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Jl Im Fokus I

Die Briickenbauer

Das Briickenbauen gehort zu den spie-
lerischen Elementen vieler Trainings- und
Therapieprogramme. Immer geht es da-
rum, in einer Gruppe mit vorgegebenen
Materialien eine Kluft zu tiberwinden. Im
Kindergarten baut man zum Beispiel aus
Strohhalmen eine
Briicke fiir die
Spielzeugeisen-
bahn, in Team-
bildungskursen
fiir Erwachsene
eine begehbare
Seilbriicke iiber

Hamburger Briicken

Westen), aber schnell wurde klar, dass auch
eine inhaltliche Nihe besteht. Deshalb be-
ginnen wir gleich auf den nidchsten Seiten
mit dem im Gastkommentar angespro-
chenen Briickenbau zwischen Miinchen
und Fulda, wo der Verein seinen Sitz hat.
Beim IFCC-
Kongress 2009
in Innsbruck
wurde dann im
Juni eine Part-
nerschaft mit
der Schweize-
rischen Union

eine Schlucht. fiir Labormedi-
Trainiert werden = - 2 zin(SULM) ge-
Fihigkeiten wie e s g ) startet. Derneue
kollektive Ent- - -~ Vorsitzende Dr.
§ Cheidung sfin- Photo: www.mediaserver.hamburg.de Martin - Risch
dung oder Sozial- hat &hnliche
kompetenz. Ziele wie der

Das Briickenbauen ist auch ein zentrales
Element unserer Plattform Diagnostik,
die im Mirzheft 2007 zum erstenmal als
eigene Rubrik erschien und seither iiber-
aus erfolgreich ist. Zu den Beitridgen der
damaligen Ausgabe gehorte ein Bericht
iiber die Jahrestagung der ,.Interdiszipli-
néren Gruppe fiir Labor und Durchfluss-
zytometrie* (IGLD), diesen Mirz kam es
nun zu einem personlichen Treffen bei der
Tagung 2009.Ausldser war zunéchst nur
die rdumliche Nihe zwischen Tagungsort
und Trillium-Biiro (beides im Miinchner

IGLD-Vorsitzende Dr. Kai Gutensohn:
Beide gestalten Zukunft als interdiszi-
plinire Briickenbauer.

Vielleicht hat ja der Erfolg unserer
Plattform etwas mit dem ,,spielerischen*
Element einer Medienkooperation zu tun:
Interessengruppen, zwischen denen auf
(berufs-) politischer Ebene womdoglich
eine Kluft liegt, konnen hier zusammenfin-
den und dabei neue kollektive Fihigkeiten
trainieren. Das jedenfalls ist die Idee.
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M Gastkommentar I

Gleichwertiges Miteinander

Hamburg ist — noch vorVenedig — die Stadt mit
den meisten Briicken in Europa. Davon inspi-
riert wurde vor fast 14 Jahren der Verein IGLD
e.V. (Interdisziplinare Gruppe fir Labor und
Durchflusszytometrie) in Hamburg gegriindet.
Wir organisieren seither vor allem Symposien
und Workshops, mitdenen wir Ufer miteinander
verbinden. Dabei bildet das Selbstverstandnis
der “Einheit von Klinik, Diagnostik, Therapie
und Wissenschaft” den Grundstein unserer
kostenfreien Veranstaltungen.

Was verbindet uns mit der Plattform Diagnostik
dieser Zeitschrift? Uns geféllt, dass im Trillium-
Report die Verflechtung von ambulantem und
stationdrem Sektor, die Verknipfung der ver-
schiedenen Fachdisziplinen und der offene
Dialog der unterschiedlichen Berufsgruppen
konzeptionellim Vordergrund stehen. Die IGLD
verfolgt sinngeman dieselben Ziele, nur eben
mit einer Tagung anstelle einer Zeitschrift. Wir
verstehen uns als Plattform, die ein gleichwer-
tiges und offenes Miteinander der Teilnehmer,
Referenten, Organisatoren und Sponsoren er-
maoglicht. Deshalb freuen wir uns auf eine nach-
haltige Kooperation
im Sinne unserer
Vereinsziele.

Priv.-Doz. Dr. med.
Kai Gutensohn
IGLD e.V.
AescuLabor
Hamburg
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Labor und Durchflusszytometrie

Die Abkiirzung IGLD stehtfir Interdisziplinare
Gruppe flr Labor und Durchflusszytometrie®,
aber damitistdas Themenspektrum der IGLD-
Jahrestagungen nur sehr unvollstandig be-
schrieben. Der Name sollte bei der Griindung
desVereins im Jahr 1995 zwei Tatigkeitsfelder
inhaltlich verbinden, die damals flir junge, ambi-
tionierte Laborarzte schwer vereinbar schienen.
sLabor“stand furtagliche Routine, ,Durchfluss-
zytometrie®fur (eher ndchtliche) Forschung. Da
lag es auf der Hand, ein Symposiumins Leben
zurufen, das Wissenschaft und Praxis verband
und obendrein —quasi im Rahmen kollegialer
Nachbarschaftshilfe — kostenlos war.

Die Arbeit der IGLD ist nicht politisch, sondern
an Inhalten orientiert. Hierarchien spielen fir
den Verein keine Rolle, alle Aktiven arbeiten
ehrenamtlich. Die Tagungsprogramme sind
facettenreich und thematisch grenziiberschrei-
tend. Auch wenn die Durchflusszytometrie in-
zwischen Einzugins Routinelabor gehalten hat
(S.92), ist das Konzept erhalten geblieben,
Theorie und Praxis zu verbinden. Der Themen-
katalog hat sich allerdings mitinsgesamt zehn
Schwerpunkten erheblich ausgeweitet.

Themen des Programms 2009

Der Autor des nebenstehenden Beitrags Priv.-
Doz. Dr. Michael Spannag|, Leiter des Labors
fr Immungenetik und Molekulare Diagnostik
am Klinikum GroBhadern, war Organisator
der Tagung mit den nachfolgenden Sessions.
Jeweils einer von flinf bis sechs Vortragen ist
in Klammern als Beispiel aufgefiihrt. Die fett
gedruckten Punkte werden hier im Detail vor-
gestellt.

1. Hamostaseologie (Gentherapie der
Hamophilie)

2. Stammzellbiologie (Der Mensch ist so alt
wie seine Stammzellen)

3. Immungenetik und Transplantation
(Hochauflésende HLA-Genotypisierung)

4. Sterilproduktion in der Zelltherapie
(Herstellung von Stammzellprodukten)

5. Analyse biomedizinischer Daten (Signal-
Ubertragung in Netzwerken)

6. POCT (RiLiBak/Akkreditierung)

7. Neue Versorgungsstrukturen
(ambulant-stationare Verkniipfung)

8. Hamatologie/Onkologie
(Genexpressions- und SNP-Arrays)

9. Transfusionsmedizin
(Stammzelletherapie solider Tumoren)

10. Workshops (Grundlagen der Durch-
flusszytometrie)

Uber die Themenbldcke 4 und 5 sind Beitra-
ge in den nichsten beiden Trillium-Ausgaben
vorgesehen. Informationen zum Verein unter
www.igld.de.
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Immungenetik und Transplantationsmedizin

Die virtuelle Kreuzprobe

Nach einer molekulargenetischen
Erfolgsphase erleben Serologie und
Kreuzprobe eine Renaissance im HLA-
Labor. Die Methoden haben sich aller-
dings erheblich verfeinert.

