entwickelte Warburg (1883-1970) fiir seine
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ternational Congress on Clinical
Chemistry die erste vollautomati-
sche Bestimmung von Harnstoff,
Glucose und Calcium vorgestellt.!*”
Die grofite Herausforderung bei
der Entwicklung vollautomatischer Analysensysteme war das
Photometer: Fiir das Spektrum der klinisch-chemischen Pa-
rameter musste es bei ca. zehn verschiedenen Wellenlédngen
messen konnen. Deshalb wurden zunéchst ,,Batch-Analyser®
eingesetzt, d. h., es wurde aus bis zu 100 Proben immer nur ein
Parameter bestimmt und im Anschluss das Gerét auf den
néchsten umgertistet. Ein Durchbruch gelang erst Anfang der
1980er Jahre unter der Verwendung eines neuen Photometer-
Prinzips mit dem Diodenarray-Spektralphotometer: Licht
aus einer Xenon-Hochdrucklampe wird zuerst durch eine
Messkiivette geleitet und anschlieBend mithilfe eines Poly-
chromators (Gittermonochromator, Prisma) horizontal in
seine Wellenldngen gespalten und aufgefichert. Entlang dem
Sektor des aufgeficherten Lichtes werden Photodioden fiir
die entsprechende Wellenldnge platziert. Nun konnten
gleichzeitig mehrere Wellenldngen aus einer Probe gemessen
werden. Damit ist es moglich, in Arbeitstakten von weniger
als zehn Sekunden beliebige Wellenldngen aus einem fixen
Spektrum zu messen.

Ein weiterer Meilenstein in der Routineanalytik war die
Einfiihrung des Immunassays. Grundlegende Arbeiten von
Yalow und Berson iiber die Bestimmung von Peptidhormo-
nen mithilfe der Radioimmunassay-Technik reichen in die
1950er Jahre zuriick, fiir die Yalow 1977 mit dem Nobelpreis
ausgezeichnet wurde."”! Durch weitere Verbesserungen und
Einfiihrung verschiedener Immunassayvarianten hat diese
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Technik in den letzten Jahren stark an Bedeutung gewonnen.
Durch die Verwendung von monoklonalen Antikorpern sind
Bestimmungen im pmolL '-Bereich moglich. Immunassays
ermoglichen auf diese Weise die Bestimmung von z.B. Hor-
monen, Tumormarkern und Medikamentenspiegeln.

2. Medizinische Laboratoriumsdiagnostik und
Qualitdtsmanagement

Die medizinische Laboratoriumsdiagnostik umschlief3t

die Bereiche:

e Kklinische Chemie (inkl. Himatologie, Hdmostaseologie)

o Immunologie (inkl. Allergologie, Immungenetik, Immun-
hamatologie)

o Mikrobiologie (inkl. Bakteriologie, Mykologie, Parasito-
logie, Infektionsserologie, Molekularbiologie)

e Virologie (inkl. Infektionsserologie, Molekularbiologie)

o Humangenetik (molekulare Humangenetik, Zytogenetik,
Tumorzytogenetik)

e Pathologie (inkl. Neuropathologie, Histologie, Zytologie)

o Transfusionsmedizin (inkl. Blutgruppenserologie, Trans-
fusionsserologie)

o Krankenhaushygiene

o Funktionsuntersuchungen am Patienten (z.B. Bestim-
mung der Blutungszeit, *C-Atemtest, H,-Lactose-Atem-
test, oraler Glucosetoleranztest, Pankreolauryltest, Xylo-
setest)

Im Folgenden wird nur auf die klinische Chemie (allge-
meine klinische Chemie, Serologie, Inmunchemie, Protein-
chemie, Endokrinologie, Stoffwechselchemie und Arznei-
mittelspiegelkontrollen (Drug Monitoring)) mit den Berei-
chen Hiamatologie und Hamostaseologie eingegangen.

Fiir die analytischen Aufgaben stehen, mit Subspezifizie-
rungen, iiber 6000 Untersuchungsverfahren zur Verfiigung.
Eine Auswahl wichtiger Methoden ist in Tabelle 3 zusam-
mengestellt.'”?*! Das zu untersuchende Material in klinisch-
chemischen Laboratorien ist je nach Herkunft und Beschaf-
fenheit sehr verschieden. Quantifizierungen sollen durchge-
fiihrt werden aus z.B.:

o Korperflissigkeiten wie Blut, Speichel, Liquor, Magen-
saft, Galle, Duodenalsaft

@ Ausscheidungen wie Schweif3, Stuhl, Sputum, Urin, Eiter

o Gewebeproben wie Knochenmark

Die Analysenergebnisse der oben genannten Proben lie-
fern einen wichtigen Beitrag zur Diagnosestellung und The-
rapieentscheidung. Eine hohe Qualitdt und die Zuverldssig-
keit der Befunde sind deshalb unabdingbar. Um diesen Pro-
zess zu standardisieren und transparent zu machen, potenzi-
elle Fehlerquellen auszuschalten und die Laborbefunde
richtig und zuverldssig zu erstellen, wird ein Qualitdtsmana-
gementsystem vorausgesetzt.

Die Geschichte der Qualitdtssicherung in der Medizin
begann 1835 mit der Abschidtzung von Messfehlern bei
Mehrfachbestimmung derselben Probe (Prizision) und ist
eng mit dem Namen Quételet (1796-1874) verbunden."”'®!
Medizinische Laboratorien und Hersteller von Medizinpro-
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dukten konnen heute akkreditiert werden, wenn sie die de-

finierten gesetzlichen und normativen Grundlagen erfiillen.

Das Fundament bildet ein gut funktionierendes Qualitéts-

managementsystem. Dies kann generell und auf alle Fach-

bereiche bezogen erreicht werden, wenn die Anforderungen

der Norm DIN EN ISO/IEC 17025 erfiillt werden. Fiir hu-

manmedizinische Laboratorien besteht zusétzlich die Mog-

lichkeit, die Anforderungen der Norm DIN EN ISO 15189

»Medizinische Laboratorien — Spezielle Anforderungen an

Qualitdt und Kompetenz“ zu erfiillen, eine Fortfithrung der

DIN EN ISO/IEC 17025 fiir medizinische Bediirfnisse. Da-

neben gibt es noch weitere, zum Teil nationale Normen.!'”)

Ziele sind ein weltweit einheitliches und harmonisiertes Ak-

kreditierungsverfahren, eine Steigerung des Qualitdtsniveaus

und eine internationale Vergleichbarkeit der Laboratori-

en.””?! Durch die genannten Normen werden insbesondere

geregelt:%3!

e fachliche Kompetenz des Laboratoriums (Laborleitung,
Mitarbeiter)

e strukturierte und geplante Aus-, Fort- und Weiterbildung
der Mitarbeiter

o Regelung der Anforderungen an das Dokumentarwesen

e interne und externe Qualitdtskontrollsysteme

e Vorgaben und Mafinahmen zur betriebsinternen kontinu-
ierlichen Qualitdtsoptimierung (vorbeugende und Kor-
rektur-MafBnahmen, Kausalanalysen)

e internes und externes Auditwesen

o Anforderungen an die Laborausriistung (Gerite, Rea-
gentien, Materialien)

e cindeutige und verstdndliche Vorgaben zur Praanalytik,
Analytik und Postanalytik

e Vorgaben an das verwendete EDV-System

e verbesserte Einsender- und Patientenorientierung

Eine erteilte Akkreditierung ist fiinf Jahre giiltig. In dieser
Fiinfjahresperiode werden in der Regel jihrliche Uberwa-
chungen durchgefiihrt. Anlisslich dieser Uberwachungen
wird tberpriift, ob das Managementsystem in die Praxis
umgesetzt worden ist und ob die Akkreditierungsvorausset-
zungen, vornehmlich die fachliche Kompetenz, noch gegeben
sind. Etwa sechs Monate vor Ablauf der Akkreditierungs-
periode wird, falls vom Laboratorium gewiinscht, die Begut-
achtung zur Erneuerung der Akkreditierung durchgefiihrt.

3. Phasen der Analytik

Gewinnung und Transport des Untersuchungsmaterials,
Analytik und #rztliche Interpretation, sowie die Ubermitt-
lung des Befundes an die Einsender stellen einen komplexen
Prozess dar (Abbildung 1). Bis zur Erstellung des fertigen
Befundes werden drei Phasen unterschieden:*!

1. Prédanalytik
2. Analytik
3. Postanalytik

Die Auswertung einer internen Qualitdtsuntersuchung
des medizinischen Labors der Universitdt Padua hat ergeben,

dass durch die Einfiihrung eines Qualitdtsmanagements die

Angew. Chem. 2010, 122, 1042 —1068


http://www.angewandte.de

Klinische Chemie

Tabelle 3: Auswahl an Untersuchungsverfahren fiir die Routinebestimmung von Analyten.

Angewandte

Spektrometrie:
@ Absorptionsspektroskopie/ o Nephelometrie/
Photometrie Immunnephelometrie
® UV/Vis/NIR/IR-Spektroskopie @ Turbidimetrie/
® Atomabsorptionsspektroskopie Immunturbidimetrie

(AAS) ® Atomemissionsspektroskopie
o Atomfluoreszenzspektroskopie (AES)
(AFS) ® Flammenemissionsspektroskopie

o NMR-Spektroskopie

® Lumineszenzspektroskopie:
Biolumineszenzmessung, Chemi-
lumineszenz-, Fluoreszenz-, zeit-
aufgeloste Fluoreszenz-, Fluores-
zenzpolarisations- und Phospho-
reszenzspektroskopie

® ICP-Massenspektrometrie (ICP-
MS), MALDI-TOF-MS

Ligandenassays:
® Enzymimmunassay ® Fluoreszenzpolarisations-Enzym-
@ Fluoreszenzimmunassay immunassay
® Immunblot (Westernblot) ® Radioimmunassay

® Lumineszenz- und Elektroche-
milumineszenz-Immunassay

® Rezeptorassay

(CLIA/ECLIA)

Chromatographie:
@ Dinnschichtchromatographie @ Gaschromatographie (GC) und
(DQ) GC-MS
® Fliissigkeitschromatographie @ Hochleistungs-Flissigkeitschro-
(LC) matographie (HPLC) und HPLC-MS

Elektrophorese:
@ Zonenelektrophorese: Cellulo- @ Gegenstromelektrophorese
seacetat-Elektrophorese (Uberwanderungselektrophorese)
® Immunelektrophorese/ @ Isotachophorese
Immunfixation o Kapillarelektrophorese
@ isoelektrische Fokussierung ® Rocket-Elektrophorese
e Pulsfeldgelelektrophorese

Blutzellzihlung:

® Impedanzmessung

o durchflusszytometrische Zell-
zahlbestimmung mit zytometri-
scher oder zytochemisch-zytome-
trischer Zellklassifizierung

Partikeleigenschaftsbestimmungen

mit automatisierten Verfahren
(Partikelzdhlung und Partikelgré-
Renbestimmung von Blutzellen)

® Immunphinotypisierung hae-
matopoetischer Zellen (Durch-
flusszytometrie)

elektrochemische Untersuchungen:

® Amperometrie: O,-Partialdruck
(Clark-Elektrode)

@ Potentiometrie: pH-Wert, CO,-
Partialdruck, ionenselektive Elek-
troden

o Coulometrie
o Voltammetrie

molekularbiologische Methoden:

@ (Echtzeit-) Polymeraseketten-
reaktion

e Southern Blot

® Fluoreszenz-in-situ-Hybridisie-
rung (FISH)

o Nachweis von Einzelnucleotid-
polymorphismen (SNPs) mit z.B.
Restriktions-Fragment-Langen-Po-
lymorphismen (RFLPs), FRET-
Sonden (FRET: resonanter Fluo-
reszenzenergietransfer), denatu-
rierender Gradientengelelektro-
phorese (DGGE), denaturierender
HPLC (DHPLC)

weitere Verfahren:

® Aggregometrie (Thrombozyten-
funktionstests: Impedanzaggro-
metrie: PFA 100, ROTEM)

@ Filtration (Adsorptionsfiltration,
Membranfiltration, Ultrafiltration)
® Immunhistochemie

® Mikroskopie (Hell- und Dunkel-
feld-, Fluoreszenz- und Phasen-
kontrastmikroskopie)

@ qualitative Untersuchungen mit

visueller Auswertung (z.B. osmoti-

sche Erythrozytenresistenz)
o Reflektometrie/tragergebunde-
ne Untersuchungsverfahren
@ Rheologie, Viskosimetrie

® Ardometrie

o Rontgendiffraktion (Konkre-
mentanalyse)

o Koagulometrie

® Osmometrie: Kryoskopie,
Dampfdruckosmometrie

@ Sedimentationsuntersuchungen
(Blutkdrperchen-Senkungsge-
schwindigkeit)

@ Radioaktivititsmessung

® Zentrifugation: analytische Ul-
trazentrifugation, Dichtegradien-
ten-Zentrifugation

Fehleranzahl, innerhalb eines Zeitraums von zehn Jahren und
bei einer jahrlichen Analysenleistung von 8000000 Einzel-
werten, von 4667 auf 3093 pro eine Million Einzelwertbe-
stimmungen reduziert werden konnte.”"! Hierbei entstanden
61.9% der Fehler im Bereich der Prianalytik, 15.0% in der
Analytik und 23.1 % in der Postanalytik.

Die eindeutige Zuordnung einer Probe und deren Mess-
werte zu einem bestimmten Patienten muss wihrend der
analytischen Phasen sichergestellt sein. Ein hdufiger Fehler in
der Préaanalytik ist die so genannte Patientenverwechslung,

Angew. Chem. 2010, 122, 1042 —1068

d.h., die Patientendaten (Patientenname, Geburtsdatum,
Patientidentitdtsnummer) auf dem Probengefi und die
Probe selbst stammen nicht vom selben Patienten.

3.1. Prianalytische Phase
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Der Begriff Préanalytik oder pridanalytische Phase be-
schreibt die Gesamtheit aller administrativen und praktischen
Faktoren und Prozesse, die vor der Laboranalytik ablaufen,
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Anamnese klinische Untersuchung Vorbefunde
Fragestellung
Untersuchungsauftrag Préanalytik
- Einflussgréien
- Storfaktoren
Analytik
- Prézision
- Richtigkeit
- Nachweisgrenze
- Methodenspezifitat Analyse (Messwert und Einheit)
- analytische
Empfindlichkeit
- statistische
Qualitatskontrolle
Referenzbereich, cut off Postanalytik
- diagnostische - Plausibilitat
- Alarmwerte

- Trendkontrolle

Empfindlichkeit Befund
- diagnostische Spezifitat
- Konstellationspriifung

- pradiktiver Wert

Abbildung 1. Pfad von der Fragestellung zum klinisch-chemischen
Befund.

d.h. Vorbereitung, Gewinnung, Aufarbeitung (z.B. Abtren-
nung korpuskuldrer Bestandteile durch Zentrifugation), La-
gerung und Transport von labormedizinischen Untersu-
chungsmaterialien.’”) Zusitzlich ist es hilfreich, dass Infor-
mationen liber den Patienten an das Labor weitergegeben
werden, damit Analysenergebnisse, besonders im medizini-
schen Grenzbereich, sicher interpretiert werden konnen
(Schwangerschaft, Niereninsuffizienz, Zustand nach Organ-
transplantation).

Variabilititen und Fehlerquellen in der prédanalytischen
Phase sind FEinflussgrofen und Storfaktoren. Unter Ein-
flussgroBen werden alle In-vivo-Verdnderungen des zu be-
stimmenden Analyten subsumiert. Man unterscheidet endo-
gene und exogene EinflussgroBen. Endogene Einflussgrofien
sind unabinderliche Eigenschaften eines Individuums oder
unabidnderliche biologische Gegebenheiten. Unter exogenen
EinflussgroSen werden alle beeinflussbaren GroB3en zusam-
mengefasst, die auf ein Individuum wirken. In beiden Fillen
werden permanente von langzeitig und kurzzeitig wirkenden
Faktoren unterschieden (Tabelle 4). Storfaktoren beschrei-
ben In-vitro-Verdnderungen wie die Beeinflussung des Ana-

J. Durner

lysenvorgangs durch z. B. Stérungen des Messvorgangs durch
Arzneimittel, ikterische Verfirbung der Proben (Ubertritt
von Gallenfarbstoffen wie Bilirubin ins Blut), hdmolytische
Proben (Zerstorung von Erythrozyten und damit Freisetzung
von Himoglobin) oder lipimische Proben (mikroskopisch
kleine Lipoproteinpartikel im Serum; Abbildung 2).