Die Transplantationsmedizin gehort
zu den groften und seit Prof. Christiaan
Barnard (1967) wohl auch spektakulérsten
Errungenschaften der Hochleistungsme-
dizin. Der entscheidende Durchbruch er-
folgte vor kaum mehr als 50 Jahren: 1958
entdeckte der Arzt und Nobelpreistriger
Jean Dausset das HLA-System (human
leucocyte antigen) und fand damit die Er-
klédrung fiir die bis dato todlich verlaufenen
Versuche, Organe von einem Spender auf
einen Empfénger zu iibertragen.

Die Erkennung korperfremder Zellen
istein komplizierter Vorgang, bei dem die
enorme individuelle Variabilitdt der HLA-
Klassen Iund IT eine Schliisselrolle spielt.
Vereinfacht gesagt priift der Korper des
Empfingers die Gewebevertriglichkeit
(Histokompatibilitit) durch einen Ver-
gleich der fremden und eigenen HLA-
Muster. Gegen fremde Muster wird hdufig
eine spezifische Immunantwort ausgelost,
die bei wiederholtem Kontakt (z.B. einer
erneuten Transplantation) eine zytoto-
xische Reaktion auslost und die fremden
Zellen zerstort. Abhilfe schafft letztlich
zwar nur die Immunsuppression, aber
ein moglichst perfektes HLA-Matching
ist nach wie vor eine gute Voraussetzung
fiir den Erfolg.

Im Hintergrund jeder Klinik mit Trans-
plantationszentrum miissen deshalb auf-
windige Labortechniken vorgehalten wer-
den, um die Vorbereitung von Spender und
Empfinger, die richtige Zuordnung der
Organe und die angemesse Behandlung
von etwaigen AbstoBungsreaktionen zu
gewihrleisten.

HLA-Diagnostik im Wandel der Zeit

Urspriinglich wurde das HLA-System
mit serologischenTechniken proteinche-
misch charakterisiert. Dabei nutzte man
Antiseren, die durch natiirliche Immuni-
sierung, z.B. gegen den Embryo in der
Schwangerschaft, entstanden waren.
Mit diesen einfachen Verfahren lief sich
jedoch die Heterogenitit der Protein-
strukturen auf den Zelloberflachen nicht
ausreichend auflosen.

Eine neue Welt erdffnete sich mit der
DNA-Sequenzierung, die den genetischen
Hintergrund der HLA-Proteinstrukturen
aufzukléren erlaubte. Zuverlassige Tech-
niken lassen inzwischen eine Differenzie-
rung von Tausenden individueller HLA-
Varianten zu, wie Dr. Hirv von IMGM
Laboratories (Labor Dr. Klein, Dr. Rost)
zeigte. Entscheidend sei allerdings eine
fachgerechte Befundung, insbesondere
Aufbereitung der genetischen Codes und
Begriffe, damit der Laborbericht auch im
klinischen Alltag verstanden werde.

Wegen der ausgeprigten Mikrohetero-
genititdes HLA-Systems auf DNA-Ebene
gewinnt heute die Betrachtung des pro-
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Losliches Spender-HLA t,.

o5

Empfanger-Antikorper

len, zeigte Frau Dr. Kauke
aus Miinchen am Beispiel
desMICA-Systems (MCC
class I-related chain A).
Dabei handelt es sich um
eine polymorphe Klasse
von Antigenen auf Spen-

Spenderlymphozyten Empfangerserum derseite. die die Bildung
Wsieren ﬂ ﬂ e pathologischer Allo-An-
¥ ’;_ X e tikorper des Empfangers

* ot JorT anregen und zur Absto-

: e "',_Y - Bung von Transplantaten

fiihren konnen.
Kreuzproben werden
unmittelbar vor einer
Transplantation zum Aus-
schluss von Antikorpern
des Empfingers gegen

P

Testprinzip der ,virtuellen Kreuzprobe*: Spenderzellen werden
lber Ficollgradienten gereinigt, lysiert und mit Mikrobeads inku-
biert. Nach Zugabe von Empfdangerserum reagieren etwaige HLA-
Antikdrper mit dem I6slichen Spender-HLA. Der Komplex wird mit
markiertem Konjugat (Anti-lgG-PE) zum Leuchten gebracht und
im Luminexgerét, einer Art Durchflusszytometer, gemessen.

teinchemischen Phénotyps wieder an Be-
deutung. Auch die klassische Kreuzprobe
erlebt eine Renaissance, nicht zuletzt durch
das vermehrte Auftreten von Antikdrpern
gegen Oberflachenantigene in potenziellen
Empfingern. Solche priformierten Anti-
korper entstehen natiirlicherweise bei der
Schwangerschaft, aber zunehmend auch
aufgrund vorangegangener Transfusionen
oder Transplantationen.

Dass aufler HLA auch andere Oberfld-
chenproteine der Zelle eine wichtige Rolle
inder Transplantationsimmunologie spie-

HLA-Antigene des Spen-
ders durchgefiihrt. Die
Referenzmethode ist der
komplement-abhingige
Lymphozytotoxizititstest
(CDC), der den im Korper
ablaufenden Erkennungs-
und AbstoBungsprozess
physiologisch moglichst
exakt nachbildet. In den letzten Jahren
haben sich aber auch immunchemische
Festphasenassays (z.B. ELISA)
im Antikorperscreening fest eta-
bliert. Sie sind weniger aufwindig
und gut automatisierbar.

Aktuell wird die standardisierte
Kopplung von HLA-Proteinen auf
Mikrobeads zum Nachweis pri-
formierter 16slicher Antik6rper im
so genannten ,,L.uminex-Cross-
match* intensiv wissenschaftlich
untersucht. Laut Dr. Schaub aus

der Nephrologie in Basel kann man mit
dem aus der Durchflusszytometrie abge-
leiteten Luminex-Verfahren eine robuste
serologische HLA-Diagnostik aufbauen,
die dem CDC ebenbiirtig ist.

Die Luminex-Technologie ermoglicht
es, die Antikorperspezifitit fiir exakt de-
finierte HLA-Molekiile durch die Wahl
der gekoppelten Antikorper festzulegen.
Vergleicht man nun die HLA-Typisierung
des Spenders mit den vorher spezifizierten
HLA-Antikorpern des Empfingers, so
kann damit ein ,,virtueller Crossmatch
durchgefiihrt werden, d.h. die Vertrag-
lichkeit von Spender und potenziellem
Empfinger kann nach Kenntnis der HLA-
Typisierung des Spenders ohne Verwen-
dung seiner Leukozyten mit dem Computer
kalkuliert werden.