Abbildung 2. Verschiedene Seren: 1) normale Farbung, 2) Verfiarbung
bei ikterischer Stoffwechsellage (Ansammlung von Gallenfarbstoffen),
3) Serum bei Hamolyse, 4) Serum bei Lipdmie, 5) Serum bei Himoly-
se und Lipamie.

Die meisten Fehler entstehen im Bereich der Préanaly-
tik.® Deshalb ist eine genaue Instruktion des Patienten, was
vor der anstehenden Blutabnahme zu beachten ist (z. B. keine
korperliche Anstrengung vor Kreatinkinasebestimmung, kein
Radsport, Reiten oder Motorradfahren vor Bestimmung des
prostataspezifischen Antigens), ebenso wichtig wie die Un-
terrichtung der Einsender (Arztpraxen, Stationen) zur Pati-
entenvorbereitung, der korrekten Abnahme, zum richtigen
Abnahmematerial, zu Lagerung und Transport (gekiihlter
Transport, Lichteinfluss).”!

3.2. Analytische Phase
3.2.1. Grundlagen und allgemeine Bemerkungen

Die analytische Phase umfasst die Aliquotierung und
Aufbereitung der Analysenprobe, die eigentliche analytische
Bestimmung und die Gewinnung des Messwertes. Die Qua-
litatssicherung im Bereich der Analytik wird ebenfalls durch

Tabelle 4: Unterteilung der Einflussgroflen mit Beispielen. Modifiziert nach Lit. [24,25].

Entnahmebedingungen
permanente Faktoren

Individualfaktoren

langzeitig wirkende Faktoren kurzzeitig wirkende Faktoren

Kérperlage

endogene Faktoren:

Dauer der Stauung Geschlecht Alter Biorhythmik
Lokalisation der Entnahme ethnische Besonderheiten Gewicht Schwangerschaft
Tageszeit interindividuelle Variationen Krankheiten Lactation
genetische Faktoren
exogene Faktoren:
geographische Besonderheiten Arzneimittel Erndhrung
Lebensgewohnheiten kérperliche Belastung
Muskelmasse Genussmittel
sozioskonomischer Status Pharmaka
Klima diagnostische Mainahmen
besondere Expositionen Operationen
www.angewandte.de © 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2010, 122, 1042 —1068
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DIN EN ISO 15189 geregelt. Weitere Regelungen finden sich
in der ISO 15196 und 15198. Die Umsetzung erfolgt nach
landerspezifischen Vorgaben. In Deutschland wird dies durch
das Medizinproduktegesetz, die Medizinproduktebetreiber-
verordnung und die Richtlinien der Bundesédrztekammer zur
Qualitdtssicherung  laboratoriumsmedizinischer  Untersu-
chungen (RiLi-BAK) rechtsverbindlich geregelt. Diese
schreiben die in Laboratorien durchzufithrende Qualitéts-
sicherung (interne und externe Qualitidtskontrollen) fiir
quantitative Analysen von 67 Messparametern im Serum/
Plasma/Vollblut, sieben Messparametern im Liquor cerebro-
spinalis und zehn Messparametern im Urin verbindlich vor.
Die Einhaltung der Richtlinien wird regelmifig durch die
zustandigen Eichbehorden kontrolliert.

Standardarbeitsanweisungen (Standard Operation Pro-
cedures, SOPs) sind integraler Bestandteil eines Qualitéts-
managements. Dabei handelt es sich um Verfahrensanwei-
sungen zur Durchfithrung der Probenverarbeitung und Be-
dienung von Geréten. SOPs miissen im Labor schriftlich
hinterlegt werden, potenzielle Einflussfaktoren auf die Ana-
Iytik, Fehlererkennung und Fehlerbehandlung miissen darin
enthalten sein. Entsprechend ihrer Bestimmung werden all-
gemeine SOPs, Geridte-SOPs und Priif-SOPs unterschieden.
Allgemeine SOPs regeln z.B. Zustdndigkeiten im Labor.
Gerite-SOPs umfassen geritespezifische Arbeitsschritte, wie
Handhabung, Kalibrierung, Wartung. Priif-SOPs regeln de-
tailliert die Durchfithrung analytischer Priifungen von der
Probenahme bis zur Ergebnisangabe. Diese konnen auf selbst
entwickelten Methoden oder auf genormten oder veroffent-
lichten Standardmethoden beruhen.

Ein grundsitzliches Problem beim Messen humaner
Proben ist die duflerst komplexe und variantenreiche Zu-
sammensetzung der Probe. Sie enthilt Proteine (Eiweil,
rheumatoide Faktoren, Enzyme, Lysozyme, Komplement-
systeme, Autoantikorper, endogene Hormone und deren
bindende Proteine sowie abnorme Formen davon), Kohlen-
hydrate, Lipide, zelluldre Bestandteile, Elektrolyte, Pharma-
ka und deren Metabolite. Den Effekt, der hierbei von den
unterschiedlichen Komponenten auf das analytische System
ausgeiibt wird, bezeichnet man als Matrixeffekt. Er ist defi-
niert als die Summe aller Effekte der Komponenten eines
Systems mit Ausnahme des Analyten.? Dies schlieBt auch
alle in der Probenvorbereitung und im Messvorgang ver-
wendeten Reagentien mit ein. Hierdurch kann das Ergebnis
einer Messung schwerwiegend verindert werden.?”

Der Analyt kann qualitativ oder quantitativ bestimmt
werden. Die Ergebnisse werden in Nominal-, Ordinal- und
Differenzen-/Verhiltnisskalen ausgedriickt. Die qualitative
Analyse beschriankt sich auf den alleinigen Nachweis einer
Substanz z.B. zur Frage nach einer Schwangerschaft vor ra-
diologischen Untersuchungen oder Drogenintoxikation bei
somnolenten Patienten, die in die Nothilfe eingeliefert
werden. Fiir qualitative Bestimmungen stehen homogene
Teststreifen (z.B. Urinteststreifen mit Testfeldern fiir den pH-
Wert, Glucose, Proteine, Ketone, Nitrit, Erythrozyten, Leu-
kozyten usw. auf einer Triagerfolie) und immunanalytische
Lateralfluss-Schnelltests (,,Lateral Flow Assay“, LFA) zur
Verfiigung (Abbildung 3), deren Entwicklung im Rahmen des
EU-geforderten Projektes ,,AllergenTest“ forciert wurde.”!

Angew. Chem. 2010, 122, 1042 —1068
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Probe mit Analyt

Latexpartikel mit gebundenen
Detektionsantikorpern

immobilisierte Anti-
Spezies-Antikorper

A A Y Y
| | l |
Abgabe- immobilisierte Absorptions-
kissen Fangerantikorper kissen

O

Proben-
auftragsstelle

Detektionsfenster

Abbildung 3. Funktionsweise des Lateralfluss-Schnelltests. C: Kontroll-
linie, Signalentwicklung bei korrektem Testverlauf; T: Testline, Signal-
entwicklung bei positivem Ergebnis.

LFAs sind Weiterentwicklungen von 1956 eingefiihrten ho-
mogenen Latexagglutinationstests.***?! Sie basieren auf dem
gleichen Prinzip wie immunologische Assays, d.h. einer An-
tigen-Antikorper-Reaktion. Zusétzlich haben sie chromato-
graphische Eigenschaften. Der Analyt wird durch eine Off-
nung auf ein Kissen (sample pad) aufgetragen, auf dem sich
markierte primidre Antikorper (Konjugat) gegen den Analy-
ten befinden. Die Antikorper sind auf einem beschichteten
Latexpartikel oder kolloidalem Gold fixiert (GLORIA-
Technik: Gold Labelled Optical-read Rapid Immuno Assay),
seltener an Selen, Kohlenstoff oder Liposomen./! Der An-
tigen-Antikorper-Komplex sowie iiberschiissiges Konjugat
stromen aufgrund von Kapillarkriften durch das Membran-
system. Sobald der Antigen-Antikdrper-Komplex die Test-
zone erreicht, reagiert er mit einem sekundédren Antikorper
und wird dort fixiert. Nicht gebundene Konjugate wandern
bis zur Kontrollzone und werden dort am sog. Anti-Spezies-
Antikorper gebunden. Durch das kolloidale Gold erscheinen
die beiden Zonen in einer rotlichen Farbe. Ist kein Analyt
vorhanden, sollte nur die Kontrolllinie rotlich werden. Die
iiberschiissige Fliissigkeit mit den an der Test- oder Kon-
trolllinie nicht gebundenen Partikeln stromt weiter durch das
Membransystem, bis sie von einem Filterpapier aufgesaugt
wird, um den Riickfluss zu verhindern. Die Auswertung eines
LFA kann visuell (qualitativ) oder iiber ein Messgerit
(halbquantitativ) erfolgen. Als Membranmaterial wird haufig
Nitrocellulose verwendet. LFAs sind auch im militdrischen
Bereich von Interesse, da sie auerhalb eines Labors schnell
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einsetzbar sind und einen ersten Uberblick iiber mogliche
Kontaminationen mit bakteriellen Toxinen oder anderen
biologischen Agentien geben konnen.[*"!

Zur quantitativen Analyse werden Routinemethoden (fiir
die Anwendung hinreichende Zuverléssigkeit und Praktika-
bilitiit), Referenzmethoden (Eignung zur Uberpriifung an-
derer Methoden) und definitive Methoden (spezifisch und
richtig) herangezogen. Diese so genannte Methodenhierar-
chie ldsst Unrichtigkeiten fiir definitive Methoden von 0.1-
1%, fiir Referenzmethoden von 3-5% und fiir Routineme-
thoden von 5-10% zu.P"

Die analytische Empfindlichkeit beschreibt die Fahigkeit
einer Methode, zwischen konzentrationsabhéngigen Signalen
zu differenzieren, die analytische Sperzifitit hingegen be-
schreibt die Fahigkeit, nur die gesuchte Substanz zu erfassen,
wobei andere Bestandteile der Matrix das Priifergebnis nicht
beeinflussen. Die statistische Qualitdtskontrolle ist der
Oberbegriff fiir statistische Verfahren der Stichproben- und
Versuchsplanung, die dazu verwendet werden, aufgrund der
Untersuchung geeigneter Stichproben die Qualitdt eines
Produktes zu iiberwachen und auf diese Weise den Produk-
tionsprozess unter Kontrolle zu halten. Die Umsetzung fiir
quantitative laboratoriumsmedizinische Parameter erfolgt
durch laborinterne (Prizisions- und Richtigkeitskontrollen)
und externe Qualitdtskontrollen (Ringversuche).

Die Teilnahme an der externen Qualitdtssicherung
(Ringversuche) dient der objektiven Uberwachung der
Richtigkeit von Ergebnissen quantitativer Laboratoriums-
untersuchungen.

3.2.2. Ausgewidihlte analytische Methoden
3.2.2.1. Immunassay

Unter Immunassays versteht man eine Reihe von Me-
thoden, die sich der Antigen-Antikorper-Reaktion zum
Analytnachweis (z.B. Hormone, Proteine, Arzneimittel) be-
dienen.”>%! An die Stelle von Vollantigenen kénnen auch
Haptene treten. Das Prinzip der Immunassays beruht auf
einer kompetitiven und kooperativen Wechselwirkung eines
markierten und damit messbaren Liganden (L*) mit einem
nichtmarkierten Liganden (L), dem zu bestimmenden Ana-
lyten, mit derselben Bindungsstelle eines Proteins (P). Bei der
Markierung kann es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, ein
Luminogen, ein Fluorophor, ein Enzym oder eine radioaktive
Substanz handeln (daneben ist es auch moglich, die Triibung
aufgrund der Immunkomplexbildung zu messen (siche Ab-
schnitt 3.2.2.2)). Fiir den Fall einer multivalenten Wechsel-
wirkung zwischen Antigen und Antikorper ergeben sich die
Gleichungen (1) und (2):%4

xL yP L/, 1

xL* yP L*XPy 2

Die Konzentration des Komplexes L,P,, [L,P,], ergibt sich
in Abhingigkeit der Konzentration des Liganden, [L], nach
dem Massenwirkungsgesetz zu Gleichung (3):
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L.P, L®
LXPV ‘x* y max -
’ K L

Dieser Zusammenhang entspricht einer kooperativen
Enzymkinetik und wird durch die Hill-Gleichung beschrie-
ben. In Analogie zur enzymologischen Anwendung entspricht
in diesem Falle der Ligand dem Substrat, das Protein dem
Enzym, wobei b der Hill-Exponent ist.

Immunassays zeichnen sich durch eine hohe Spezifitit
und Affinitdt der Antikorper aus. Der Vielzahl kommerziell
erhiltlicher Antikorper entsprechend konnen auch viele
Analyten bestimmt werden. Durch die Automatisierung ist
ein hoher Probendurchsatz méglich. Die Handhabung ist
einfach, eine aufwindige Probenvorbereitung entfillt in den
meisten Fillen. Als problematisch erweisen sich Kreuzreak-
tivitditen mit weiteren Matrixbestandteilen wie Metaboliten
oder strukturverwandten Stoffen. Immunassays werden auf3er
in der klinischen Diagnostik auch in der Umwelt- und
Lebensmittelanalytik verwendet.

Entsprechend der Umsetzung werden verschiedene Im-
munassayvarianten unterschieden.® Verbunden mit der
Vielzahl an Varianten ist auch die Einteilung der Immun-
assays verschieden. Nachfolgend ist eine in der klinischen
Chemie gebriuchliche Einteilung und die Darstellung wich-
tiger Immunassayvarianten wiedergegeben. In Abhéngigkeit
von der Durchfithrung werden homogene und heterogene
Immunassayvarianten unterschieden. Im Unterschied zum
homogenen Immunassay werden beim heterogenen Immun-
assay die ungebundenen Reaktanten vor der Messung abge-
trennt.

Beim heterogenen Immunassay werden zwei weitere
Formen unterschieden: der kompetitive Immunassay und der
immunometrische Assay, auch als , Two-site-Assay“ oder
Sandwich-Immunassay bezeichnet.

Beim kompetitiven Immunassay konkurrieren zugegebe-
ne markierte Analyte (Tracer) mit dem zu bestimmenden
Analyten aus der Probe um eine im Unterschuss vorliegende
Anzahl an Antikorpern (Catcher), die an der Wand des
MessgefiBles fixiert sind. Wéhrend der Inkubation konkur-
rieren die markierten Antigene mit den zu quantifizierenden
Antigenen um die Bindungsstellen der am Reaktionsgefaf3
angelagerten Antikorper. Nach Aufarbeitung dient das Ver-
hiltnis, in dem Probenantigen und Tracer die Bindungsstellen
besetzen, zur Berechnung der Analytkonzentration der Probe
anhand von Kalibrationskurven.

Beim Sandwich-Immunassay konnen zwei weitere wich-
tige Formen unterschieden werden: Der Antigen-capture-
Assay und der Antibody-capture-Assay.

Beim Antigen-capture-Assay liegt der Antikorper fixiert
an der Wand des Reaktionsgefdafles oder fixiert an einem
Latex- oder Magnetpartikel im Uberschuss im Vergleich zum
Analyten vor. AnschlieBend werden die Probe und der mar-
kierte Antikorper gleichzeitig zugegeben (Ein-Schritt-
Assay); alternativ wird zunichst die Probe vorgelegt und
nach Inkubation und Reinigung der markierte Antikorper
zugegeben (Zwei-Schritt-Assay). Das Antigen muss fiir
diesen Test mindestens zwei verschiedene Epitope haben.

Beim Antibody-capture-Assay werden spezifische Anti-
korper in der Probe bestimmt. Hierfiir kann entweder das
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Antigen im Uberschuss an einer festen Phase immobilisiert
werden oder ein klassenspezifischer Anti-Human-Antikorper
(meist gegen IgM) verwendet werden. Nach einem Wasch-
schritt wird der markierte Sekundirantikérper zugegeben.
Dieser bindet gegen den konstanten Fc-Teil des gebundenen
Primérantikorpers. Nach weiteren Waschgiangen erfolgt die
Quantifizierung.

Eine weit verbreitete Markierung ist die Kupplung eines
Enzyms (Meerrettichperoxidase, alkalische Phosphatase, f3-
Galactosidase) an den Antikorper. Das Enzym setzt in einer
anschlieBenden Reaktion ein Substrat in ein chromogenes
Reaktionsprodukt um, dessen Konzentration absorptions-
spektroskopisch nach dem Lambert-Beerschen Gesetz er-
mittelt wird. Dies ist das Prinzip des ELISA-Tests (ELISA:
enzyme linked immunosorbent assay, enzymgekoppelter Im-
munadsorptionstest), mit dem eine schnelle Untersuchung
und Quantifizierung eines Antigens (z.B. Protein, Virus,
Hormon, Toxin, Pestizid) in einer Probe (Blutserum, Milch,
Urin) moglich ist.

Der homogene Immunassay ist unempfindlicher als der
heterogene, aber einfacher in der Aufarbeitung. Eine ver-
breitete Methode ist der ,,enzyme multiplied immunoassay*
(EMIT). Das Testprinzip entspricht einem kompetitiven Im-
munassay, jedoch ohne Immobilisierung des Antikorpers. Das
zugegebene, enzymmarkierte Antigen, das mit dem zu be-
stimmenden Antigen inkubiert wird, konkurriert um eine
Bindungsstelle am zugegebenen Antikorper, durch die es
entweder zur Enzyminaktivierung oder zur Enzymaktivie-
rung kommt. Die Messung erfordert keine zusitzliche Tren-
nung des gebundenen vom freien Analyten.

Hiufig verwendete Enzyme zur Markierung sind die
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und die Malat-Dehy-
drogenase. Durch Bildung des Antigen-Antikorper-Komple-
xes verringert sich die Enzymaktivitidt bei Markierung mit
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase oder verstédrkt sich bei
Markierung mit Malat-Dehydrogenase, d.h., eine hohe
Analytkonzentration in der Probe fiihrt im ersten Fall zu
hohen, im zweiten Fall zu niedrigen Enzymaktivititen.
Nachteilig ist, dass durch den Antikorper die Enzymaktivitat
nicht exakt ein- oder ausgeschaltet wird, sondern nur ver-
stirkt bzw. gehemmt wird, was sich in einer deutlichen
Leerwertaktivitit zeigt.

3.2.2.2. Immunnephelometrie

Die Immunnephelometrie gehort zu den optischen Ana-
lysenverfahren, die zur Quantifizierung des Analyten den
Tyndall-Effekt nutzen. Bei der Bildung von Antigen-Anti-
korper-Komplexen entstehen feindisperse Teilchen in Fliis-
sigkeiten, Suspensionen oder Aerosolen, die das Licht streu-
en.’%¥ Die Intensitit des Streulichtes hingt unter anderem
von der Grofle und Zahl der Teilchen ab. Die Immunnephe-
lometrie kann unterteilt werden in die Immunturbidimetrie
(Tribungsmessung) und in die Immuntyndallometrie (Streu-
ungsmessung). Immunturbidimetrie und Immuntyndallome-
trie entsprechen ihrer Methode nach der Absorptions- bzw.
Fluoreszenzphotometrie, mit dem Unterschied, dass statt
Absorption und Emission von Licht bei verschiedenen Wel-
lenldngen das gestreute Licht bei derselben Wellenlénge ge-
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messen wird."**l Die Immuntyndallometrie, in der allge-
meinen Literatur und im Laborsprachgebrauch als Immun-
nephelometrie (obwohl ein Uberbegriff) bezeichnet, misst
den Anteil des seitlich gestreuten Lichtes. Im Falle der Im-
munturbidimetrie wird die Intensitdtsabnahme des einge-
strahlten Lichts gemessen. Diese Extinktion beruht jedoch
nicht auf einem Absorptionsvorgang, sondern auf der Licht-
streuung.

Da bei der Absorptionsphotometrie wie bei der Immun-
turbidimetrie die Differenz zweier starker Messsignale be-
stimmt wird, sind diese Verfahren bei geringer Analytkon-
zentration weniger empfindlich als Fluoreszenzmessungen
oder die Immuntyndallometrie, bei denen kleine Analyt-
konzentrationen mit der Differenz schwacher Signale ein-
hergehen.” Zur Quantifizierung des Analyten bei der Re-
aktion anhand der Streulichtdynamik gibt es mehrere Me-
thoden: Bei der Endpunktmethode wird das Maximum des
Streulichtwertes fiir die Auswertung herangezogen. Bei der
Zwei-Punkt-Methode (Fixed-Time-Methode) wird die
Streulichtintensitit zu definierten Zeiten an zwei Punkten
gemessen und die Antigenkonzentration anhand der Diffe-
renz der Streulichtwerte ermittelt. Bei der kinetischen Im-
munnephelometrie (Rate-Methode) wird die maximale Re-
aktionsgeschwindigkeit der Immunkomplexbildung zur
Quantifizierung des Analyten herangezogen. Hierfiir werden
die aufgezeichnete Streulichtintensitdtskurve differenziert
und der Wendepunkt ermittelt.

FEine Variante der Immunnephelometrie mit gesteigerter
Nachweisempfindlichkeit ist die partikelverstarkte Immun-
nephelometrie  (partikelamplifizierter —nephelometrischer
Test). In diesem Fall werden Latexpartikel mit Immunglo-
bulinen (Ig) beschichtet, um bei der immunologischen Re-
aktion grofere Partikel zu erzeugen, wodurch sich die
Streulichtintensitit erhoht und die Nachweisgrenze auf das
1000-Fache abgesenkt werden kann."!! Auf diese Weise ist es
moglich, niedrige Analytkonzentrationen zu ermitteln, z.B.
IgA und IgM im Liquor.

Die Préazipitationsreaktion dauert in Losung 90-240 min.
Die Reaktionszeit lésst sich durch Zusatz von 4% Polyethy-
lenglycol 6000 auf wenige Minuten (Immuntyndallometrie)
oder auf 10-15s (Immunturbidimetrie) verkiirzen. In der
klinischen Chemie werden die gewonnenen Messergebnisse
anhand von Kalibrierungskurven in SI-Einheiten umgerech-
net und ausgegeben. Hierin unterscheidet sich die klinische
Chemie von anderen Bereichen, z.B. der Wasseraufberei-
tungstechnologie, wo die Messergebnisse nach Kalibrierung
mit einer Standardsuspension nach lidnder- oder bereichs-
spezifischem Standard in nephelometrischen Triilbungsein-
heiten (nephelometric turbidity unit, NTU) oder in Trii-
bungseinheit/Formazin (TE/F) angegeben werden.

Besondere Aufmerksamkeit muss niedrigen Messwerten
geschenkt werden. Heidelberger und Kendall untersuchten
die Abhéngigkeit der Immunprézipitation vom Konzentrati-
onsverhiltnis Antigen zu Antikorper.**! In der nach ihnen
benannten graphischen Auftragung (Heidelberger-Kendall-
Kurve; Abbildung 4) werden drei Bereiche unterschieden,
die darauf zuriickzufiihren sind, dass sowohl das Antigen als
auch der Antikorper mehrere Bindungsstellen enthalten.
Deshalb entstehen in Abhéngigkeit von ihren Konzentrati-
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Abbildung 4. Kurve nach Heidelberger und Kendall zur Darstellung der
Abhingigkeit der Agglutination vom Konzentrationsverhiltnis Antigen/
Antikérper und des Antigeniiberschusses (High-Dose-Hook-Effekt).
Die Streulichtintensitit des Antigen(Ag)-Antikorper(Ak)-Komplexes
wird in Abhidngigkeit von der Ag-Konzentration bei konstanter Ak-Vor-
gabe aufgetragen. Bei maximaler Prazipitation enthilt der Uberstand
nach der Sedimentation weder Antigen noch Antikérper, d.h., Antikér-
per und Antigen sind in toto vernetzt sedimentiert. Der Bereich mit
der maximalen Prizipitation wird als Zone der Aquivalenz bezeichnet,
d.h. der Aquivalenz von Epi- und Paratop. Rechts und links von der
Zone der Aquivalenz enthilt die Lésung nach Sedimentation entweder
Antikérper (Zone des Antikérperiiberschusses; lineare Beziehung zwi-
schen Prazipitatmenge und Antigenkonzentration) oder I6sliches Anti-
gen (Zone des Antigeniiberschusses, Auflésung des Raumgitters und
dadurch Abnahme der Prizipitatmenge; falsch-niedriges Messergeb-
nis).

onsverhéltnissen unterschiedlich groBe Antigen-Antikorper-
Komplexe und damit Immunprézipitate. Im ersten Bereich
(aufsteigender Ast, Zone des Antikorperiiberschusses; line-
arer Bereich) liegt der Antikérper im Uberschuss vor, und es
resultiert eine nahezu lineare Beziehung zwischen Prizipi-
tatmenge und Antigen-Konzentration. Im zweiten Bereich
(Aquivalenzzone, maximale Prizipitatbildung) nimmt die
Antikorperkonzentration solange weiter ab, bis alle Anti-
korper durch das Antigen gebunden sind und es zur Bildung
eines Raumgitters kommt. Im dritten Bereich (absteigender
Ast, Zone des Antigeniiberschusses) liegt eine hohe Anti-
genkonzentration vor. Dies fithrt zur Auflésung des Raum-
gitters und entsprechend zur Abnahme der Prézipitatmenge.
Aus diesem Grund miissen quantitative Bestimmungen im
ersten Bereich der Heidelberger-Kendall-Kurve stattfinden.
Die Auswertesoftware versucht diesen Fehler, der als Hook-
Effekt bezeichnet wird, zu erkennen. Durch eine automati-
sche Verdiinnung wird eine Wiederholungsmessung gestartet,
damit wieder im Bereich des Antikorperiiberschusses ge-
messen wird.

Der Hook-Effekt (oder auch High-Dose-Hook-Effekt)
bezeichnet die falsch-niedrige Bestimmung von Analyten, die
in sehr hoher Konzentration in Proben vorkommen. Sobald
die Analytkonzentration zu hoch ist, konnen alle Antikor-
perbindungsstellen mit Analyt belegt sein, und zusétzliche
Analytmolekiile werden nicht mehr im Rahmen der Bin-
dungskurve ermittelt. Es kommt zu falsch-niedrigen Mess-
werten. Durch parallele Messungen von verschiedenen Ver-
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diinnungen einer Probe kann das Vorliegen eines Hook-Ef-
fektes bemerkt und die Bestimmung entsprechend korrigiert
werden. Bekannte klinische Parameter, die einem Hook-
Effekt unterliegen konnen, sind beispielsweise Calcitonin,
hCG, CRP, AFP, CA 125, PSA, Ferritin, Prolactin und TSH.

3.2.2.3. Blutzellzdhlung
3.2.2.3.1. Impedanzmessung

Die Kammerzéhlung und Differenzierung des Blutes ist
personal- und zeitintensiv, weshalb versucht wurde, die Dif-
ferenzierung zu automatisieren. In den 1940er Jahren erfand
Coulter die elektronische Zidhlung und Groflenbestimmung
mikroskopischer Partikel durch Impedanzmessung.*Y Das
Prinzip ist weit verbreitet: Blutzellen werden in einer Elek-
trolytlosung suspendiert und diese Suspension durch die
Offnung einer Kapillare gesaugt. Um die Offnung sind zwei
Elektroden platziert (eine innerhalb der Kapillare, eine au-
Berhalb). Bei Passage einer Blutzelle dndern sich der elek-
trische Widerstand und die Leitfdhigkeit proportional zum
Volumen der verdriangten Elektrolytlosung und damit der
ZellgroBe. Fiir jeden Zelltyp sind Schwellenwerte zur Un-
terscheidung festgelegt.

3.2.2.3.2. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie eignet sich zur physikalischen
und molekularen Identifizierung, Zahlung und Sortierung
von Zellen oder Partikeln in Suspensionen. Sie wird auch
héufig als Flusszytometrie, Flussphotometrie oder FACS
(fluorescence activated cell sorting) bezeichnet. Bei der
letztgenannten Bezeichnung handelt es sich um eine Han-
delsmarke der Firma Becton Dickinson.

Die automatische Bestimmung von Zellen in einem
Flusssystem wurde erstmals 1934 von Moldavan vorge-
stellt.*! Als Problem erwies sich die Zellaggregation in den
diinnen Messkapillaren. Dieses Problem konnte Anfang der
1950er Jahre durch Umbhiillung des Zellstroms mit einem la-
minar stromenden Fliissigkeitsmantel gelost werden (Abbil-
dung 5).14!

Die Quantifizierung und die Analyse von Zellen beruhen
auf der Emission von Streulicht bei Passage eines Laserstrahls
in Abhéngigkeit von der relativen Grofe, Granularitit oder
Komplexitidt der Zellen. Hierbei werden die in einer Losung
befindlichen Zellen durch eine Kapillare gesaugt und pas-
sieren im Sensormodul einzeln einen Laserstrahl. Die Zellen
streuen einen Teil des Lichts, das von Photovervielfachern
detektiert wird. Das Ausmaf3 der Lichtstreuung korreliert mit
der Grofle der Zelle sowie ihrer Granularitdt oder Komple-
xitdt. Demzufolge streuen beispielsweise segmentkernige
Granulozyten, die iiber viele zytoplasmatische Granula ver-
fiigen, deutlich mehr Licht als die sehr glatten Lymphozyten.
Das Vorwirtsstreulicht (FSC =forward scatter) ist ein MaB
fiir die Beugung des Lichts im flachen Winkel und héngt vom
Zellvolumen ab. Das Seitwirtsstreulicht (SSC=sidewards
scatter) ist ein Maf fiir die Brechung des Lichts im rechten
Winkel, die von der Granularitit der Zelle, der GroB3e und
der Struktur des Zellkerns sowie der Menge intrazelluldrer
Bestandteile abhingt (Abbildung 6). Mit diesen beiden Pa-
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Abbildung 5. Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung: Bei der
Durchflusszytometrie werden Zellsuspensionen auf Einzelzellniveau
untersucht. Die Zellen werden hierfiir durch hydrodynamische Fokus-
sierung in eine Einzellzellsuspension gebracht. Hierbei wird die Zell-
suspension der Probe aus dem Probenreservoir angesaugt. Ein Hull-
strom, der eine héhere FlieRRgeschwindigkeit aufweist als der Proben-
strom, umschliefit den Probenstrom und engt diesen dadurch bis auf
wenige Mikrometer Durchmesser ein.

rametern lassen sich z.B. die Zelltypen des Blutes bereits
recht gut unterscheiden. An diesem von Hulett, Bonner et al.
Anfang der 1970er Jahre eingefiihrten Prinzip hat sich bis
heute nichts geédndert, lediglich die Zahl der Detektions-
kanile fiir die simultane Detektion von mehreren Fluores-
zenzfarbstoffen und die Zahl der Laseranregungslichtquellen
wurden erhoht.*

Parallel hierzu ist es, je nach Ausstattung der Gerite,
moglich, fluoreszenzmarkierte Zellen zu messen. So werden
fir die Diagnostik und Differenzierung der verschiedenen
Leukédmien die Leukozyten mit fluoreszenzmarkierten Anti-
korpern gegen leukdmiespezifische Oberflachenproteine in-
kubiert. Durch die anschlieBende Messung lésst sich zeigen,
ob der markierte Antikdrper gebunden hat und somit dieses
Oberflachenprotein auf den Leukozyten exprimiert ist. Au-
Berdem ist es moglich, Zellen nach Markierung zu sortieren.
Durch den Einsatz von Lasern, die bei verschiedener Wel-
lenldnge arbeiten, in Kombination mit unterschiedlichen Fil-
tern konnen die Zahl der verwendbaren Farbstoffe und damit
die Informationsdichte erhoht werden (Abbildung 6).