Erste Vergleichsstudien zwischen der
CDC-Referenzmethode und dem neuen
Verfahren ergaben eine hohe Uberein-
stimmung. Bei abweichenden Resultaten
besall der Luminextest vereinzelt sogar
eine bessere Vorhersagekraft beziiglich
des spiteren Transplantationserfolgs. Ob
eines Tages im klinischen Alltag die zy-
totoxische durch die virtuelle Kreuzprobe
abgelost werden kann, ist derzeit Gegen-
stand prospektiver Unter-
suchungen.

Priv.-Doz. Dr. med.
Michael Spannagl
Klinikum der
Universitidt Miinchen
Labor fiir Imnmungenetik
Tel. 089/7095-4401
mispannagl @t-online.de

IGLD-Workshop-Programm

Praxiserfahrene Fachleute (im Bild Dr.
Hans-Dieter Kleine, Seracell Rostock) ge-

Die Horséle und Seminar-
raume im Klinikum GroBhadern der Univer-
sitdt Miinchen mit den angrenzenden Insti-
tuten der Grundlagen- und der angewandten
Forschung boten ideale Voraussetzungen zur
Durchflihrung von Workshops wéhrend des
Symposiums. Unter der Uberschrift ,Neues
aus Immunologie und zellulérer Therapie“
wurden auch diesmal zahlreiche Vortragsthe-
men mit praktischen Anleitungen unterfttert.
Da der Buchstabe D in der Abkirzung IGLD
fur Durchflusszytometrie steht, befassten
sich funf von insgesamt zehn Workshops
mit dieser Technologie.

statteten den Teilnehmern einen detaillierten
Blick ins Innere derhéchstkomplexen Geréte.
Von diesem vertieften Einblick profitieren
auch die Trillium-Leser auf den n&chsten
beiden Seiten; dort werden vier aktuelle
Durchflusszytometrie-Systeme vorgestellt.

Alle, die sich flr die hochkaratigen und
preisgiinstigen Workshops der IGLD interes-
sieren, sind schon heute herzlich zum néchs-
ten Symposium nach Bad Soden-Allendorf
bei Frankfurt eingeladen. Workshopthemen
werden unter anderem die Messung von
Stamm- und Progenitorzellen und Bestim-
mung des Immunstatus sein .

iy

<

Infos unter www.igld.de, persénliche Anfragenan
Johannes.wessels @ med.uni-goettingen.de
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Die neue Generation der Durchflusszytometer

Anspruchsvolle Routineanwendungen

Trotz hoher technischer Komplexitiit
hat die Durchflusszytometrie inzwischen
den Sprung in die Routinediagnostik
geschafft. Pri- und Postanalytik sind
die néichsten Herausforderungen.

Durchflusszytometer analysieren ein-
zelne Zellen in Blutund anderen Suspensi-
onen auf physikalische und biochemische
Eigenschaften. Dabei passiert jede Zelle
einen Laserstrahl in einem feinen Fliissig-
keitsstrom (hydrodynamische Fokussie-
rung). Zwei Arten von Signalen werden
aufgenommen: Im Streulichterkennt man
ZellgroBe und Granularitidt und kann so
Lymphozyten und Monozyten sowie neu-
trophile und eosinophile Granulozyten
trennen. Fluoreszenzsignale unterschied-
licher Wellenlidnge erlauben die simultane
Unterscheidung vieler biologisch rele-
vanter Subpopulationen innerhalb der ge-
nannten Zellarten. Diese Signale stammen
von unterschiedlichen Fluorochromen, die
kovalent an monoklonale Antikorper ge-
gen Zelloberflichenmarker gekoppelt sind
(Immunphinotypisierung). Das Ergebnis
ist eine Vielzahl von Computergrafiken,
sog. Scattergrammen, mit Abertausenden
von Zellpunkten (Beispiele Seite 94).

Eine neue Generation

Seitdem letztenTrillium-Review Uber Durchfluss-
zytometrie (TR 2005 (3)3:76) sind fast vier Jahre
vergangen, in denen sich viel getan hat. Die hier
abgebildeten Modelle der beiden Marktftihrer
BD und Beckman Coulter wurden soeben der
Offentlichkeit vorgestellt und demonstrieren, wie
analytische Komplexitat routinetauglich gemacht
werden kann.

In der nebenstehenden Tabelle vergleichen wir
beispielhaft jeweils ein Gerat flir den Basisein-
satz in der Hdmatologie und Immunologie mit
einem komplexeren System, das sich auch fir
wissenschaftliche Fragestellungen eignet.
Naturlich ist die Palette der Anwendungen und
Geraéte in Forschung und Kilinik viel breiter. Ins-
besondere klassische Hamatologiegeréte setzen
zunehmend Technologien der Durchflusszyto-
metrie zur Erweiterung ihres Spektrums ein.
Dieses Thema ist bereits fest fir eine spatere
Trilllum-Ausgabe vorgesehen.

Die erste durchflusszytometrische An-
wendung der 1984 mit dem Nobelpreis
in Medizin geehrten Entdeckung mono-
klonaler Antikorper war die Auftrennung
von B- und T-Lymphozyten, die sich im
Mikroskop nur schwer unterscheiden
lassen. Die Auftrennung erfolgte damals
tatsichlich physikalisch, weshalb diese
Gerite heute noch Fluorescence-Activa-
ted Cell Sorter (FACS) genannt werden.
Die Sortiereigenschaft wird aber aus Kom-
plexitits- und Kostengriinden nur noch in
Forschungsgeriten genutzt.

Einsatzgebiete

Blut stellt ein naheliegendes Untersu-
chungsgut dar, weil sich die Zellen dort
bereits in Suspension befinden. Dement-
sprechend wird die Durchflusszytometrie
vor allem in der Hamatologie zur Typi-
sierung von Leukdmien und Lymphomen
sowie in der Immunologie zur Abkldrung
von Immundefekten eingesetzt. Auch das
~immunologische Differenzialblutbild*
istals Alternative zu seinem schwer auto-
matisierbaren mikroskopischen Pendant
ein (auch wirtschaftlich) lohnendes An-
wendungsgebiet, und schlieBlich profitiert
die zelluldre Liquordiagnostik von der si-

cheren Zellzuordnung — vorausgesetzt die
Geriite arbeiten sparsam und mit geringem
Zellverlust. Die Vereinzelung von Zellen
aus einem Gewebeverband ist dagegen
auch heute noch eine Herausforderung,
die stets gewisse Kompromisse erfordert.
Deshalb bleibt der Einsatz in der Patho-
logie begrenzt.