Die Durchflusszytometrie ist ein Routineverfahren in der
Immunologie und Hématologie. Sie dient in der téglichen
Routineanalytik zur Erstellung des maschinellen Differen-
tialblutbildes. Abbildung 7 zeigt das Verteilungsmuster
(Streudiagramm, Punktauftragung) eines unauffilligen Dif-
ferentialblutbildes. Die Zellpopulationen des weilen Blut-
bildes stellen sich als Punktwolken dar. Sind die Punktwolken
nicht mehr begrenzt, kann dies ein Hinweis auf eine Verén-
derung im weien Blutbild sein. In Abbildung 8 ist eine so
genannte , Linksverschiebung®, d.h. das Auftreten jugendli-
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Abbildung 6. Prinzip der Durchflusszytometrie: Ein Partikel (evtl. fluo-
reszenzmarkiert) oder eine Zelle (evtl. fluoreszenzmarkiert) wandert in
einem Flussigkeitsstrom durch einen Laserstrahl. Dabei wird fiir jede
Zelle oder jedes Partikel gemessen, wie viel Licht absorbiert wird (for-
ward scatter; ergibt die relative GréRRe), wie viel Licht reflektiert wird
(sidewards scatter; ergibt die relative optische Dichte), sowie, falls
eine Fluoreszenzmarkierung durchgefiihrt wurde, welche Fluoreszen-
zen emittiert werden (Detektion abhingig von den Detektoren, den
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen und der Wellenldnge des Anre-
gungslichtes). Filter und Spiegel regulieren das Licht so, dass es auf
die richtigen Detektoren trifft.

cher, unreifer Granulozyten, dargestellt. Sie kann z.B. im
Rahmen von Infekten, Entziindungen und Neoplasien auf-
treten. In Fillen mit unklarer Abgrenzung der Zellpopula-
tionen im Streudiagramm sind die Anfertigung eines Aus-
strichpréparates und die drztliche Differenzierung der weiflen
Blutzellen obligat.

Daneben wird die Durchflusszytometrie in der biologi-
schen Forschung und Umweltanalytik verwendet. Von Inter-
esse sind hidufig die Untersuchung der Expression von
Oberflichenmolekiilen oder intrazelluldiren Molekiilen auf
Einzelzellebene. Die Zellen werden mit fluoreszenzmarkier-
ten monoklonalen Antikdrpern oder mithilfe von fluoreszie-
renden Fusionsproteinen markiert. Andere Anwendungen
sind Experimente zur Zellzyklusanalyse, Apoptose-Assays
unter Verwendung von RNA/DNA-Farbstoffen oder die
Analyse des intrazelluldaren pH-Werts oder von Ionenfliissen
an Membranen mithilfe geeigneter Fluoreszenzfarbstoffe.
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Abbildung 7. Verteilungsmuster (Streudiagramm) der Blutzellen in der
Durchflusszytometrie (Differentialblutbild). Die einzelnen Zellpopula-
tionen des weifden Blutbildes stellen sich als Punktwolken dar. Bewer-
tung als unauffilliges Differentialblutbild.1 = Debris, entstanden z.B.
durch Lyse der Erythrozyten; 2=Lymphozyten; 3 = Monozyten;

4 = neutrophile und basophile Granulozyten; 5=eosinophile Granulo-
zyten. SSC = Seitwirtsstreulicht; SFL=Fluoreszenzintensitat =side
fluorescence.

SFL

Abbildung 8. Verteilungsmuster (Streudiagramm) der Blutzellen in der
Durchflusszytometrie (Differentialblutbild). Die Zellpopulation 4 zeigt
sich nicht als Punktwolke, sondern es zeigt sich eine zweite, nicht ho-
mogene Zellpopulation (5). Dabei handelt es sich um Vorlauferzellen
der Granulozytopoese (unreifer Formen) im Rahmen einer ,Linksver-
schiebung*. Diese tritt z.B. im Rahmen von Infektionen, Entziindun-
gen und Neoplasien auf. 1 =Debris, entstanden z.B. durch Lyse der
Erythrozyten; 2 =Lymphozyten; 3 =Monozyten; 4 =neutrophile und
basophile Granulozyten; 5=Vorlduferzellen der Granulozytopoese;

6 =eosinophile Granulozyten.

3.2.2.4. Funktionelle Gerinnungsdiagnostik

AuBler der Quantifizierung von Analyten spielt auch die
Ermittlung ihrer physiologischen Funktionstiichtigkeit eine
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wichtige Rolle. So ist im peri- und postoperativen Manage-
ment nicht nur die Zahl der Thrombozyten von Bedeutung,
sondern auch ihre Funktionstiichtigkeit im Hinblick auf die
zelluldre Gerinnung, %!

Der erste Versuch einer einheitlichen Gerinnungserfas-
sung der zelluldren und plasmatischen Gerinnung, erfolgte
1878 durch von Vierordt (1818-1884).7 Er zog ein weiBes
Pferdehaar durch eine 5 cm lange, mit Blut gefiillte Glas-
kapillare und maf} die Zeit bis zum ersten Erscheinen eines
Fibrinstrangs. Die Einfithrung der Thrombelastographie
(TEG), eines Verfahrens zur Erfassung der funktionellen
Gerinnung (Globaltest des Gerinnungssystems), durch Har-
tert 1948 ermoglichte nicht nur die Bestimmung einzelner
oder weniger Gerinnungsparameter, sondern auch die Be-
obachtung der Dynamik der Gerinnung sowie der Fibrinoly-
se.”* Die TEG ergibt ein viskoelastisches Maf der Bildung
und Auflosung des Gerinnsels, mit dem sich gleichzeitig Ge-
rinnungsstatus, Thrombozyten-Fibrinogen-Wechselwirkung,
Thrombozytenfunktion und Fibrinolyse ermitteln lassen. Die
Weiterentwicklung in Form der Rotationsthrombelastogra-
phie (ROTEM) durch Calatzis et al. 1996 verbesserte die
Methode vor allem im Hinblick auf Routinetauglichkeit be-
ziiglich der Messzeit und Messempfindlichkeit.’® Das Prinzip
dieser Technik basiert auf der Anderung der Oszillation eines
Stempels, der in eine mit Blut gefiillte Kiivette eintaucht. Der
Stempel, stabil gefiihrt durch das Kugellager, oszilliert um
einen Winkel von 4.75° angetrieben durch eine Feder
(Abbildung 9). Bei Einsetzen der Gerinnung und Bildung von
Fibrinfdden zwischen Stempel- und Messkiivettenwand
kommt es zur Dampfung der Oszillation, was durch das op-

Spiegel

Drehwinkel

+/- 4.75° <«— Lichtquelle

Auswerteeinheit

" Detcktionscinheit
]

—— Kugellager

Lichtstrahl

Stempel
Fibrinfiden

<— Messkilvette

Abbildung 9. ROTEM-Prinzip.””! Vor Beginn der Messung wird der
Rithrstempel in seiner Halterung am Messgerit fixiert und die Kiivette
in einen Metallblock hineingedriickt. Nach Zugabe der Blutprobe und
des Startreagens werden spezifische Reagentien fiir den jeweiligen Test
hinzugesetzt, und die Messung wird gestartet. Die Bewegung des
Stempels wird mechanooptisch an das Computersystem weitergeleitet.
Die durch Gerinnselbildung eingeschrinkte Bewegung des Stempels
wird in die TEG-Amplitude umgerechnet, die somit ein stetiges Mafd
fir die Gerinnselfestigkeit darstellt. Die fir das ROTEM entwickelten
Aktivatoren beschleunigen das Einsetzen der Gerinnung und fithren
daher in bedeutend kiirzerer Zeit (10 min statt 45-60 min mit klassi-
schen Geraten) zu Ergebnissen.
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tische System (Lichtquelle — Spiegel — CCD-Zeilensensor)
registriert und an einen Computer weitergeleitet wird. Im
weiteren Verlauf der Messung setzt die Fibrinolyse ein, wes-
halb die Oszillation des Stempels wieder zunimmt. Die Os-
zillationsverdnderungen des Stempels werden aufgezeichnet,
und man erhilt die typische TEG-Kurve (Abbildung 10).
Anhand des zeitlichen Verlaufs und der Anstiegssteilheit der
Kurve sowie durch Wahl verschiedener standardisierter
Testansétze lassen sich Gerinnungsstorungen diagnostizieren
und differenzieren.

80
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Abbildung 10. Verlauf und Parameter des Thrombelastogramms
(ROTEM-Analyse) einer gesunden Person, modifiziert nach Lit. [56]
(aus historischen Griinden wird die Kurve zweischenklig aufgetragen
und die Ordinate in mm bemaft). Die Gerinnungszeit (coagulation
time/clotting time, CT [s]) ist die Zeit von Beginn der Messung bis
zum Einsetzen der Gerinnung (Aktivierung der Gerinnungskaskade,
Thrombinbildung, Beginn der Gerinnselbildung). Die Gerinnselbil-
dungszeit (clot formation time, CFT [s]) ist definiert als die Zeit ab
dem Beginn der Gerinnung bis zum Erreichen einer Gerinnselfestigkeit
von 20 mm (Verfestigung des Gerinnsels durch das Zusammenwirken
der Fibrinpolymerisation, der Thrombozytenaggregation und der Aktivi-
tat des fibrinstabilisierenden Faktors XIII; CFT und a-Winkel sind ein
Maf fiir die Elastizititszunahme des Gerinnsels). Die maximale Ge-
rinnselfestigkeit (maximum clot firmness, MCF [mm]) ist die maximale
mechanische Ausprigung des Gerinnsels (zunehmende Verfestigung
des Gerinnsels durch das Zusammenwirken der Fibrinpolymerisation
und -vernetzung, der Thrombozytenaggregation und der Aktivitit des
fibrinstabilisierenden Faktors XIII). Die maximale Lyse (maximum lysis,
ML [%]) ist die Stabilitit des Gerinnsels gegeniiber der fibrinolytischen
Aktivitat (Gerinnsellyse). Bei einem Mangel an prokoagulatorischen
Faktoren, einer Thrombozytopenie oder der Wirkung von Antikoagulan-
tien wie Heparin wird eine Verlingerung der CT beobachtet. AX [mm]
ist die Amplitude zu einem Zeitpunkt X; sie fliefit in die Bewertung der
MCF mit ein. Die Gerinnselfestigkeit ist ein Maf fiir die Stirke und
Belastungsfihigkeit eines Gerinnsels (Gerinnselqualitit) und ist ab-
hiangig z. B. von der Thrombozytenzahl, der Fibrinogenkonzentration
und der Faktor-XIlI-Aktivitat. Physiologisch setzt die Lyse innerhalb von
60 min ein.

Die Vollblut-Impedanz-Thrombozytenaggregometrie
wurde zu Beginn der achtziger Jahre von Cardinal und Flower
vorgestellt.”® Eine Weiterentwicklung dieser Methode stellt
das Multiplate dar, das mafBgeblich von Calatzis et al. mit-
entwickelt wurde.”**! Bei dieser Methode tauchen in die
Blutprobe zwei parallel positionierte Elektroden ein (Abbil-
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dung 11). Wihrend des initialen Kontaktes mit Vollblut
werden die Elektroden zum Teil mit Thrombozyten bedeckt.
Ohne aggregationsfordernde Reagentien bleibt die Leitfa-

A

Thrombozyt

s aktivierter Thrombozyt

Elektroden

Messzelle

Abbildung 11. Prinzip des Impedanz-Thrombozytenaggregationstests
von Multiplate. Zwei Elektroden, an denen eine Wechselspannung an-
gelegt ist, tauchen in eine Kiivette, die mit Vollblut gefiillt ist. Es wird
der Anstieg der Impedanz (Wechselspannungswiderstand) nach einer
Aktivierung der Thrombozyten mit verschiedenen Aktivatoren als
Flache unter der Aggregationskurve innerhalb von 6 min gemessen.

higkeit bei einem bestimmten Stromfluss konstant. Nach
Zugabe von Aggregationsstimulantien (z.B. Adenosindi-
phosphat (ADP), Arachidonsdure, Prostaglandine, Ristoce-
tin, Thrombin) steigt die Impedanz (Wechselspannungswi-
derstand) wegen der Aggregation der Thrombozyten an den
Elektroden. Die Impedanzdnderung ist proportional zur
Thrombozytenaggregation und wird als Fliache unter der
Aggregationskurve angezeigt.

Mithilfe des Platelet Function Analyzers (PFA 100) kann
die Thrombozytenfunktion durch die Bestimmung der Ka-
pillarverschlusszeit getestet werden.*"%! Vollblut wird in eine
Kammer gefiillt, die ins Gerit eingesetzt wird. AnschlieBend
zieht das Gerit die Blutprobe durch Anlegen von Vakuum
durch ein diinnes Rohrchen, das innen mit Kollagen und
Adrenalin oder ADP ausgekleidet ist. Diese Substanzen
regen die vorbeistromenden Thrombozyten zur Adhésion
und Aggregation an. So bildet sich im Inneren des Rohrchens
ein Thrombus, der den weiteren Blutfluss stoppt. Die Zeit
zwischen Testbeginn und Ende des Blutflusses wird gemessen
und als Verschlusszeit angegeben.

3.2.3. Point-of-Care-Testung (POCT)

POCT bedeutet soviel wie ,,Vor-Ort-Diagnose®, denn
auch unter bestmoglicher Organisation aller praanalytischen
(im Besonderen der Materialtransport) und analytischen
Ablaufe wird gerade wegen der Vielzahl an Untersuchungs-
auftrdgen Zeit bis zur Erstellung des Laborbefundes und
damit zur weiteren Sicherung der Diagnose bendétigt. Um
diese Zeitspanne (turnaround time, TAT) moglichst gering zu
halten, gehen neben Intensivstationen, Nothilfen, Operati-
onsbereichen und Ambulanzen der Krankenhduser auch
niedergelassene Arzte zunehmend dazu iiber, wichtige Ana-
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lysen dezentral und patientennah (near patient testing) mit
POCT-Geriten durchzufiihren.™ Charakteristika der POCT
sind eine patientennahe quantitative oder halbquantitative
Einzelprobenmessung, keine Probenaufbereitung (meist
Vollblut als Untersuchungsmaterial), keine Pipettierschritte,
gebrauchsfertige Reagentien und einfach zu bedienende
Messgerite.! Ein weiteres Merkmal ist die Verwendung von
Unit-Use-Reagentien, d.h., alle fiir die Untersuchung beno-
tigten Substanzen sind auf dem Teststreifen. Die zugrunde
liegende Technik ist die Biosensorik. Die Messsysteme ba-
sieren auf trockenchemischen, immunchromatographischen
und elektrochemischen Messmethoden. Die Messzeit liegt im
Minutenbereich. Vor allem bei akuten Notféllen sowie in der
intensivmedizinischen Uberwachung hat die Blutgasanalyse
(BGA), eine Anwendung der POCT, einen hohen Stellen-
wert, da sie den aktuellen Status quo des Patienten beziiglich
der Verteilung von Sauerstoff und Kohlendioxid sowie des
pH-Werts, des Blutglucosewerts, der Elektrolyte und des
Sdure-Basen-Haushalts widerspiegelt. Somit ist eine indivi-
duelle Therapie des Patienten z.B. im Rahmen einer kiinst-
lichen Beatmung oder einer Dialyse moglich.*®!

Weit verbreitet ist auch die Bestimmung von Enzymen
(alkalische Phosphatase (AP), Glutamat-Oxalacetat-Trans-
aminase (GOT = Aspartat-Aminotransferase = ASAT =
AST), Glutamat-Pyruvat-Transaminase = (GPT = Alanin-
Aminotransferase = ALAT = ALT), y-Glutamyl-Transferase
(y-GT), a-Amylase, Kreatinkinase (CK)), Elektrolyten (Na*,
K*, Ca’', Cl , Mg*") sowie einer Vielzahl von Stoffwechsel-
groBen (Bilirubin, Gesamt-, HDL(high density lipoprotein)-
und LDL(low density lipoprotein)-Cholesterin, Triglyceride,
Glucose, Harnsdure, Kreatinin, Harnstoff und Lactat). Da-
neben wird versucht, weitere Notfallparameter, beispiels-
weise Herzmarker (Troponin T oder I) oder das D-Dimer im
Rahmen eines Lungenembolieausschlusses mithilfe von
POCT zu bestimmen.””! Die analytische Qualitit ist fiir kli-
nische Zwecke in aller Regel ausreichend, akzeptable Kor-
relationen zwischen POCT-Messergebnissen und den Befun-
den etablierter Labormethoden wurden nachgewiesen.[**®
Allerdings muss beachtet werden, dass Richtigkeit und Pra-
zision bei POCT-Messungen aus methodischen Griinden
(Anfilligkeit gegen Interferenzen, Entfall der Probenmate-
rialvorbereitung, Messprinzip) hdufig denen der Labordia-
gnostik unterlegen sind, weshalb die Validitdt der POCT-
Resultate in klinischen Notfallsituationen besonders iiber-
priift werden muss, z.B. Analytwerte bei Patienten mit er-
hohtem Blutglucose- oder Hamatokritwert.["%7!

3.2.4. Laborstraflen

Bei LaborstraBen handelt es sich um prozessoptimierte
Anlagen, die zeitaufwindiges Sortieren von Proben, das
Zentrifugieren sowie das Entfernen des Deckels der Pro-
bengefédfle iibernehmen. Anhand des Strichcodes der Rohr-
chen wird erkannt, welche Parameter bestimmt werden
sollen. Die Probengefdf3e werden anschlieBend vollautoma-
tisch den jeweiligen Messstationen zugefiihrt. Nach der Be-
stimmung der Analyte werden sie am Ende der Laborstraie
zur Ablage einsortiert. Die Erstellung von Aliquots ist
ebenfalls moglich und erfolgt vollautomatisch, wenn Para-
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meter an mehreren Stationen bestimmt werden sollen. Falls
ein Parameter wiederholt gemessen werden muss, wird au-
tomatisch das bereits einsortierte Probengefaf3 gesucht und
der Parameter analysiert. Im Falle von Parametern fiir Spe-
zialuntersuchungen wie die Durchflusszytometrie werden die
Proben aussortiert und im Ausgabebereich gesammelt (Ab-
bildung 12).

Bestiickung

Archivierung

Abbildung 12. Eine Laborstrale: Die Probenréhrchen werden automa-
tisch eingelesen und eventuell zentrifugiert, die Kappen der Proben-
réhrchen werden automatisch entfernt (links im Bild). Anhand der an-
geforderten Parameter (codiert im Strichcodeetikett) werden die Pro-
benréhrchen den einzelnen Analysenautomaten zugefiihrt und an-
schlieRend an die Sammelstelle zur Archivierung transportiert (rechts
im Bild).

3.2.5. Forschung und aktuelle Entwicklungen
3.2.5.1. Biosensorik

Die Biosensorik beschreibt einen Prozess, bei dem spe-
zifische Informationen iiber die biochemische Zusammen-
setzung einer Analysenprobe in Echtzeit erhalten werden.
Der Biosensor ist ein miniaturisiertes Analysensystem, das
biospezifische Wechselwirkungen ohne zusétzliche Markie-
rung im Durchflusssystem erfassen kann. Auf der Sensor-
oberfliche sind biologische Erkennungselemente immobili-
siert, die eine biospezifische Wechselwirkung mit definierten
Analyten eingehen kénnen." Diese Wechselwirkung wird in
ein physikalisch messbares optisches, elektrochemisches,
thermisches, mechanisches, elektrisches oder magnetisches
Signal iibersetzt und quantitativ oder qualitativ dargestellt.”™

Das Prinzip von Enzymelektroden (Enzyme, die auf
einem Messfiihler aufgebracht sind) wurde Anfang der
1960er Jahre von Clark, Jr. patentiert. Clark und Lyons be-
schrieben eine Enzymelektrode zur Bestimmung von Blut-
zucker, bei der das Enzym Glucoseoxidase mit einer semi-
permeablen Membran vor einer Sauerstoffelektrode fixiert
wurde.’"! Seit dieser Zeit sind zahlreiche weitere Enzyme
verwendet worden. Daneben werden auch andere Biokom-
ponenten, wie Organellen, intakte Zellen, Antikorper und
Rezeptoren, als Erkennungselemente eingesetzt. Diese tra-
ditionell verwendeten Erkennungssysteme wurden in neuerer
Zeit durch Nucleinsduren sowie synthetische und semisyn-
thetische (biomimetische) Erkennungssubstanzen erweitert.
Hier sind besonders DNA, RNA, Peptidnucleinsduren
(PNAs), Synzyme (synthetische Enzyme) und Molecular
Imprinting (molekular geprigte Polymere, die bestimmte
Zielstrukturen erkennen (vgl. antikérperdhnliche Affinitét
und Selektivitdt)) zu nennen. Durch Nutzung des Protein-
Engineering werden gezielt verdnderte Proteine, Antikorper
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und Enzyme erhalten. Die Erzeugung von optimalen Bin-
dungsmolekiilen auf Aminosdure- und Nucleinsdurebasis
wird durch Kombination der Synthese grofler kombinatori-
scher Peptid- und RNA-Bibliotheken, Selektion nach Bin-
dungsstirke zum Analyten und enzymatischer Verstirkung
realisiert.

Beispiele sind Immun- und Nucleinsduresensoren, enzy-
matische und mikrobielle Sensoren sowie rezeptorbasierte
Sensoren. Zur Detektion dienen in der Biosensorik vor allem
enzymatische Umsetzungen, die piezo-elektrische Quarz-
Mikrowaage, aber auch verschiedene optische Verfahren, wie
die zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie, sowie die
Oberflachenplasmonenesonanzspektroskopie (Detektion
von Massenidnderungen in einem evaneszenten Feld). Daraus
ergibt sich eine Reihe von biochemischen, molekularbiolo-
gischen und medizinischen Anwendungen.””” Ein gutes
Beispiel auf dem labormedizinischen Sektor ist die Entwick-
lung eines Glucosesensors, der — im Gewebe platziert — eine
kontinuierliche Echtzeit-Blutzuckerbestimmung sowie tiber
einen Riickkopplungsmechanismus die direkte und automa-
tische Verabreichung von Insulin ermdglicht (kiinstliche
Bauchspeicheldriise). Biosensoren finden daneben ihre An-
wendung im Bereich der POCT-Messungen (Blutgase, Elek-
trolyte, Stoffwechselmetabolite). Weitere zukiinftige Ein-
satzgebiete sind der Nachweis kleinster Tumoren im Rahmen
der Krebsvorsorge, die Allergiediagnostik, die Erforschung
des menschlichen Erbgutes und die Mikrobiologie. Der
Bakteriennachweis beruht beispielsweise auf einer elektro-
chemischen Messung mit Kohlenstoffnanorohren, die mit
Aptameren, d.h. kiinstlichen DNA- oder RNA-Fragmenten,
als bakterienspezifischen Bindestellen beschichtet sind.
Binden Bakterien an die Aptamere, ldsst sich eine elektrische
Spannungsinderung detektieren.”!

3.2.5.2. Personalisierte Medizin

Hierunter versteht man die gezielte Behandlung eines
Patienten nach vorheriger Erhebung seines genetischen Pro-
fils, da dieses Ausmall und Dauer sowohl der Medikament-
wirkung wie auch der Nebenwirkungen beeinflussen kann.
Mit der personalisierten Medizin wird die Arzneimittelthe-
rapie mehr und mehr auf einzelne Patientengruppen in Ab-
héngigkeit von deren genetischem Profil abgestimmt.

Vereinzelt kommt die personalisierte Medizin bereits
beim Patienten an. Die amerikanische Arzneimittelbehorde
(Food and Drug Administration, FDA) hat 2005 erstmals vor
der Anwendung Warfarin-haltiger Produkte beim Patienten
einen genetischen Test empfohlen.” Warfarin, ein Vitamin-
K-Antagonist aus der Gruppe der Cumarine, wird zur Hem-
mung der Blutgerinnung eingesetzt, um beispielsweise bei
Risikopatienten die Gefahr von Thrombosen und Schlagan-
fillen zu senken. Da ca. 30 % der Patienten Warfarin wegen
bestimmter Genvariationen langsamer abbauen und deshalb
— bei Standarddosierung — einen zu hohen Warfarin-Spiegel
im Korper aufweisen, kann es zu schweren Blutungen
kommen. Im Umkehrschluss bleibt bei einer zu niedrigen
Dosierung die angestrebte Senkung des Thromboserisikos
aus. Zuriickzufiihren ist dieser unterschiedliche Abbau des
Warfarins auf Varianten des Cytochrom-P450(cyp)2¢9- und
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vkorcl-Gens.™ Weitere Beispiele sind die Gene cyp2d6 und
cyp2cl9, die fir Enzyme codieren, die Propharmaka in die
aktiven Metaboliten umwandeln (cyp2d6: Tamoxifen, ein
Therapeutikum bei Ostrogen-Rezeptor-positiven Brust-
krebserkrankungen, in den Wirkstoff Endoxifen; cyp2ci9:
Clopidogrel, ein Medikament zum Schutz vor einem Wie-
derverschluss geoffneter Herzkranzgefiafe, in das pharma-
kologisch aktive Thiolderivat).®"*! Das genetische Profil der
Patienten hilft dabei, die Dosierung dieser Wirkstoffe gezielt
auf den jeweiligen Patienten abzustimmen, um die ge-
wiinschte Wirksamkeit zu gewihrleisten und vor allem auch
unerwiinschte Nebenwirkungen zu vermeiden.

Der humane epidermale Wachstumsfaktorrezeptor 2
(human epidermal growth factor receptor 2; HER2 =HER2/
neu =c-erbB-2) spielt eine wichtige Rolle beim normalen
Wachstum und bei der Ausreifung von Korperzellen. Im
Vergleich zu normalen Korperzellen kann bei Krebszellen die
Zahl der Rezeptoren auf das 10- bis 100-Fache der Norm
gesteigert sein. Man spricht dann von einer HER2-Uberex-
pression. Dies ist meist mit einer gesteigerten Genamplifi-
kation verbunden, d.h. einer Erh6hung der Zahl von HER2-
Genkopien im Zellkern. Der Nachweis des HER2-Proteins
bei Brustkrebs mit spezifischen Tests ermoglicht es, Patien-
tinnen zu identifizieren, die voraussichtlich auf eine Therapie
mit dem rekombinanten humanisierten monoklonalen IgG;-
Antikorper Trastuzumab (Herceptin) ansprechen — einem
Medikament, das gezielt auf diesen Wachstumsfaktor-Re-
zeptor wirkt.[®!

Panitumumab (Vectibix) ist ein humaner rekombinanter
Anti-EGFR-Antikorper (IgG,) gegen den epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor receptor,
EGFR) der in der Therapie des metastasierten kolorektalen
Karzinoms eingesetzt wird. Die Therapiekosten konnen sich
hierbei auf tiber 100000 Euro pro Patient belaufen. Nach
aktuellen Daten scheint die Therapie mit Anti-EGFR-Anti-
korpern aber nur bei Patienten sinnvoll zu sein, deren Tumor
keine Mutation des K-ras-Gens aufweist (etwa 60 % der Pa-
tienten).®™ Die Bestimmung des K-ras-Mutationsstatus ist ein
préadiktiver Biomarker fiir das Ansprechen der Therapie mit
Panitumumab; dem Patienten werden damit schwere Ne-
benwirkungen und den Trigern des Gesundheitssystems
Kosten erspart.

Des Weiteren ist ein Genchip verfiigbar, um die indivi-
duelle Ausstattung eines Patienten mit Genen fiir bestimmte
Medikamente abbauende Leberenzyme zu erfassen, da diese
bei einigen Arzneimitteln wiederum fiir die Wahl der geeig-
neten und erforderlichen Dosierung von grofler Bedeutung
ist. Weitere Beispiele sind Azathioprin und Mercaptopurin,
die gegen Autoimmunkrankheiten bzw. gegen Leukédmie
eingesetzt werden.®!

Generell miissen fiir die Etablierung von Parametern der
personalisierten Medizin drei grundsitzliche Aspekte er-
forscht und abgesichert sein:

e Die Messgenauigkeiten und -empfindlichkeiten fiir den
jeweiligen Marker miissen valide sein.

@ Der Test muss eine Krankheit zuverlissig feststellen oder
vorhersagen konnen.

o Der Test muss klinisch relevant sein, d.h., die Bedeutung
des Befundes fiir den einzelnen Patienten muss klar sein,
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inklusive moglicher préaventiver oder therapeutischer
Ansatzpunkte.

3.2.5.3. Kontroll-, Kalibrierungs- und Referenzmaterialien

Im Rahmen der internen Qualitdtssicherung wird nach
den gingigen Richtlinien fiir jeden Analyten die Fiithrung
eines Kontrolljournals gefordert. Fiir jeden Analyten miissen
pro Analysenserie Kontrollen zu Beginn der Messreihe und
im Verlauf in verschiedenen Konzentrationsbereichen ge-
messen werden. Konkret bedeutet dies, dass die Analysen-
werte der Kontrollen nicht ausschlieBlich in der Mitte des
Messbereichs liegen diirfen, sondern auch Kontrollen an der
Ober- und Untergrenze des Messbereichs gemessen werden
miissen und dass das Ergebnis im Kontrolljournal dokumen-
tiert werden muss. Ebenso miissen Abweichungen vom
Konzentrationsbereich dort dokumentiert werden. Sollten die
vorgegebenen Konzentrationsbereiche nicht eingehalten
werden konnen, ist eine Kalibrierung des Analysengerites
durchzufithren. Durch Auswerten der Kontrolljournale
werden Prizision (MaB fiir die Ubereinstimmung unabhin-
giger Messergebnisse unter verschiedenen Messbedingungen,
z.B. Zeit, untersuchende Person) und Richtigkeit (MaB fiir
die Ubereinstimmung zwischen dem in einem Kontrollzyklus,
z.B. in einem Monat, erhaltenen Mittelwert und dem Ziel-
wert) ermittelt.

Es ist empfehlenswert, diese Mindestanforderung durch
freiwillige zusétzliche Kontrollen zu ergdnzen, damit Fehler
bei der Analytbestimmung (z.B. durch Geriteverunreini-
gungen) frithzeitig erkannt werden konnen. Dariiber hinaus
werden in vielen Laboratorien so genannte Pools vermessen.
Diese werden im Labor selbst durch Zusammenfiigen hu-
maner Seren hergestellt und weisen damit eine komplexere
Matrix auf als Kontrollen, die hdufig synthetisch hergestellt
werden. Pools werden ebenfalls fiir verschiedene Konzen-
trationsbereiche hergestellt.

Kontroll- und Kalibrierungsmaterialien werden vom
Hersteller der Gerdte meist mit angeboten. Hierbei ergibt
sich das Problem, dass der Reagentiensatz zur Analytbe-
stimmung zwar gute Ergebnisse mit den synthetischen Kon-
troll- und Kalibrierungsmaterialien liefert (da von einem
Hersteller), jedoch bei stark matrixbelasteten Patientenpro-
ben Kreuzreaktivititen oder andere Stérungen auftreten.[57
Aus diesem Grund ist fiir einen Teil der Untersuchungen aus
humanem Material ein Messen mit einem anderen Testsystem
unerlésslich oder eine umfangreiche Probenvorbereitung
notig. Es besteht daher ein Interesse an der Verbesserung von
Kalibrierungs- und Referenzmaterialien und deren Matrix,
damit diese vergleichbar zu biologischen und humanen
Proben sind.®**! Grundlegende Richtlinien fiir Referenz-
materialien werden von der ISO und deren Komitee fiir Re-
ferenzmaterialien (ISO-REMCO) festgelegt. Gemafs ISO/
IEC Guide 99:2007 International vocabulary of metrology —
Basic and general concepts and associated terms (VIM) sind
Referenzmaterialien Materialen oder Substanzen von aus-
reichender Homogenitdt, von denen einer oder mehrere
Merkmalswerte so genau festgelegt sind, dass sie zur Kali-
brierung von Messgeriten, zur Beurteilung von Messverfah-
ren oder zur Zuweisung von Stoffwerten verwendet werden

www.angewandte.de

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

J. Durner

(z.B. der Gehalt eines bestimmten Ions oder die elektrische
Leitfahigkeit eines Stoffes). Referenzmaterialien werden
iiblicherweise mit Zertifikat ausgegeben, d.h., die Merk-
malswerte sind mit zugehoriger Messungenauigkeit (Ver-
trauensintervall) aufgefiihrt. AuBerdem wurden die vom
Hersteller angegebenen Merkmalswerte durch ein unabhén-
giges Bestimmungsverfahren bestitigt. Laboratorien, die
solche Zertifikate ausstellen diirfen, werden wiederum einer
standigen Qualitédtskontrolle unterzogen. Auf dem Zertifikat
ist auBerdem die Homogenitdt des Referenzmaterials ver-
zeichnet. Sie gibt an, bis zu welcher Mindesteinwaage die
zertifizierten Merkmalswerte giiltig sind. Referenzmateriali-
en gibt es in verschiedenen Bereichen (z.B. Arznei- und Le-
bensmittelindustrie). AuBer zur Kalibrierung von Messgera-
ten werden Referenzmaterialien auch fiir Vergleichsmessun-
gen zwischen verschiedenen Laboratorien (Ringanalyse) und
zur Ausbildung in analytischer Chemie genutzt. Sie werden
sowohl von privaten Produzenten und Vertriebsfirmen als
auch von Staatsinstituten angeboten.