Dank der Messung von 20.000 bis
100.000 Zellen je Probe ist die Analyse
seltener Zellen eine weitere Doméne der
Durchflusszytometrie: Die Bestimmung
von CD34-positiven humanen Progeni-
torzellen hat durch die Stammzelltrans-
plantation enorm an Bedeutung gewon-
nen, und in der Allergiediagnostik wird so
die Analyse der Degranulation basophiler
Granulozyten durch Allergeninkubation
ex vivo ermoglicht.

Dank einer Vielzahl technischer Ver-
besserungen wurden Zytometer in den
letzten Jahren immer leistungsfihiger
und routinetauglicher. Dennoch darf man
sich keiner Tduschung hingeben: Wenn
man iiber die einfache Lymphozytenty-
pisierung hinausgeht, bleibt die Durch-
flusszytometrie auf absehbare Zeit ein
anspruchsvolles Spezialgebiet, das auf-
grund seiner analytischen, pri- und post-

Beckman Coulter Navios™

& s -

COULTER.

Michael Braun

Beckman Coulter

Europark Fichtenhain B13, 47807 Krefeld
Tel.02151/333-788,0171/304 98 23
mbraun @beckman.com
www.beckmancoulter.com

BD LSRFortessa™

& BD:

Dr.Norbert Leclere

BD Biosciences

TullastraBe 8-12, 69126 Heidelberg
Tel. 06221/305-406, 0172/625 21 29
norbert_leclere @ europe.bd.com
www.bd.com
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Firma

BD Biosciences

BD FACSCanto™ Il

BD™LSRII

Beckman Coulter

Cytomics™ FC 500

Navios™

Tiefe, Breite, Hohe (cm) 61x91x64 87 x 156 x 56 74x90x 61 70x95x 61
Gewicht (kg) 144 239 85 104
Stromverbrauch (Anschluss) 16 A, 220V 16 A, 220V 16 A, 220V 16 A, 220V

min. Abwarme (Klimatisierung) 0,54 kW/h 0,35 kW/h 2,3KW/h ~0,62 KW/h
Aufwarmzeit (Min., Gerat messfertig) 15 max. 60 (je nach Laser) 15 10 (durch Klimatisierung)
Wartungsintervall (Firmen-Service) 2x pro Jahr 2x pro Jahr 1x pro Jahr 1x pro Jahr
Betriebssystem MS Windows XP prof. MS Windows XP prof. MS Windows 2000 MS Windows Vista Business
Speicherkapazitat' (GB) 80 + 250 (+ 320 GB extern) 80 + 250 (+ 320 GB extern) 40 + 250 bis zu 500 + 500
LIS-Anbindung Gerat uni- / bidirektional méglich unidirektional mdglich bidirektional méglich bidirektional
LIS-Anbindung Pipettor bidirektional - bidirektional méglich bidirektional
Probenidentifikation Karussell, Position - Tube, Karussell, Position Tube, Karussell, Position
Anzahl Laser bis zu 3 bis zu 7 2 3

Art der Laser lonen, Festkdrper lonen, Festkdrper lonen, Festkorper Festkorper
Anzahl Messparameter 10 20 7 12

Aufldsung 2 262.144 262.144 1.048.576 1.048.576
Anregungswellenlangen (nm) 488 - 633 (405 optional) SSSé:S?ﬁSJ;Zﬁ;)SN ’ 488, 633 405, 488, 638
Empfindlichkeit (vEsF) 2 <100/<50 <80/<30 600/300/600 112/15/75
Durchflussrate (ui/min.) 30, 60 oder 120 15-120 10, 30, 60 10, 30, 60

Max. Flussrate (events/Sek.) 10.000 70.000 4.500 >25.000

Min. Probenvolumen () 4 30 20 50 50
Kontrollmaterialien Beads, Zellen Beads, Zellen Beads, Zellen, Vollblut Beads, Zellen, Vollblut
Fluoreszenzkanale ® 6-8 18 5 10

Loader optional (Réhrchen/Platten) optional (Platten) integriert integriert
Probenkapaz. (Rshrchen/ Platten) 40/96 oder 384 -/96 oder 384 32/96 32/96

Typischer Durchsatz ©

96/20 Min. (Platten)

96/20 Min. (Platten)

90/Std. (Réhrchen)

90/Std. (Réhrchen)

CE/IVD-Zertifizierung

ja

nein

ja

ja

Besonderheiten und
Alleinstellungsmerkmale

Elektronik digital; hohe Empfindlichkeit (Octagon-Optik);
auswechselbare Spiegel und Filter; praktisch kein
Totvolumen durch direktes Ansaugen der Probe uber die
Nadel (wichtig flr Liquor, Lymphknoten, Padiatrie, Ver-

Pico-Motoren zur Steuerung und Justage der Laser

(Laseralignment); Klimatisierung zur Regelung der Tem-
peratur innerhalb des Systems; automatische Mischvor-
richtung (Vortex) fur Messréhrchen; Barcode Erkennung

an Karussell, Position und Messréhrchen; flexibles
Setting durch auswechselbare Filter (Justagefrei).

suchstiere); label-spezifische Instrumentsettings; DNA-
und Calcium-Messung mit UV-Anregung (lonenlaser).

Die Tabelle basiert auf Herstellerangaben und erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit und Richtigkeit.

Erlauterungen Fluoreszenzkanile BD Fluoreszenzkanile Beckman Coulter

1. Alle Gerate besitzen zwei interne Festplatten Blau: 530 nm (FITC), 585 nm (PE), Blau: 525 nm, 575 nm, 620 nm, 675 nm,
2.Kanéle des Analog-Digitalwandlers 670 nm (PerCP), 780 nm (PE-Cy7) 755 nmLP

3. mean equivalent of soluble fluorochrome Rot: 660 nm (APC), 780 nm (APC-H7) Rot: 660 nm, 725 nm, 755 nmLP

4. Ansaugvolumen ohne Totvolumen Violett: 450 nm (Horizon V450), 510 nm Violett: 450 nm, 550 nm

5. Errechnet sich aus Zahl der Fluoreszenz- (AmCyan)

kanale (nebenstehend) plus 2 (Vorwérts-
und Seitwérts-Streulicht)

6. Anhaltszahlen mit erheblichen Streubreiten
(abh.von Zellzahl, Volumen, Flussrate u.4.)

Hinweis: Die in Klammern aufgefiihrten Farbstoffe sind nur Beispiele. Eine komplette Auflistung wiirde
den Rahmen dieser tabellarischen Darstellung sprengen.
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Auch wenn nicht
alle Farbkanile
(Fluoreszenzen)
genutzt werden,
weil es z.B. dafiir

NK-T
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CD45RA-PC5.5
2

.
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analytischen Komplexitit hervorragend
geschulte Mitarbeiter bendtigt, oft sogar
die beste Kraftim Labor. Die Einarbeitung
in die differenzierte Analysesoftware er-
fordert Monate, und die Datenauswertung
in einem vieldimensionalen Raum iiber-
steigt auch das Vorstellungsvermogen des
Durchschnittsakademikers.
Professionelle Durchflusszytometrie
erfordert fiir die Befundung stets einen
erfahrenen Hamatologen, Immunologen
oder Laborarzt, denn die Ergebnisqualitét
eines Labors erkennt man gerade auch da-
ran, ob es nur Zahlenkolonnen oder einen
Befund im Kontext klinischer Angaben
liefert—und auch, ob der Befund aus Text-
bausteinen oder individuellen Aussagen
von medizinischer Relevanz besteht.