3.2.5.4. Nanodiagnostik

Unter Nanodiagnostik versteht man den Einsatz von
Nanomaterialien zur Erkennung von Krankheiten.”"*” Einen
Uberblick iiber den gegenwirtigen und moglichen zukiinfti-
gen Einsatz der Nanotechnologie in der medizinischen Ana-
lytik verschafft die Ubersichtsarbeit von Jain aus dem Jahr
2005.1! Wichtige Einsatzgebiete der Nanodiagnostik sind die
Immunhistochemie, die Genotypisierung sowie die Detektion
von Biomarkern und infektiosen Mikroorganismen. Ein si-
multanes Messen verschiedener Analytmolekiile (Multiplex-
ing) ist moglich.” Das Nachweisprinzip ist in allen Fillen
dhnlich: Durch die Bindung des Analyten an den Antikorper,
der auf einer Trigeroberfliche fixiert ist, werden die Ober-
flicheneigenschaften verindert.” Diese Verinderung wird
messtechnisch erfasst.

Fiir die klinisch-chemische Analytik sind besonders bio-
funktionalisierte Nanopartikel, z.B. aus Gold und dessen
Legierungen, Quantenpunkte (QDs), magnetische Nanopar-
tikel und nanomechanische Federbalken-Sensoren (canti-
lever arrays) von Interesse.

3.2.5.4.1. Goldnanopartikel

Sphérische Goldnanopartikel, die zum Teil auch mit
Silber oder Kupfer legiert sind, eignen sich zum gleichzeitigen
Nachweis verschiedener Proteine oder DNA-Molekiile
(Multiplexing, Multi-Analyst-Verfahren) in Losung oder an
einer festen Phase unter Verwendung einer modifizierten
Schwingungs-Raman-Spektroskopie.’® Die Goldnanoparti-
kel sind hierbei mit einer selbstorganisierten Monoschicht
(self-assembled monolayer, SAM) eines Raman-aktiven
Farbstoffes bedeckt. Diese Kombination fiihrt zu einer Stei-
gerung der in der Bioanalytik notigen Empfindlichkeit
(oberflichenverstirkte Raman-Streuung, surface-enhanced
raman scattering, SERS).’”**! An den Raman-aktiven Farb-
stoff wird zusétzlich ein Antikorper konjungiert. Dadurch
entsteht ein biofunktionalisiertes Nanopartikel (Goldnano-
partikel + Raman-aktiver Farbstoff + Antikorper), in
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diesem speziellen Fall (in Anlehnung an die Markierungsart)
auch als SERS-markierter Antikorper bezeichnet (vgl. ra-
dioaktiv oder fluorochrom markierte Antikérper).”! Bei
Vorliegen des entsprechenden Antigens z.B. auf einem hi-
stologischen Schnittpréaparat kommt es zur Immunkomplex-
bildung und damit zur Fixierung des biofunktionalisierten
Goldnanopartikels. Nach der Aufbereitung kann die Messung
durchgefiihrt werden. Das Prinzip dieser Methode ist dhnlich
zur Markierungstechnik in der Fluoreszenzspektroskopie.
Die Signale der Markermolekiile sind jedoch weniger zahl-
reich und bis zu ca. 100-mal schmaler als die von Fluoro-
phoren, sodass es bei Kombination geeigneter Raman-aktiver
Farbstoffe zu keiner spektralen Uberlagerung kommt und
damit eine parallele Druchfithrung mehrerer Messungen
moglich ist.*]

3.2.5.4.2. Quantenpunkte

Bei Quantenpunkten handelt es sich um wenige Nano-
meter groBe Halbleiterkristalle.'®*°!) Sie verhalten sich
wegen ihrer Grole weder wie Einzelmolekiile noch wie Vo-
lumenmaterialien. Thre Zusammensetzung, z.B. CdSe/ZnS,
und GroBe verleihen den QDs ihre Eigenschaften. Durch
Variationen von GroBe und Zusammensetzung lassen sich
Absorptions- und Emissionwellenldngen verindern.'"” Im
Unterschied zu anderen anorganischen und organischen
fluoreszierenden Verbindungen zeichnen sich QDs durch ihre
Helligkeit, das symmetrische Emissionsspektrum, die Farb-
stabilitit und die Vielzahl an auflosbaren Farben aus, die
durch eine einzige Wellenlidnge gleichzeitig angeregt werden
konnen. Eine weitere einzigartige photophysikalische FEi-
genschaft dieser Halbleiternanopartikel besteht darin, dass
durch Modifikation ihrer GréBe die Absorptions- und auch
die Emissionswellenldnge wegen des Groenquantisierungs-
effekts (quantum confinement effect) zu jedem gewiinschten
Wert verindert werden kann.!”

3.2.5.4.3. Magnetische Nanopartikel

Magnetische Nanopartikel sind mit Antikérpern be-
schichtet und werden mit der Probe inkubiert.'* Der Ana-
lytnachweis kann in fliissiger homogener Phase oder in einer
festen Phase erfolgen, z.B. einem histologischen Organ-
schnitt, in dem Tumorzellen gesucht werden. Bei Vorhan-
densein des Zielanalyten kommt es zur Bildung des Antigen-
Antikorper-Komplexes, wodurch sich das extern angelegte
Magnetfeld verdndert. Diese Verdnderung kann gemessen
werden. Alternativ werden auch magnetische Relaxations-
messungen durchgefiihrt. Aufler bei der In-vitro-Diagnostik
werden magnetische Nanopartikel auch bei In-vivo-Unter-
suchungen und -Therapieschemata eingesetzt.[1%1%]

3.2.5.4.4. Nanomechanische Federbalken-Sensoren

Die Oberfliche eines Federbalkens (Cantilever) ist be-
schichtet mit DNA oder Antikorpern, die den Zielanalyten
binden konnen. Der elastisch biegsame Federbalken ist auf
einem Chip befestigt, der jede Auslenkung aufzeichnet. Ist
der gesuchte Analyt in der Probe, kommt es zur Auslenkung,
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die proportional zur Konzentration ist. Durch parallele An-
ordnung mehrerer Analyt-spezifischer Federbalken ist es
moglich, gleichzeitig verschiedene Analyte zu quantifizie-

ren.'”!

3.2.5.5. Systembiologie

Der Mensch hat 3000040000 Gene, die jeweils fiir ein
Protein kodieren. Diese Zahl ist sehr grof3, uniiberschaubar
sind jedoch die biochemischen Reaktionen, die durch diese
Proteine ausgelost werden. Die Systembiologie untersucht
das Verhalten und die Wechselwirkungen aller Elemente in
einem bestimmten biologischen System.!'™ In diesem inter-
disziplindren Bereich, der die Naturwissenschaften, die Ma-
thematik und die Informatik umfasst, stehen nicht Untersu-
chungen einzelner Gene oder Proteine im Vordergrund,
sondern das Verhalten und die Wechselwirkungen aller
Komponenten eines Systems. Aus Daten iiber biologische
Systeme oder auch der Physiologie des Menschen (gewonnen
z.B. aus der Genomik, Transkriptomik, Lipomik, Proteomik,
Metabolomik oder Glycomik (,,Omics“-Techniken) und an-
deren Untersuchungen) werden mathematische Modelle er-
stellt. Mithilfe dieser Modelle werden Hypothesen zu Sys-
temeigenschaften und -verhalten abgeleitet."” Dies kann am
Computer (,,in silico®) und in vitro/in vivo geschehen.
Erginzend hierzu werden zunehmend Ergebnisse (Bio-
marker) aus den Omics-Techniken und den Genom-Asso-
ziationsstudien zu Volkskrankheiten zum Nutzen der Pri-
vention und Effizienzverbesserung in der Labordiagnostik
diskutiert. Im Rahmen dieser Untersuchungen gefundene
Biomarker finden in vier klinischen Bereichen Verwendung:
e Screening auf préklinische Erkrankungen bei asympto-
matischen Personen
e differentialdiagnostischer Stellenwert bei Patienten mit
bestehender Symptomatik

e Risikostratifizierung von Patienten mit klinisch manifes-
ten Erkrankungen

e Unterstiitzung bei der Auswahl und Steuerung der The-
rapie

Aus den aufgefiihrten Punkten kann entnommen werden,
dass nur wenige Biomarker tatsidchlich den klinischen An-
spriichen gentigen und Einzug in Routinetechniken
finden.!'%

3.2.6. Forschungen zu etablierten Methoden und Implementie-
rung von Messmethoden aus der Chemie

Gegenstand aktueller Untersuchungen ist es, storungs-
unempfindliche quantitative Bestimmungsmethoden zu ent-
wickeln sowie Methoden der chemischen Analytik auf ihre
Verwendung in der klinischen Chemie zu priifen und sie
eventuell zu implementieren.

Die Robustheit von Immunassays kann durch Verwen-
dung neuer Antikorper und die Verdnderung der Matrix des
Testsystems verbessert werden.'''!"7! Bei der Probenvorbe-
reitung konnen chromatographische Saulen zur Abtrennung
von Storsubstanzen verwendet werden. Die Zellanalytik
mithilfe der Durchflusszytometrie wird durch Einfiithrung
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neuer Marker im Rahmen der Leukdmiediagnostik, der Un-
tersuchung von Stamm- und Vorléduferzellen sowie der De-

tektion pathologischer Mikroorganismen im Blut erwei-
tert.[118-120]

3.2.6.1. LC-MS/MS

Etablierte, jedoch relativ teure Testsysteme, wie Immun-
assays, werden auf neue Plattformen, z.B. LC-MS/MS, iiber-
tragen.'” % Tm Bereich der Arzneimittelanalytik werden
allein am Universitdtsklinikum Miinchen dadurch Labor-
kosteneinsparungen von mehreren 100000 Euro pro Jahr
moglich. Fiir die Etablierung einer neuen Plattform miissen
allerdings zunichst die Messbedingungen erforscht und in
einem zweiten Schritt die Probenvorbereitungsschritte defi-
niert werden; zum Schluss muss die Methode routinetauglich
fir einen Dauereinsatz gemacht werden. Viele chromato-
graphische Untersuchungsmethoden scheitern, weil die
Messzeit 15 min iibersteigt, da es dann nicht mehr moglich ist,
hohe Anforderungszahlen in einem adidquaten Zeitrahmen
abzuarbeiten. Des Weiteren ist die Eingliederung eines neuen
Analysenprinzips in die Routinediagnostik bei Parametern,
die tiber 24 h verfiigbar sein miissen, nicht leicht, da das
Personal eine zusétzliche Methode mit ihren Fehleranfillig-
keiten erlernen muss. Als problematisch erweist sich auch die
manuelle Probenaufbereitung. Zum einen ist dies personal-
intensiv, zum anderen steigt die Gefahr von Probenver-
wechslungen.[?*1%] Eine Automatisierung ist deshalb wiin-
schenswert. Ein moglicher Ansatz ist die Verwendung von
funktionalisierten ferromagnetischen Mikropartikeln sowie
eine automatisierte Plasmaprotein-Prizipitation.['2¢1%]

3.2.6.2. NMR-Spektroskopie

Der routineméiBige Einsatz der NMR-Spektroskopie ist
noch nicht vollzogen."” Im Rahmen der Lipidanalytik soll
sowohl die Differenzierung der Cholesterinfraktionen HDL-,
LDL- und VLDL-Cholesterin als auch eine Unterteilung des
LDL-Cholesterins in weitere Subgruppen erfolgen, die eine
besondere atherogene Potenz aufweisen.™ Ziel ist es, den
Arbeitsaufwand der aktuell durchgefiihrten Ultrazentrifuga-
tion zu reduzieren. Ein weiteres mogliches Einsatzgebiet ist
die frithzeitige Aufkldrung von Stoffwechselerkrankungen
und die Erforschung von Stoffwechselschritten.3113

3.2.7. Neue Analyseparameter und Grundlagen der
Zellphysiologie

Forschungsschwerpunkte sind z.B. die Durchfiihrung kli-
nischer Studien oder die Aufkldrung von physiologischen und
pathologischen Mechanismen auf molekularer Ebene. Wegen
der Vielfalt der Gebiete konnen hier nur einzelne Bereiche
skizziert werden.

Die MALDI-TOF-MS findet ihren Einsatz im Rahmen
der Protein- und Lipidanalytik (Proteomanalytik),1*1%! der
posttranslationalen Glycosylierung von Proteinen"* und der
Suche nach neuen Biomarkern.'***! Die MALDI-TOF-MS
wird zunehmend in der Mikrobiologie zur Identifizierung von
Bakterien, Viren und Pilzen eingesetzt. Das Verfahren
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zeichnet sich durch einen minimalen Einsatz an Verbrauchs-
material sowie eine schnelle und einfache Probenvorberei-
tung aus. Im Unterschied zur biochemischen Differenzierung
entfillt die Voreingruppierung (z.B. Gram-positiv/Gram-ne-
gativ; Enterobacteriaceae/Non-Enterobacteriaceae). Eine
Inkubation der Keime mit Substraten wie bei der biochemi-
schen Differenzierung entfillt, sodass der Zeitaufwand fiir
eine einzelne Differenzierung hochstens zwei Minuten be-
triagt. Die Speziesidentifizierung iiber das erhaltene Massen-
spektrum erfolgt anhand von Spektrendatenbanken. 47141

Nucleosomen beispielsweise, bestehend aus einem
Histon-Octamer und DNA, die in etwa zwei Windungen um
das Histon-Octamer gewickelt ist, fungieren als Marker fiir
Zelldestruktion."*! Die Zelldestruktion kann eine Vielzahl
von Ursachen haben, z.B. traumatische Ereignisse, eine
Sepsis, einen Apoplex und verschiedene Tumoren (wie das
kleinzellige Lungenkarzinom) und deren Therapiemonitoring
bei einer Chemotherapie."™” Auch das AusmaB der DNA-
Methylierung bei verschiedenen Tumorerkrankungen als
prognostischer Biomarker ist Gegenstand aktueller Unter-
suchungen.['*' Methyltransferasen methylieren Cytosin an
bestimmten Stellen im Genom unter Bildung von Methyl-
cytosin. Die Methylierung hat Konsequenzen fiir die Regu-
lierung der Genexpression. Methylierte Cytosinbasen in der
Promotorregion eines Gens fithren zu seiner Inaktivierung.
Es konnte gezeigt werden, dass eine aberrante DNA-Me-
thylierung verschiedener Promotorregionen eine Eigenschaft
humaner Tumoren ist und dass diese Methylierung mit dem
Krankheitsprozess assoziiert ist.!'>1%7]

Zellphysiologisch werden Struktur, Funktion, molekulare
Mechanismen und Marker der Signaltransduktion, der Zell-
proliferation und -differenzierung, der Zellmigration sowie
der Zelladhision erforscht.™® Stichworter in diesem Zu-
sammenhang sind z.B. Zytokine wie die koloniestimulieren-
den Faktoren, Interferone, Interleukine, Tumornekrosefak-
toren, Chemokine, Cadherine, Catenine, Integrine, Selektine,
Proteoglycane, Mucine und die Immunglobulin-Supergen-
Familie (wie die cellular adhesion molecules, CAMs).[15-19%]

Besondere klinische Relevanz hat die Aufkldarung der
molekularen Mechanismen und Marker der Sepsis, der spe-
zifischen und unspezifischen Abwehrreaktion sowie der
Entziindungskaskade und, in diesem Zusammenhang, der
Rolle der Zytokine.**17%]

Im Rahmen der molekularen Untersuchung von Wohl-
standskrankheiten werden die Entwicklung einer Diabetes
mellitus und der Atherosklerose (Lipidmetabolismus; Rolle
des Lipoprotein(a)) erforscht.'”"'* Ebenfalls auf molekula-
rer Ebene wird der Knochenstoffwechsel untersucht, beson-
ders vor dem Hintergrund der Osteoporose.['7+7]

Im Mittelpunkt der Forschung stehen der Einfluss gene-
tischer Komponenten auf die Entwicklung und das Ausmaf
einer Krankheit sowie das Ansprechen auf eine Therapie. Das
simultane Messen!'””! einer Vielzahl verschiedenster Gene
soll mithilfe von DNA-Chips/Mikroarrays erfolgen.!”1%]
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3.3. Weiterentwicklung der labormedizinischen Methodik

Die Zukunftsprognosen sind zum Teil einfach Schétzun-
gen und Meinungen. So wurde der Molekulardiagnostik in
den 1980er und Anfang der 1990er eine gro3e Zukunft vor-
hergesagt." In der heutigen Routinediagnostik ist ihr Stel-
lenwert und Umsatz allerdings noch von untergeordneter
Bedeutung. Durch die Einfithrung von Laborstraen gilt der
Hohepunkt der Automation als erreicht. Dabei wird ein
Maximum an Effizienzsteigerung bei gleichzeitig geringer
Personalbindung erzielt. Indirekt wird dadurch eine Zentra-
lisierung der Laborleistungen erwirkt, wodurch Transport-
zeiten verldngert werden und keine Vor-Ort-Prisenz mehr
gegeben ist. Bei akuten Krankheitsbildern dauert es oftmals
zu lange, bis das Laborergebnis vorliegt. Das modulare
Konzept eines handlichen Auslesegerdtes und einer aus-
tauschbaren Multisensorkassette ermoglicht die Anpassung
an verschiedene Analytportfolios, wie kardiale Marker,
Drogen, Allergene oder Hormone. Vor diesem Hintergrund
ist mit einer zunehmenden Verbreitung von POCT-Geriten
zu rechnen.