Technische Verbesserungen

Der Datendurchsatz und damit die
Messgeschwindigkeit haben sich deutlich
erhoht, was auch einen hoheren Proben-
durchsatz ermdglicht. Um die Datenana-
lyse von beispielsweise 100 Proben pro
Stunde am Geriit parallel zur Messung zu
ermoglichen, sollte man mindestens eine
zusitzliche Auswertestation einplanen.

Moderne Gerite verfiigen jetzt iiber acht
oder zehn Fluoreszenzkanile fiir Mehr-
farbanalysen mit neuen Fluorochromen.
Die simultane Verwendung mehrerer An-
tikorper ermdglicht eine hohere Auflosung
kleiner Subkompartimente, beispielsweise
bei der Analyse der Himatopoese in Kno-
chenmarksproben oder von Lymphozyten-
subpopulationen in kleineren Probenvolu-
mina durch Verkiirzung von Markerpanels.

phozytensubpopulationen;
BD FACSCanto™ Il
von BD Biosciences.

Links: Trennung von ,naiven*
und memory T-Zellen;
Navios™ von Beckman Coulter.

noch keine Anti-
korperkonjuga-
te gibt, so kann
man immerhin

ow’ w0°  w0* w0®  durch geschickte
CD3 Pacific Blue-A Wahl mehrerer
Fluorochrome
Scattergramme zur Analyse ~ deren spektralen
von Zellpopulationen im Blut Uberlappungen
deutlich besser

Oben: Differenzierung von Lym-  kompensieren.

Ferner wurde
die Kanalauflo-
sung der Verstir-
ker wesentlich
verbessert, so
dass eine lineare
physikalische
Verstirkung mit
anschlielender
digitaler Logarith-
mierung moglich
wird; das erlaubt die Nachbearbeitung und
Korrektur der Auswertung auf der Basis
von unverfilschten Rohdaten. Genau zu
hinterfragen ist bei den verschiedenen
Geriten allerdings, ob auch wirklich alle
Kanile (Dekaden) im unteren Messbe-
reich nutzbar sind.

Schlieflich hatsich die Servicehdufigkeit
der Gerite reduziert, was angesichts des
heute iiblichen Reagenzienleasings inkl.
Servicekosten ein fiir Hersteller und An-
wender durchaus relevantes Thema ist.

Erweiterte Méglichkeiten

Alternativ zur Typisierung mit Antikor-
pern werden auch fluoreszente Nuklein-
sdurefarbstoffe oder fluorogene Enzym-
substrate verwendet, um Zellproliferation
und andere Zellfunktionen zu erfassen.
Diese Untersuchungen er6ffnen der Ha-
matologie eine neue Dimension, doch ist
hier eine Standardisierung notwendig, wie
sie vor Jahren in der Klinischen Chemie
fiir Enzyme stattgefunden hat. Besonders
kritischist der untere Messbereich, da sich
die Leistungsfihigkeit des gesamten Im-
munsystems durch eine Multiplikation
von Zellfunktion und Zellzahl errechnet.
Analog zur elektrischen Leistung in der
Physik (,,Spannung mal Stromstirke®)
wirken sich folglich Schwankungen eines
Faktors hier extrem stark aus.

Alle Gerite erlauben prinzipiell die Zah-
lung von Bakterien, um z.B. pathologische
Proben fiir die weitere mikrobiologische
Untersuchung herauszufiltern. Fiir diesen
Zweck wurden auch eigene Urindurch-
flusszytometer entwickelt. SchliefSlich sei

die Luminex-Technologie erwéhnt, bei
der anstelle von Zellen kiinstliche Beads
im Laserstrahl analysiert werden. Diese
werden mit unterschiedlichsten Liganden,
z.B. Antikorpern oder Nukeleinsdureson-
den, beladen, um 16sliche Reaktionspart-
ner nachzuweisen. Das Potenzial dieser
Technologie fiir die Immunchemie und
molekulare Diagnostik wird als sehr hoch
eingeschitzt, da man auf diese Weise Bio-
markerprofile, z.B. Cytokine mit hoher
Prézision messen kann (s.a. Seite 90).

Herausforderungen

Nach der Optimierung der eigentlichen
Analytik in den Messgeriten liegen die
groBeren Herausforderungen nun in der
Probenvorverarbeitung und Datenverar-
beitung. Die einfachen Lymphozyten-
subpopulationen werden bereits ohne
Waschschritte weitgehend automatisiert
vorbereitet und ausgewertet, doch fiir die
Untersuchung komplexerer Zellgemische
miissen ungebundene Antikdrper weiter-
hin wie in der klassischen Immundiagnos-
tik mit Zentrifugationsschritten abgetrennt
werden. Dies —sowie das manuelle Setzen
von Softwareregionen bei der Auswertung
— verlangt von MTLA und Arzt besondere
Fachkunde. Der von den Firmen propa-
gierte Finsatz von Hohlfasermodulen, die
vertikale Zentrifugation oder die Verwen-
dung von Coombszentrifugen konnten die
manuelle Probenvorbereitung bisher noch
nicht ersetzen.

Ein kritischer und storanfalliger Schritt
ist ferner die Kalibration: Wihrend klas-
sische Hamatologiegerite, die heute ja
ebenfalls Laserdurchflusszytometer dar-
stellen, volumetrische Messungen und da-
mit echte Konzentrationsbestimmungen
von Zellen erlauben, kommen bei den hier
besprochenen Geriten Mikropartikel be-
kannter Konzentration zum Einsatz.

Dass die Fluoreszenz-Durchflusszy-
tometer aus der Grundlagenforschung
hervorgegangenen sind, bemerkt man
spdtestens bei der Anbindung an die
Labor-EDV (LIS). Meist benotigt man
dafiir sog. Middleware, d.h. Rechner, die
die Ubersetzungsarbeit zwischen dem
Auswertungs-PC des Messgerites und
der Labor-EDV Ileisten.

Auf der Wunschliste vieler Anwender
stehen Dinge, die im Routinelabor heute
eigentlich Selbstverstindlichkeiten sind.
Dazu gehoren HL7-/ASTM-Schnittstellen,
online-Ubertragung der Untersuchungsan-
forderungen, um eine sich stindig aktua-
lisierende Arbeitsliste zu generieren, oder
positive Probenidentifikation zur Vermei-
dung von Verwechslungen. Mangelware
sind auch herstellerspezifische Tabellen
mit altersabhingigen Normwerten. In
manchen Bereichen wie z.B. der Analyse

94

Trillium-Report 2009 7(2):94



von Knochenmarkproben ist die Auswer-
tung durch Software von Drittanbietern
interessant (z.B. Infinicyt von Cytognos).
Vor der Anschaffung ist jedoch zu priifen,
ob die Datenformate der Gerite wirklich
dem FCS-Standard entsprechen oder pro-
prietire Definitionen enthalten.
Weiterhin stecken Reagenzienkiihlung
und Chargenverwaltung on board bei der
Durchflusszytometrie noch in den Anfén-
gen, und fiir viele Antikorper existieren
keine stabilen Kontrollreagenzien, die
einer kompletten Prozesskontrolle stand-
halten. Schlielich ist die Wéarme- und
Geriduschentwicklung bei einigen Geréten
nichtunerheblich und kann kostentrichtige
UmbaumaBnahmen vor Ort erfordern.

Fazit und Ausblick

Ohne Frage tragen die beschriebenen
technischen Verbesserungen der neuen
Geritegeneration entscheidend dazu
bei, dass sich die Routineanwendungen
der klinischen Durchflusszytometrie in-
zwischen gut etabliert haben. Die in der
Ubersichtstabelle aufgefiihrten Geriite
decken alle Anforderungen fiir Basisun-
tersuchungen vergleichbar gut ab und un-
terscheiden sich eher in ihrer Flexibilitéit
fiir Spezialanwendungen und der Zahl
der Fluoreszenzkanile. Angesichts des
erheblichen Umstellungsaufwandes vom
Reagenzwechsel iiber die Softwareschu-
lung bis zu neuen Normalwerten sollte ein
Systemwechsel gut iiberdacht werden.

Aktuell droht der Durchflusszytometrie
Gefahr aus wirtschaftlicher Richtung: Die
kassenérztliche Bundesvereinigung beab-
sichtigtin diesem Jahr, die Abrechnungs-
ziffer ,,Ahnliche Untersuchungen® zu
streichen. Damit ist die GK'V-Vergiitung
fiir die Mehrzahl der Untersuchungen, die
iiber die einfache Immunphénotypisierung
hinausgehen, kiinftig ungeklirt. So bleibt
am Ende ein Fragezeichen iiber der Wei-
terentwicklung dieser innovativen Tech-
nik, die ihre medizinischen Potenziale noch
ldngst nicht ausgeschopft hat.

Dr. med. Thomas Nebe
Hiamatologisches Speziallabor

am Onkologikum Frankfurt
thomas.nebe @onkologikum-labor.de
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Strukturwandel in der Labormedizin

Die Mutter aller Probleme

GroBe allein macht noch nicht erfolg-
reich. Das gilt fiir viele Branchen, so
auch fiir die Labormedizin.

In der Laborbranche herrschen Uber-
kapazititen von 20% bis 30%, entstan-
den nach der Laborreform 1999 durch
stetig erweiterte Gerdtekapazititen und
Verschiebungen in der Leistungserbrin-
gung zwischen den Arztgruppen ambulant
und stationdr. Das macht eine strukturelle
Gesundung der Branche fast unmdglich,
wobei unter Gesundung z.B. die Beset-
zung mittlerer und groBerer Krankenhaus-
Laborabteilungen mit Kompetenztrigern
oder die Verminderung der Quersubven-
tion hausirztlicher Leistungen durch
Selbstzuweisung zu verstehen wire. Der
wohnortnahe Zugang zum laborérztlichen
Kompetenztrager verschwindet, einfache
praanalytische Erfordernisse werden um
des Gewinns im Cent-Bereich willen
groblich missachtet, hohe Globalkosten
durch zu langen Probentransport werden
billigend in Kauf genommen.

Die Mutter aller Probleme ist die iiber-
dimensionierte Produktionskapazitit.
Schon lange krankt die Branche an vollig
unrealistischen Absatzzielen, die auf zu
optimistischen Erwartungen von Inves-
toren, insbesondere beim Generieren
von so genannten IGeL-Neugeschiiften,
beruhen. Natiirlich soll die Arzteschaft
optimistisch in die Zukunft blicken, doch
dabei darf die Realitit nicht iibersehen
werden. Konsolidierung und Strukturin-
derung ist angesagt, nicht das Vorhalten
zu hoher Produktionskapazititen. Mehr
noch: Der Wert der Labormedizin kdnnte
steigen, wire nicht alles immer im Uber-
fluss verfiigbar.

Ohne Frage ist der Unterhalt von iiber-
fliissigen, weil zu gering ausgelasteten
Labors teuer; vor allem Personalkosten
konnen in Zeiten schwacher Nachfrage
nicht schnell genug reduziert werden.
Um nicht von den Fixkosten
erdriickt zu werden, miissen
die Laborbetreiber diese auf
moglichst viele erbrachte
Leistungen umlegen. Dies
wirkt sich erheblich auf den
Preis fiir die Leistungen aus.

Die Uberkapazititen hiin-
gen direkt mit einem wei-
teren Problem der Branche
zusammen, dem teilweise

absurd anmutendem Streben nach Groe
zur Erzielung von Skaleneffekten. Man
konnte es auch die Faszination der grolen
Zahl nennen. Die groflen Laboreinheiten
fliichten in noch groBere Kooperationen,
um die Fixkosten ihres kapitalintensiven
Geschiifts zu senken. Dies ist zwar ver-
stiandlich, doch macht schiere Grofe allein
mit Sicherheit noch nicht erfolgreich.

Durch die Fixierung auf Skaleneffekte
und Synergien werden Wettbewerbsfak-
toren, die mindestens ebenso wichtig sind,
oft vernachlissigt. Dazu gehort das Design
der Laborprozesse einschlieBlich der Pra-
analytik und Beratungsqualitit ebenso wie
die kreative Anpassung an die Erforder-
nisse der Patienten vor Ort und die struk-
turelle Kooperation iiber die Sektoren
des Gesundheitswesens hinweg. Ergiinzt
wiirde dies durch sektorentibergreifende
Bildung von Allianzen, beispielsweise
der Deutschen Krankenhausgesellschaft
und der niedergelassen Arzteschaft, zur
nachhaltigen Sicherung der Patientenver-
sorgung mit laborérztlichen Leistungen.

Labormedizin hat nicht nur etwas mit
Preis, Kosten und Gebiihrenordnungen
Zu tun; sie ist wenig sichtbarer und doch
integraler Bestandteil der Patientenversor-
gung und messbarer Fortschrittstriger fiir
Medizin und Gesellschaft. Labormedizin
entzieht sich durch die immanente Qualitit
dem Vorwurf der Zwei-Klassen-Medizin,
zumindest wenn die Indikationsstellung
in geregelten Bahnen l4uft.

Ist die Malaise heilbar?

Fiir die Gesundung der Branche miissten
also die offenen Stellen im Krankenhaus-
bereich durch Kompetenztriger nach-
haltig besetzt und die Uberkapazititen
im niedergelassenen Bereich abgebaut
werden. Ferner benotigen wir identische
Regelungen zur Labor-Kompetenz und
zur Indikationsstellung im PKV- wie im
GKV-Bereich, und nicht zuletzt miissen
die Selbstkosten im Bereich der
GKYV auf die Basis betriebswirt-
schaftlich anerkannter Kosten-
strukturen gestellt werden. Nur
so bleibt die Freiberuflichkeit
der Labormedizin nachhaltig
erhalten.