Die technischen Hoffnungstrdger sind der Trend zur Mi-
niaturisierung (Lab-on-a-Chip), Parallelisierung (Multiplex-
technik: Biochip, MS, Pyrosequenzierung), zelluliren Ana-
lytik (FISH, FACS) und Massendatenauswertung (Bioinfor-
matik). Weiterentwicklungen in der medizinischen Analytik
werden deshalb von der Mikrotechnik beeinflusst.

Dank Fortschritten in der Mikrofluidik, der Chip-Tech-
nologie und elektronischen Detektionsverfahren ist es nun-
mehr moglich, in einer Probe mit wenigen Mikrolitern DNA
oder RNA zu messen. Strukturen dieser Systeme haben eine
GroBe von wenigen Mikrometern. Auch Immunassays und
elektrophoretische Analysen fiir Proteine konnen mit Mi-
krototalanalysensystemen (micro total analysis systems, -
TASs) durchgefiihrt werden. Der Ausdruck p-TAS wurde
1990 von Wissenschaftlern der Ciba-Geigy AG geprigt.'s
Hierunter versteht man Messgerite, die alle zur chemischen
Analyse einer Substanz notigen Schritte automatisiert
durchfithren (z.B. Trennungen, Filtrationsschritte, Verdiin-
nungen und Auswertungen).

Komplette pu-TASs sind auch heute, nach fast 20 Jahren
Entwicklung, noch rar. Die Griinde hierfiir liegen zum einen
in der technischen Komplexitédt einer Integration von ver-
schiedenen Funktionalititen in ein einziges automatisiertes,
schnelles, robustes und verldssliches System, das die notige
Empfindlichkeit aufweist, zum anderen aber auch in der noch
fehlenden Akzeptanz der Anwender.!'

Ein wichtiger Aspekt der Miniaturlaboratorien ist der
geringe Fliissigkeitseinsatz im Nano- und Pikoliterbereich.
AuBler der Senkung des Reagentienverbrauchs sind auch eine
Zeitersparnis bei der Temperierung und ein schnelleres Mi-
schen moglich; somit sinkt die Analysendauer. Dauern bei-
spielsweise DNA-Amplifikationen durch PCR im Mikro-
litermaf3stab Minuten, so sind es im Chip-Labor nur noch
Sekunden.® Ein weiterer Fortschritt bei der DNA-Sequen-
zierung ist die Pyrosequenzierung. Diese nutzt, dhnlich wie
die Sanger-Sequenzierung, die DNA-Polymerase zur DNA-
Synthese. Dabei kommt es zur enzymatischen Abspaltung
von Pyrophosphat aus den Desoxynucleosidtriphosphaten
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(dNTPs: dATP, dGTP, dCTP, dTTP). Das freigesetzte Pyro-
phosphat wird in einer Folgereaktion unter Beteiligung von
Luziferase so umgesetzt, dass ein Biolumineszenzsignal ent-
steht, das gemessen werden kann. Ausgehend von einem
Primer erfolgt die DNA-Strangverldngerung Nucleotid um
Nucleotid durch kontrollierte Zugabe der einzelnen dNTPs.
Bei Zugabe des passenden, d. h. zur Matrize komplementéren
Nucleotids erhilt man das Lumineszenzsignal, bei den nicht
passenden dNTPs bleibt das Lichtsignal aus. Uberschiissiges
dNTP wird schnell aus der Losung entfernt, damit es zu
keiner Vermischung der Signale kommt. Bei gleichzeitigem
Einbau mehrerer gleicher Nucleotide hintereinander erhélt
man ein zur Nucleotidzahl proportional starkeres Lichtsignal.
Die Moglichkeit der quantitativen Auswertung von Signalen
ist eine der Stidrken der Pyrosequenzierung. Sie wird zur
Bestimmung der Haiufigkeit von Einzelnucleotidpolymor-
phismen (single nucleotide polymorphisms, SNPs), beispiels-
weise bei der Untersuchung von Erbkrankheiten und ver-
bunden damit auch in der personalisierten Medizin, einge-
setzt. Die Pyrosequenzierung ist gut automatisierbar und
eignet sich zur parallelen Analyse von DNA.['7]

AuBer den technischen Anderungen der Analysengeriite
werden auch Anderungen im Analytspektrum, also im me-
dizinischen Bereich, hinzukommen, die sich an die sozio-
okonomische Struktur des Landes und damit an Volks-
krankheiten anpassen werden. So werden in der klassischen
Analytik die pradiktive Diagnostik und Fritherkennung (vor
allem Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Diabetes mellitus,
Osteoporose, Demenz, Krebs), die individualisierte Medizin
(Theragnostik) sowie die personalisierte Medizin einen
hohen Stellenwert einnehmen. Herausforderungen sind
hierbei natiirlich die Entdeckung relevanter Krebsfriihstadi-
en, die Erkennung von diagnostisch und/oder therapeutisch
niitzlichen Mustern und die Entwicklung klinisch aussage-
kraftiger Indizes, die fiir die Erkennung und Prizisierung des
Risikos wissenschaftlich gesichert sind. Daneben flieflen
wissenschaftlich validierte Kalkulatoren (Risikorechner aus
biografischen Daten der Patienten) ein, um auf dieser Basis
das jeweilige Erkrankungsrisiko zu berechnen (z.B. das re-
lative Risiko, die jeweilige Enderkrankung innerhalb der
nichsten zwei Jahre zu entwickeln).

Die parallele Analyse von mehreren Parametern wird vor
allem bei unspezifischen Krankheitssymptomen (z.B. Mii-
digkeit, Erkiltungsgefiihl, Erbrechen, ...) einen wichtigen
Stellenwert in der Differentialdiagnose (z.B. einfache Er-
kéltung gegeniiber maligner Erkrankung) einnehmen. So
wurde von der US-amerikanischen Zulassungsbehorde FDA
eine Paralleltest zugelassen, der gleichzeitig zwolf verschie-
dene virale Erreger von Atemwegsinfektionen nachweisen
kann. Ein anderer Anbieter stellte einen immunologischen
Schnelltest vor, mit dem sich simultan Anthrax, Staphylo-
kokken-Enterotoxin B (SEB), Ricin, Yersinia pestis und
Botulinum-Toxin, die wichtigsten Vertreter des ,,dirty dozen®
nachweisen lassen, was sowohl beim Katastrophenschutz als
auch militarisch von Interesse ist. In diesem Zusammenhang
sei erwihnt, dass dieser Test die NATO Standard Agreements
4571 erfiillt, was z.B. bedeutet, dass er in einem weiten
Temperaturbereich (Umgebungstemperatur zwischen 4 und
49°C) verlsslich arbeiten muss.['#51%]
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Eine Steigerung der Nachweisempfindlichkeit einzelner
Analyte sowie eine Parallelmessung mehrerer Parameter
werden auch durch die Nanodiagnostik moglich werden. Wie
bereits erwidhnt, konzentrieren sich Forschung und industri-
elle Entwicklung auf Goldnanopartikel. Dies hat mehrere
Griinde: Gold eignet sich fiir klinisch-chemische Untersu-
chungen wegen seiner optischen Eigenschaften, seiner che-
mischen Robustheit sowie der Moglichkeit einer Funktiona-
lisierung mit Liganden iiber Thiolbindungen (DNA, Proteine,
Antikorper). Es hat sich gezeigt, dass auf diese Weise DNA
und Proteine &duBerst empfindlich nachgewiesen werden
konnen. So lasst sich DNA in einer Konzentration von 23 pm
detektieren.™™ Durch verschiedene Antikorper-Oberfli-
chenbeschichtungen ist ein gleichzeitiges Messen von meh-
reren Analyten moglich, wodurch Screenings auf Volks-
krankheiten oder Untersuchungen auf chronische Erkran-
kungen moglich sind.***? Tm Rahmen der Nanodiagnostik
werden die Bereiche Nanochips/Lab-on-a-Chip/Mikroarrays,
Mikrofluidik, Nanopartikel sowie mikroelektromechanische
Systeme (MEMS; z.B. tablettengrofe Kameras) subsumiert.

Speziell bei der unmittelbaren Patientenversorgung auf
Intensivstationen spielen kurzfristig implantierbare In-vivo-
Diagnosesysteme eine zunehmende Rolle. Dabei handelt es
sich um Sensoren, die in ein Gefdfl implantiert werden, um
permanent z.B. den pH-Wert, den Blutglucosewert, die
Temperatur und den Sauerstoffpartialdruck zu messen.*>1%4l
Eine Weiterentwicklung sind implantierbare, langzeitstabile
und in vivo rekalibrierbare Messsysteme z. B. fiir die perma-
nente Glucosebestimmung bei Diabetikern."! Eine weitere
Anwendung von Biosensoren ist die In-vivo-Dosisbestim-
mung in der Strahlentherapie mit faseroptischen Sensorsys-
temen, die ohne elektrische Stromzufuhr auskommen. Der-
artige Systeme ermoglichen eine therapiebegleitende lokale
Uberwachung der Strahlendosis am Tumor, im umliegenden
Gewebe oder an benachbarten Organen.!

Nicht nur apparative und diagnostische Verdnderungen
sind zu erwarten, es wird auch zur Zusammenfassung von
Fachkompetenzen aus Labormedizin, Mikrobiologie/Infekti-
onsepidemiologie, Transfusionsmedizin, Humangenetik, Hy-
giene und Pathologie kommen. Im Rahmen diagnostischer
Expertensysteme, neuronaler Netzwerke, wissensbasierter
Diagnostiksysteme und elektronischer Differenzierungs-
werkzeuge konnen Einzelbefunde anders beurteilt werden
und individualisiert interpretiert werden. Die praventive La-
boratoriumsdiagnostik birgt fiir den Einzelnen groBe Vor-
teile, wenn durch biochemische Marker Risiken bereits er-
kannt werden, bevor klinische oder organische Befunde auf-
treten, und so die Therapie friihzeitig eingeleitet werden
kann.[l 97,198]

Wann kann man nun von einem Wechsel zu einer neuen
Systemgeneration sprechen? Die 0. Generation enthielt
keine Automation, d.h., es handelte sich um manuelle Me-
thoden, so genannte ,,Reagenzglassysteme®. Der Wechsel zur
1. Generation begann in Deutschland ab 1950; diese Gene-
ration war technologiegetrieben und geprigt von einer Me-
chanisierung der Gerite und Konfektionierung der Reagen-
tien (Standardisierung) sowie einer parameterweisen Pro-
benverarbeitung. Die 2. Generation kam ab 1975 und war
applikationsgetrieben; d.h., es gab Analysensysteme mit
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konfektionierten Reagentien, sowie einer Softwaresteuerung.
Eine selektive Probenverarbeitung war moglich. Die 3. Ge-
neration kam ab 2000 und war effizienzgetrieben (Integration
des Laborsystems auf einer Plattform mit einer ,.intelligen-
ten“ Probenverarbeitung auf einer Laborstrale, Integration
von Pri- und Postanalytik). Die 4. Generation wird wieder
technologiegetrieben sein; Miniaturisierung und Parallelisie-
rung der Analysentechniken sowie zunehmende IT-Vernet-
zung sind die Charakteristika. Wann jedoch die 4. Generation
an Laborsystemen kommen wird, ist unklar, Schétzungen
datieren die beginnende Einfithrung auf das Jahr 2025.1%)

Miniaturisierte Produkte, deren Realisierung ohne Mi-
krotechnik nicht moglich ist, befinden sich heute bereits auf
dem Markt, im klinischen Test oder stehen kurz vor der
Markteinfithrung. Der Einsatz der Mikrotechnik in der Me-
dizin kann nur dann als erfolgreich gewertet werden, wenn
die neuen Produkte zu einer nachhaltigen Effizienzsteigerung
der Patientenversorgung beitragen, d.h., entscheidend wird
dabei immer der klinische Nutzen sein.

3.4. Postanalytische Phase
3.4.1. Allgemeines

Die postanalytische Phase oder Postanalytik umfasst eine
analytische und medizinische Bewertung des Analysener-
gebnisses und den definitiven Befund.?™ Der Befund ist die
rechtsgiiltige Ergebnistibermittlung analytisch und medizi-
nisch freigegebener Messwerte nach technischer und medi-
zinischer Validierung (Longitudinal- und Transversalver-
gleich, Plausibilitdtskontrolle). Die technische Validierung
erfolgt durch die am Gerét arbeitende Person oder durch ein
Qualitdtskontrollprogramm, die medizinische Validierung
erfolgt unter Beriicksichtigung aller klinisch relevanten
Daten. Der Befund muss Datum und Uhrzeit der Probenge-
winnung, des Probeneingangs und der Befundausgabe ent-
halten. Weiterhin miissen die Identifikation (Patient, Ein-
sender, Labor, Verantwortlicher der Freigabe), die Art des
Untersuchungsmaterials, die Bezeichnung der Untersuchung,
die Ergebnisse mit Einheiten und die Referenzbereiche zur
Interpretation dokumentiert sein.

Die Interpretation, Einordnung und Beurteilung der kli-
nischen Relevanz von Analysenergebnissen zu einem
Krankheitsbild setzt auer fundierten Kenntnissen in der
Pathobiochemie, der Analytik (analytische Empfindlichkeit
und Spezifitdt, Prizision, Storfaktoren der Untersuchungs-
methoden) sowie der diagnostischen Charakteristika (phy-
siologische Streuung, Einflussgroflen, diagnostische Emp-
findlichkeit und Spezifitit, pradikitiver Wert) der untersuch-
ten Messgrof3e auch die Anamnese des Patienten und seiner
Beschwerden voraus.’™ Differentialdiagnostische Beurtei-
lungen aus Sicht des Labors sollten ebenfalls aufgezeigt
werden. Der behandelnde Arzt entscheidet dann im Kontext
mit z.B. radiologischen Befunden und Ergebnissen der
Funktionsdiagnostik.2’>2%]

Die Befundiibermittlung erfolgt in Absprache mit dem
Einsender als gedruckter Befund mit Zustellung per Fahr-
dienst, per Post, per Fax oder elektronisch per Datenfern-
tibermittlung oder HTML. Kombinationen sind méglich. Bei
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entsprechender Kennzeichnung auf der Untersuchungsan-
forderung kann vorab eine telefonische oder Fax-Mitteilung
erfolgen. Bei linger dauernden Untersuchungen wird ein
Teilbefund erstellt, auf den ein Endbefund mit allen ange-
forderten Untersuchungen folgt. So genannte Korrekturbe-
funde mit Hinweis auf den berichtigten Befund erfolgen, falls
infolge interner Kontrollen oder einer Nachfrage eine Kor-
rektur erforderlich wurde. Ergénzungen werden iiblicher-
weise mit entsprechendem Zusatz am endgiiltigen Befund
versehen.

Kritische Laborergebnisse werden gemif3 Extremwert-
listen (diesbeziiglich sind individuelle Absprachen mit den
Einsendern mdglich) auch ohne spezielle Kennzeichnung
dem behandelnden Arzt sofort telefonisch oder per Fax mit-
geteilt, z. B. deutlich erhohte oder erniedrigte Kaliumspiegel,
Hormonkontrollen in der Schwangerschaft oder Uberwa-
chung einer Fertilitdtstherapie.