Dr. Bernhard Wiegel
Laborarzt, Deggendorf
dr.bernhard.wiegel @t-online.de
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Schritt 1

Schritt 2

Infektionsscreening und -diagnostik

Vorsorge in der Schwangerschaft

Infektionen mit den Erregern To-
xoplasma gondii, Rubella-Virus (Ro-
teln), Cytomegalie-Virus und Herpes
simplex-Virus (TORCH) konnen wiih-
rend einer Schwangerschaft zu blei-
benden Schéden fiir das Ungeborene
fiihren. Bei einem Teil der infizierten
Kinder manifestieren sich die Folgen
erst im Lauf der ersten Lebensjahre.
Die moglichst friihzeitige und zuver-
lassige Diagnose solcher Infektionen in
der priinatalen Phase ist daher enorm
wichtig, ohne eine Laboranalyse jedoch
nicht moglich.

R ¢

Anti-humanes Igh
biotimyliert

Rubeila-like particles

e

Anti-Rubeila
Ruthenium-markiert

.

Rételn, Testprinzip Elecsys Rubella IgM.

CMv

Zu den am hiufigsten intrauterin iiber-
tragenen Krankheitserregern gehort das
zur Familie der Herpesviren zidhlende
Cytomegalievirus (CMV). Rund ein
Prozent der Frauen in Deutschland ste-
cken sich wihrend der Schwangerschaft
durch Schmier- oder Tropfcheninfektion
mit CMV an und iibertragen das Virus mit
einer 40-prozentigen Wahrscheinlichkeit
diaplazentar auf das ungeborene Kind.

Die bei Erwachsenen fast immer ohne
nennenswerte Krankheitszeichen ver-
laufende Infektion hat beim Ungeborenen
gravierende Folgen: von der Schidigung
lebenswichtiger Organe und schwerwie-
genden Missbildungen bis hin zu mentalen
Retardierungen.

Ohne eine Laboranalyse wird eine
derartige Infektion nicht erkannt. Daher
sollte sich jede Schwangere auch ohne Be-
schwerden im ersten Drittel der Schwan-

Streptavidin
Mikropartikel

gerschaft auf die Antikrper CMV-IgM
und -IgG testen lassen: Das Immunglo-
bulin M (IgM) wird kurz nach einer Neu-
infektion gebildet und zeigt damit eine
frische Infektion an, das Immunglobulin
G (IgG) weist normalerweise auf eine l4n-
ger zuriickliegende Infektion und damit
Immunitét hin.

Bei negativem Befund sollte der Test
bis zum Ende des zweiten Drittels der
Schwangerschaft alle vier bis sechs Wo-
chen wiederholt werden. Die Kosten von
zirka 10 bis 15 Euro pro Test miissen
werdende Miitter selbst tragen. Die auf

e

Probe
anti-Rubella IgM
(1:20 Vorverdiinnung)

@ Mir
8 Min.

Detektion %

der Elektrochemilumineszenz (ECL)-
Technologie basierenden Elecsys CMV
IgG und IgM Tests von Roche weisen eine
hohe klinische Sensitivitit und Spezifitét
auf, was fiir den zuverldssigen Nachweis
ausschlaggebend ist.

Rételn

Immunglobuline G und M sind auch der
Ansatz fiir spezifische Antikorper-Such-
tests bei Roteln, etwa mit dem Parameter
Rubella-IgG und -IgM von Roche. Rételn
(Rubella) werden von Viren (Rubiviren)
verursacht, die zur Klasse der behiillten
Ribonukleinsiure-Viren zihlen. Uber-
tragen werden sie direkt von Mensch zu
Mensch iiber Tropfchen oder indirekt iiber
verunreinigte Gegenstinde. Wie bei CMV
istdie Krankheit nur bei Schwangerschaft
hochst gefahrlich. Der Schweregrad der
Schidigung hingt unter anderem vom
Zeitpunkt der Infektion ab. Je friiher diese

erfolgt, desto schwerer sind Missbildun-
gen. Betroffen sind vor allem die Organe,
die zum Zeitpunkt der Infektion in einem
sensiblen Stadium der Entwicklung sind
(Ohr, Auge, Herz, Nervensystem). Am
hiufigsten kommt es zu Innenohrtaub-
heit, Triibungen der Augenlinse, Herz-
fehlern, Fehlentwicklungen des Gehirns
und Spina bifida. Drei bis sechs Prozent
der Frauen im gebirfiahigen Alter (rund
200.000-400.000) haben nach Angaben
des Robert-Koch-Instituts keinen Roteln-
schutz, sind aber der Meinung, an Rételn
erkrankt gewesen und somit immun zu
sein. Gewissheit kann hier nur ein Bluttest
auf Antikorper erbringen.

Die Elecsys Rubella Tests von Roche
sind Immunoassays basierend auf Rubella-
like particles (RLPs). RLPs sind Partikel,
die die Strukturproteine des Rubella-Virus
enthalten und eine virusihnliche Struktur
ausbilden. Sie sind rekombinant gewon-
nen und enthalten keine RNA, sind also
nicht infektios. Die RLPs ermoglichen
die Bindung von Rubella-spezifischen
Antikorpern. Beim IgM-Test zum Bei-
spiel werden zur Probe biotinylierte mo-
noklonale anti-human-IgM-spezifische
Antikorper plus die RLPs hinzugefiigt.
Diese binden an anti-Rubella [gM Anti-
korper aus der Probe. Nach Zugabe der
mit Ruthenium-Komplex markierten Ru-
bella-spezifischen Antikorper und der mit
Streptavidin beschichteten Mikropartikel
bilden sich Immunkomplexe, die nach Ab-
lauf der Inkubationszeit in die Messzelle
iberfiihrt und gemessen werden.

Toxoplasmose

Bei Toxoplasmose ist ebenfalls ein
moglichst eindeutiger Nachweis aus-
schlaggebend. Nach den deutschen Mut-
terschaftsrichtlinien ist jedoch eine sero-
logische Untersuchung im Gegensatz zu
Rételn nur bei begriindetem Verdacht eine
Kassenleistung. Der Erreger der Krankheit
ist der Einzeller Toxoplasma gondii. Der
Parasit wird vornehmlich iiber Nahrungs-
mittel bzw. den direkten oder indirekten
Kontakt mit infizierten Tieren (v.a. Kat-
zen) ilibertragen. Die moglichen Folgen
bei Primirinfektionen in der Schwan-
gerschaft sind dhnlich schwerwiegend
wie bei CMV und Rételn: Die Rate der
Primérinfektionen in der Schwangerschaft
wird in der Literatur mit 0,7 Prozent an-
gegeben. Wird nicht therapiert, kommt
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es in rund 50 Prozent zur Infektion der
Féten mit moglichen schwersten Beein-
trichtigungen wie mentale Retardierung,
zerebrale Kalzifizierung, Hydrocephalus
oder Augen- und Gehorschdden (Quelle:
Janitschke etal. 1999). Ein generelles und
wiederholtes Screening auf Toxoplasmose
inder Schwangerschaft und eine friihzei-
tige Behandlung mit Antibiotika bei einer
Infektion konnen auch hier die Gefahr der
Missbildungen bei den Foten und Neuge-
borenen erheblich mindern.