Je nach Vereinbarung zwischen Einsender und Analy-
senlabor kann man verschiedene Befundarten unterscheiden.
Nachfolgend werden die Wichtigsten erldutert:

Kumulativbefund: Dieser fasst mehrere Auftrige auf
einem Blatt zusammen. Die Messgrofien sind dabei so ange-
ordnet, dass die Werte einer Messgrofle von verschiedenen
Probenentnahme-Zeitpunkten in einer Zeile stehen. Grund-
lage fiir die Zuordnung und Zusammenfassung von Auftragen
auf einem Kumulativbefund ist die lebenslang giiltige Iden-
tifikationsnummer des Patientenverwaltungssystems. Der
Kumulativbefund ist der obligatorische Befund. Eine Vari-
ante hiervon ist der XML-Kumulativbefund. Er fasst elek-
tronische Einzelbefunde zusammen und gibt sie in Tabellen-
form aus. Der Anwender kann den Zeitraum und den Inhalt
individuell anpassen. Hier ist zusitzlich die Anzeige von
Verlaufsgrafiken moglich.

Ausfiihrlicher Befund/Einzelbefund: Die Ergebnisse nur
eines Auftrages, hdufig mit einer Voruntersuchung des Pati-
enten, sind so dargestellt, dass die MessgroSenbezeichnungen
vollstdndig ausgeschrieben sind, um Einsendern die Inter-
pretation zu erleichtern. Eine weitere Individualisierung
durch entsprechende Befundinterpretation ist moglich.

Etikettenbefund: Der Etikettenbefund bringt die Ergeb-
nisse mit den zugehorigen Einheiten eines Auftrags auf einem
oder mehreren Etiketten zum Ausdruck. Er dient dem Ein-
kleben der Laborwerte in die Patienteniibersichten der Sta-
tionen.

HTML-Onlinebefund: Er steht in der Regel nur Einsen-
dern aus dem Klinikum zur Verfiigung und stellt die zeitnahe
Ubermittlung von Ergebnissen fiir die Patientenversorgung
sicher. Es handelt sich dabei um einen elektronischen Befund,
der am PC des Einsenders abrufbar ist. Jeder Zugriffsbe-
rechtigte hat sich auf eine vom Datenschutzbeauftragten des
Klinikums vorgegebene Datenschutzerklarung zu verpflich-
ten.

Vom Laborbefund ist der Laborbericht zu differenzieren.
Beim Laborbericht handelt es sich um é&rztlich interpretierte
Messwerte, wohingegen der Befund eine reine Messwert-
ibermittlung darstellt, gegebenenfalls mit Hinweisen wie
»Probe hdmolytisch®.

Alle Untersuchungsergebnisse werden unter den Patien-
tenstammdaten und den Laborauftragsnummern elektronisch
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dokumentiert, fiir zehn Jahre gespeichert und kénnen jeder-
zeit abgerufen werden. Die angegebenen Referenzbereiche,
die zur Ergebnisinterpretation notwendig sind, richten sich
nach den Angaben des Herstellers und der jeweils aktuellen
Studien- und Literaturlage.

Der letzte Vorgang der Probenbearbeitung ist deren
Entsorgung nach den landesspezifischen Rechtsvorschriften.

3.4.2. Bestimmung des Referenzbereichs fiir den einzelnen
Parameter

Referenzbereiche sind der Ausdruck der interindividuel-
len Variabilitit.?*2%! Sie werden von der Bestimmungsme-
thode und préanalytischen Faktoren, wie Alter, Geschlecht,
Grofle, Gewicht, zirkadiane Rhythmik und Erndhrungsge-
wohnheiten des Probanden, beeinflusst. Nach DIN EN ISO
15189 sollen Referenzbereiche dem aktuellen Kenntnisstand
angepasst werden.?® Prinzipiell ist es wichtig, eine physio-
logische Streuung eines Parameters, wie bei Gesunden vor-
kommend, von pathologischen Werten, wie im Erkran-
kungsfalle vorkommend, abzugrenzen.”! Deshalb miissen
Parameter/Biomarker auf ihre Spezifitit zur Erkennung einer
Erkrankung tiberpriift werden, z.B. bei Einfiihrung und In-
terpretation von neuen Tumormarkern. Dabei handelt es sich
um Proteine, Peptide oder andere Substanzen, die bei der
Entstehung und dem Wachstum von malignen Tumoren ent-
weder von den entarteten Zellen selbst gebildet werden oder
vom gesunden Gewebe als Reaktion auf das Wachstum des
Tumors sezerniert werden. Tumormarker konnen auch bei
gesunden Personen auftreten. Ziel des Referenzbereiches ist
es, ein gesundes von einem kranken Kollektiv zu trennen,
d.h., die diagnostische Empfindlichkeit und Spezifitit soll
jeweils bei 100% liegen (Abbildung 13).”%! Unter diagnosti-
scher Empfindlichkeit versteht man die Anzahl der Gesunden
bei normalem Testergebnis. Je weniger falsch-negative Er-
gebnisse erhalten werden, desto empfindlicher ist die Unter-
suchungsmethode. Die diagnostische Spezifitit bezeichnet
die Anzahl der Kranken bei pathologischem Testergebnis. Je
weniger falsch-positive Ergebnisse gefunden werden, desto
spezifischer ist die Untersuchungsmethode.

Zur Ermittlung des Normalbereichs kann immer nur eine
Stichprobe der Grundgesamtheit (,,normale Gesunde“) un-
tersucht werden, der Normalbereich ist daher ein Bereich von
Werten, die mit einer vorgegebenen Wahrscheinlichkeit bei
Gesunden vorkommen konnen. Héufig ist das Normalkol-
lektiv schlecht definiert. Es mangelt an Angaben
e zu den Auswahlkriterien
zur Probennahme (Vorbereitung des Probanden)
zur Analysenmethode (Zuverldssigkeitskriterien)
zur Zahl der untersuchten Personen
zum Auswerteverfahren

Dies soll anhand von zwei Beispielen erldutert werden.
Besonderer Sorgfalt bedarf die Interpretation des prostata-
spezifischen Antigens (PSA), da das Messergebnis von vielen
Faktoren beeinflusst wird.?" 2" Einer dieser Faktoren ist die
Messmethode.”"! Uber 80 verschiedene Testmethoden
stehen weltweit zur Gesamt-PSA-Bestimmung zur Verfi-
gung. Deshalb ist es bei Verlaufskontrollen wichtig, dass
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Grenzwert/
Cutoff

a) Spezifitat 100%

— alle Ergebnisse richtig-negativ
— keine falsch-positiven Werte

Empfindlichkeit 100%
— alle Ergebnisse richtig-positiv
— keine falsch-negativen Werte

Empfindlichkeit steigt Spezifizitat steigt

Empfindlichkeit 100%
Spezifizitat 60%

Spezifizitat 100%
Empfindlichkeit 60%

Abbildung 13. a) Idealvorstellung eines Markers: 100% diagnostische
Empfindlichkeit, d. h. keine falsch-negativen Ergebnisse und 100% dia-
gnostische Spezifitat, d.h. keine falsch-positiven Ergebnisse. Hierdurch
ist eine eindeutige Differenzierung zwischen Gesunden und Erkrankten
mdglich. b) Realer Test: Die Differenzierung zwischen Gesunden und
Erkrankten ist nicht eindeutig méglich.

immer die gleiche Bestimmungsmethode verwendet wird.*'!
Einflussfaktoren auf die Hohe des Wertes sind auBler dem
Lebensalter und der Ethnie auch intensives Fahrradfahren
und starke korperliche Aktivitit (Gesamt-PSA-Erhohung
jeweils bis zu einer Woche nach Anstrengung nachweisbar),
Samenerguss (Gesamt-PSA-Erhohung bis 48 Stunden
danach), akuter Harnverhalt oder Prostatabiopsie (Gesamt-
PSA-Erhohung jeweils bis einen Monat danach). Diese PSA-
Erhohungen miissen vor allem von Erkrankungen der Pro-
stata (Karzinom, Entziindung, VergroBerung) abgegrenzt
werden. Da dies anhand des Gesamt-PSA-Wertes allein
haufig sehr schwer ist, wird zusitzlich das freie PSA (fPSA)
bestimmt und ein Quotient (fPSA/Gesamt-PSA) gebildet.
Starre Grenzwerte werden in solchen Féllen durch ein stu-
fendiagnostisches Vorgehen ersetzt. Bei einer erhohten
Gesamt-PSA-Konzentration kann die Bestimmung des fPSA
folgen. Patienten mit einem Prostatakarzinom weisen haufig
niedrigere prozentuale Anteile des fPSA auf als Patienten mit
einer benignen Prostatahyperplasie.”'¥ Wegen der Variabili-
tit eines Biomarkers, z.B. des PSA bei der Diagnostik des
Prostatakarzinoms, konnen additiv weitere Biomarker zur
Erhohung der diagnostischen Empfindlichkeit, wie das pro-
stataspezifische Membranantigen sowie prostatakarzinom-
spezifische Antikorper, herangezogen werden, wobei deren
Bedeutung erst durch klinische Studien verifiziert werden
muss.**]

Natriuretrische Peptide, wie das Brain-natriuretic-Peptid
(BNP), werden als Prohormone, d.h. inaktive Vorstufen des
Hormons, von Kardiomyozyten bei Erhohung der Wand-
spannung des Herzens infolge einer Volumen- und/oder
Druckbelastung freigesetzt und sollen die renale Natrium-
ausscheidung, und damit eine Wasserausscheidung, fordern.
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Jede Volumen- und/oder Druckbelastung fiithrt zu einer
Freisetzung von BNP, qualitative und quantitative Unter-
schiede geben Hinweise auf die Ursache.?'>?'% Durch weitere
Parameter, z. B. die Bestimmung von Troponin, kann festge-
legt werden, ob der Sekretion von BNP eine kardiale Ursa-
che, oder, bei erhohtem Kreatinin, eine renale Ursache zu-
grunde liegt.

Um einen Referenzbereich eines Parameters festzulegen,
werden definitionsgeméfl nur 95% der Analysenergebnisse
(dieses Parameters) von Probanden mit definierter Gesund-
heit (z.B. aus klinischen oder epidemiologischen Registern/
Studien, nationalen oder internationalen Referenzdaten) in
das Vertrauensintervall einbezogen. Dieses wird dabei so
gewidhlt, dass jeweils am oberen und am unteren Ende der
gemessenen Werte eine Standardabweichung von 2.5% als
Grenze genommen wird. Dieses Vorgehen impliziert, das
2.5% aller Gesunden einen erhohten und 2.5% einen er-
niedrigten, fiir sie jedoch physiologischen Messwert aufwei-
sen. Somit sind 5% der gesunden Probanden aufBerhalb des
Messbereichs und wiirden félschlicherweise als krankhaft
eingestuft werden. Deshalb ist die Bestimmung weiterer Pa-
rameter sowie das Vorhandensein klinischer Hinweise unab-
dingbar, um zu einer richtigen Einschétzung und Interpreta-
tion der Ergebnisse zu kommen.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Ein zuverldssiger Laborbefund kann nur erhalten werden,
wenn in allen drei Teilschritten korrekt gearbeitet wird.
Fehler in der Prédanalytik sind bis heute die hédufigsten Ursa-
chen eines ,falschen“ Laborbefundes. Wegen des Kosten-
drucks im Gesundheitsweisen wird seit langem versucht, das
Spannungsdreieck ,,schnell — gut — billig“ in Einklang zu
bringen. Bisher lassen sich jedoch nur zwei von diesen
Punkten zur Erfiillung seiner Wiinsche auswihlen. Zahlen
des Verbandes der Diagnostikaindustrie zufolge spielen La-
boruntersuchungen bei etwa 70 % aller klinischen Diagnosen
eine mafigebliche Rolle. Daten aus den USA belegen diese
Zahlen: In dortigen Krankenhdusern werden zwischen 70 und
80% der medizinischen Entscheidungen aufgrund der La-
boranalysen getroffen, die mit nur 3-5% der Kosten in den
dortigen Gesundheitssystemen vergleichsweise preiswert
sind.

Die alternde Bevolkerung, der verdanderte Lebensstil und
die hohe Erwartung an eine gute Lebensqualitét stellen die
Gesundheitssysteme vor eine Herausforderung. Ziel ist es
daher, die vorbeugende Diagnostik zu stdrken. Hierfiir
werden z. B. Tests entwickelt, die Zivilisationskrankheiten wie
Herz-Kreislauf-, Krebs- und Stoffwechselerkrankungen (vor
allem Diabetes mellitus) und Osteoporose vor deren klini-
scher Manifestation erkennen konnen. Neue diagnostische
Ansitze wie die Nanotechnologie und DNA-Mikroarrays
bieten vielversprechende Ansitze fiir die individualisierte
Systembiologie in dieser personalisierten Medizin. Der No-
belpreistrager Richard Phillips Feynman (1918-1988) sagte
im Jahr 1959 voraus, dass ,there is plenty of room at the
bottom*“ " womit er darauf anspielte, dass es noch unge-
ahnte Moglichkeiten beziiglich der Verdnderung von Materie
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in allerkleinster Dimension gebe. Hier wird die Theranostik,
ein Neologismus aus Therapie und Diagnostik, weitere Be-
deutung erlangen.”” Allerdings wird nicht alles, was analy-
tisch und technisch moglich ist, in die Routine einflieen. So
miissen z.B. die Raman-Spektroskopie im Rahmen der Dia-
gnostik mit biofunktionalisierten Goldnanopartikeln, die
NMR-Spektroskopie und die DNA-Mikroarrays zunichst
ihre Uberlegenheit gegeniiber den Routineverfahren beziig-
lich analytischer Stabilitdt, Empfindlichkeit und Spezifitat
zeigen, und es muss eine Vielzahl an Parametern mit diesen
Methoden bestimmbar sein, damit die Investition in das
Gerit und die Ausbildung des Anwenderpersonals lohnens-
wert sind. Zusétzlich miissen neue Parameter und Biomarker
ausfiihrlich auf ihre diagnostische Empfindlichkeit und Spe-
zifitdt gepriift werden. Viele der neuen analytischen Metho-
den, Ansitze und Biomarker zur Verbesserung der Patien-
tenversorgung miissen sich noch in der Routine bewihren.

Auflerdem muss nachgewiesen werden, dass die erhobe-
nen Werte und die daraus gezogenen Konsequenzen die Le-
bensqualitdt und -jahre der Patienten erhohen. Aktuelle
Studien zur Fritherkennung von Prostatakrebs unter anderem
durch eine jihrliche PSA-Bestimmung zeigen keinen ein-
deutigen Nutzen.”*? Keine bessere Heilungschance fiir die
Patienten bringt das Neugeborenen-Urin-Screening auf das
Vorliegen eines Neuroblastoms (maligne Neubildung des
sympathischen Nervengewebes),???!l wohingegen ein Neu-
geborenen-Screening aus Fersenblut auf angeborene Stoff-
wechselerkrankungen (z.B. Phenylketonurie, Hypothyreose)
ein Gewinn fiir die Patienten ist.??>?*! Gegenstand aktueller
Diskussion ist der Ausbau des Neugeborenen-Screenings auf
21 Stoffwechselerkrankungen mithilfe von Tandem-MS.

Ein weiterer Schritt, das ,Lab-on-a-chip“, bietet die
Moglichkeit der Echtzeitbeobachtung einer Vielzahl von
Blutparametern oder zelluliren Prozessen (optimistische
Autoren sprechen von Tausenden).”> %7 Aus der Vielzahl an
Parametern, der schnellen Verfiigbarkeit und der einfachen
Gewinnung des Messergebnisses ergeben sich neue Proble-
me, die vor allem fiir den klinisch behandelnden Arzt wichtig
sind. Ein Messwert ist wichtig, aber wie ist dieser zu
deuten?®®! Wie variabel ist ein einzelner Parameter? Wie
spezifisch ist eine Verdnderung des Parameters? Miissen
dann, im Rahmen der personalisierten Medizin, regelméBig,
besonders in der Phase der Gesundheit, Messwerte erhoben
werden, um Verdnderungen im Krankheitsfall richtig zu
deuten? Uber all diesen Fragen steht nicht zuletzt auch die
Frage der Finanzierbarkeit.
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