Elecsys TORCH-Assays

Fiir den Nachweis von akuten Infek-
tionen mit Cytomegalie, Toxoplasmose
oder Roteln wihrend der Schwangerschaft
sind die Elecsys-Tests gut geeignet: Sie
detektieren in kurzer Zeit (18 Minuten)
frithzeitig, zuverldssig und sicher An-
tikorper gegen diese Erreger. Die IgM-
Antikorpertests zeichnen sich durch hohe
Spezifitit aus, das heif3t sie erfassen we-
niger so genannte ,,persistierende‘‘ I[gM-
Antikorper. Diese bleiben manchmal noch
lange nach der akuten Infektionsphase be-
stehen, sind klinisch jedoch ohne Bedeu-
tung und tduschen somit falsch-positive
Ergebnisse vor.

Alle TORCH-Parameter lassen sich
vollautomatisch und schnell auf den mo-
dularen Systemplattformen cobas 4000,
cobas 6000, Modular Analytics und Elec-
sys 2010 von Roche bestimmen. Fiir alle
Elecsys TORCH Assays gilt:
¢ Verwendung speziell selektierter und

aufbereiteter, rekombinanter Antigene
— zur sicheren und reproduzierbaren
Produktion der Testkits;

e p-Capture Testverfahren—zur sicheren
Erkennung der frithen IgM-Antikorper
und geringer Reaktivitit gegen persis-
tierende [gM-Antikorper;

* y-Capture-Verfahren—zur Erkennung
frither und spezifischer IgG.

Durch diese Eigenschaften wird eine bes-

sere Unterscheidung zwischen alter und

frischer Infektion moglich. Die TORCH-

Palette liefert somit die Grundlage fiir

eine schnelle und valide Befundung und

fiihrt zu einer Steigerung der Qualitét
und Sicherheitin der labormedizinischen

Schwangerschaftsvorsorge.

Anne von der Beek
Roche Diagnostics GmbH

Kontakt:

Dr. Monika Molders

Leiterin Pressestelle

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strafle 116

68305 Mannheim

Tel. 0621/759-8743
monika.moelders @roche.com
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Alle Vorteile in einem Reagenz

Neue Calciumbestimmung

Die photometrische Calcium-Bestimmung
zahlt seit jeher zu den Problemparametern
im Labor. Das neue Testprinzip von RGB mit
Phosphonazo lll ist gegeniiber der CPC-Me-
thode wesentlich unempfindlicher gegen
Temperatur- und pH-Einfliisse. Die hohe
Spezifitat wird durch eine Zwei-Schritt-Me-
thode erreicht. Die Ubereinstimmung mit der
Atomabsorption ist hervorragend.

0-CPC st nurim stark sauren pH-Bereich [6slich
und ohne Auftreten von Ausféllungen haltbar. Die
Bildung des farbigen Komplexes mit Calcium-
lonen tritt jedoch nur im stark alkalischen pH-
Bereich auf. Die geringe Onboard-Stabilitat des
Reagenzes istdeshalb durch eine unerwiinschte
pH-Verschiebung durch Kohlendioxid-Aufnahme
aus der Luft bedingt. Die Bestimmung mit Ar-
senazo lllunterliegt den gleichen Randbedingun-
gen (Probenleerwert) wie alle Monoreagenzien.

Obwohl die Konzentration von

n= 40 Proben
a= 0,983
14

r= 0,995
b= 0,114

Arsen im Reagenz unterhalb
allerregulatorischen Beschrén-
kungen liegt, besteht bei den

Kunden der grundsétzliche
Wunsch zur Vermeidung ar-
senhaltiger Abfalle. Durch die

Verwendung des speziellen
Farbstoffes Phosphonazo
Il in dem neuen Reagenz

8.4 i

56

werden alle diese Nachteile
umgangen. Im Gegensatz zu
Arsenazo |ll besitzt Phospho-

nazo lll im sauren pH-Bereich
eine geringe Eigenabsorption
bei immer noch hoher Affinitat

28

CalciumP FS Lot 8514 Hitachi 917

zu Calcium-lonen. Das niedrige
Signal-zu-Rausch Verhaltnis
bedingt die gute Préazision.

0 2,8 56 84

Atomabsorptionsspektroskopie

Durch den sauren pH-Wert
wird eine sehr gute Onboard-
Stabilitdt gewabhrleistet. In

1.2 14

Perfekte Ubereinstimmung zwischen der neuen photome-
trischen Methode und der Referenzmethode (Atomabsorption).

Zur photometrischen Bestimmung von Calcium
finden spezifische Farbstoffe wie ortho-Cresol-
phthalein (0-CPC) und Arsenazo Ill Verwendung.
Der pH-Wert in den verwendeten Reagenzien
stellt die wichtigste GrdéBe zur Beeinflussung
der Reagenzeigenschaften dar. Durch den pH-
Wert wird die Farbintensitat der photometrisch
gemessenen Molekile im Calcium-freien und
-gebundenen Zustand beeinflusst. Der pH-Wert
bestimmt auch das Lésungsverhalten und die
Haltbarkeit der genannten Farbstoffe. AuBerdem
verschiebt der pH-Wert das Gleichgewicht von
freien und komplex-gebundenen Calcium-lonen
inder Probe. Der optimale pH-Wert bei der Mes-
sung wird in diagnostischen Reagenzien durch
Verwendung von Puffersubstanzen sicherge-
stellt. Dabei sind neben Preis und regulativen
Forderungen aus Produktkennzeichnung und
Abfallentsorgung auch Faktoren wie Temperatur,
Kontaminationen und Stabilitat zu beachten.

einem ersten Schritt reagiert
Phosphonazo Il mit Calcium
zu einem blau-violetten Farb-
komplex. In einem zweiten
Reaktionsschritt wird mit
Hilfe eines Chelatbildners Calcium gebunden
und das Calcium-spezifische Signal erhalten.
Durch Verwendung einer Zwei-Schritt-Methode
konnte so auch der Einfluss der Probenabsorp-
tion ohne Durchflihrung eines Probenleerwertes
realisiert werden.

Fazit: Durch Verwendung des neuen Farbstoffs
Phosphonazo Il wird eine erhebliche Verbesse-
rung der Calciumbestimmung erreicht. Die
Vorteile aller Methoden wurden vereinigt, ohne
die Nachteile zu ibernehmen.
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