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zient von NADH und NADPH fiir die
Wellenlinge Hg 334 nm zu korrigieren in
Hg334nm €=6,18-103

1-mol! - cm®,

Die Anmerkung zur Tabelle 1 muf} wie
folgt heifen:

Genaue Werte bei 25°C (5, 6, 9):
6,182 - 1031 - mol'! - cm™! (NADH)
bzw.

6,178 + 1031 - mol™! - cm™! (NADPH).
Der Fehler gegeniiber 6,18 + 103

1+ mol! - cm™ betrigt etwa 0,03 %.



In dem Beitrag von E. Nieschlag und E. J. Wickings, diese Z.

S. 263 richtig heifen:
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13,261-271 (1975) miissen die Formelschemata (Abb. 2 u. 3) auf

Cyclopentanoperhydrophenanthrene skeleton
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——, UDP-Glucuronyltrans-
ferase 69
Bleivergiftung
—, Koproporphyrin III 299
Blut s. a. Himatologie, Plasma,
Serum
—, Aminoséduren 191
——, bei porto-cavaler Anasto-
mose 191
—, Catechol-O-methyltrans-
ferase 249
—, Glucose 541
——, Bestimmung 541
———, Auto-Analyzer 541
—, Gasanalyse 545
——, Kohlendioxid 545
——, Lachgas 545
——, Sauerstoff 545
—, Gerinnung 75
——, Analytik 75
—, heparinisiertes 217
——, Bilirubin 217
———, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217
——, Calcium 217
———, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217
——, Chlorid 217
———, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217

Blut

—, heparinisiertes

——, Cholesterin 217

———, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217

-—,CO, 217

———, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217

——, Gesamtprotein 217

———, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217

——, Harnsédure 217

———, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217

——, Harnstoff 217

———, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217

——, Kalium 217

———, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217

——, Natrium 217

———, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217

——, Phosphat 217

———, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217

—, Substrate

——, Ratte 499

Blutgewinnung

—, Laboratoriumstiere 499

—, Methodenvergleich 499

Borrelidin 372

Bromsulfalein

—, Hamolyse 257

Butyryicholinesterase 371

Calcium

—, Bestimmung 248

~—, mit Methylthymolblau
248

——, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217

-, Isotope 417

—, Material, biol. 254

—, und Permeabilitit 361

—, Resorption 417

——, enterale 417

———, Bestimmung 417

—, Serum 248

——, Fraktionen 248

—, Stoffwechselstorungen 248

——, Differentialdiagnose 248

Carboxylesterasen

—, Lebermikrosomen 371

Catechol-O-methyltransferase

—, Blut 249

——, Bestimmung 249

Centrifichem

—, Eisenbestimmung 21

Chloramphenicol 372

Chlorid

—, Blut 217

——, Fehler, lagerungsbedingte
217

—, Plasma 217

——, Fehler, lagerungsbedingte
217

—, Serum 203

——, mit dem GSA II 203

———, Interferenzen 203

Cholestase

—, Lipoprotein X 242

—, Phosphatase, alkalische 242,
277

——, Rattenleber 277

Cholesterin

—, Blut 217

——, Fehler, lagerungsbedingte

217

Cholesterin
—, gesamtes 493
——, Bestimmung 493
———, enzymatische 493
————, mit Zentrifugalana-
lyzern 493
—, Hyperlipidimie 61
—, Methodenvergleich 247
—, Myotonie 225
——, experimentelle, Ratte 225
—, Plasma 217
——, Fehler, lagerungsbedingte
217
—, Serum 117
——, Bestimmung, enzymatisch-
kinetische 117
—, Veresterung 246
Cholesterinester
—, Bestimmung 231
——, gaschromatographische 231
Cholinesterase
—, Serum
——, Dibucainzahl 133, 259
———, mit Succinylbischolin
133
——, Varianten 133
———, Eingruppierung 133
Cholinoxidase
—, Gewinnung 133
Chromatographie s. a. Diinn-
schicht-, Gas-, Gel-, Papier-
—, Jodthyronin 563
—, Thyroxin 97
Chymodenin 372
Chymotrypsin
—, Hemmung 429
-——, Proteaseinhibitoren 429
Ciliotoxizitit
—, Zigarettenrauch 325
——, und Adenylatkinase 325
Citrullin
—, bei Leukodystrophie 239
Clearanceraten
—, Steroide 319
——, Leber 319
CO, s. a. Kohlendioxid
—, Blut 217
——, Fehler, lagerungsbedingte
217
—, Plasma 217
——, Fehler, lagerungsbedingte
217
Coeruloplasmin
—, Methodenvergleich 117
—, Serum 445
——, Bestimmung 445
———, enzymatische 445
———, immunologische 445
——, Heterogenitit 445
——, Geschlechtsunterschiede
445
——, Methodenunterschiede 445
——, und Ostrogeneinnahme 445
Computerprogramm
—, Radioimmunassay 511
Concanavalin-A.
—, v-Glutamyltransferase 251
Corticosteroide
—, Bindungsglobulin 291
Cortisol
—, Gewebsverteilung 250
—, Liquor 245
—, Plasma 245, 351
——, Mutter 351
———, wihrend Wehen 351
———, wahrend Entbindung
351
——, Foetus 351
———, wihrend Wehen 351
———, nach Geburt 351



Cortisol

—, Proteinbindungsanalyse 173
—, Radioimmunoassay 173
—, Transcortinbindung 291
Corynebacterium

—, Steroidabbau 41
Cyclophosphamid

—, und Diinndarm 254
Cytidindesaminase

—, aus E. coli 149

——, Gewinnung 149

——, Km 149

Cytochrom

—, und Ascorbinsdure 372
Cytochrom b,

—, Lactatbestimmung 533
——, mit Lactatsensor 533
Cytochrom bs 370
Cytochrom-Oxidase 133
Cytochrom P-450 373, 375,
376

—, Carben-Komplexe 376

Dansylichlorid 381

Darmerkrankungen

—, Serotonin 575

——, Harn §75

Dehydroepiandrosteron

—, Abbau, bakterieller 41

—, Radioimmunassay 261

N-Demethylierung 374

Desmosterin

—, Myotonie 225

——, experimentelle, Ratte
225

Desoxycorticosteron

—, Serum 143

—, Normalwerte 143

——, Papierchromatographie

143

——, Radioimmunoassay 143

Deuteriummagnetische Reso-

nanzmessungen 368

Dialyse

—, Phosphatase, alkalische
246

——, Isoenzyme 246

20.25-Diazacholesterol 225

Dibucainzahl 133

Digoxin

—, Radioimmunassay 257

Dihydrotestosteron 333

—, Plasma 249

——, Radioimmunassay 249

Dijodthyronin

—, Jodierung 563

5,8-Dioxo-6-amino-7-chloro-

chinolin 371

Disaccharidasen

—, Hormoneinfluf 254

——, Glucoseabsorption 254

Dopa

—, Harn 252

——, Bestimmung 252

———, mit Katecholaminauto-

analyzer 252

Dopamin-g-hydroxylase

—, Serum 273

——, Bestimmung 273

——, Eigenschaften 273

Druckaufgabe 129

Druckfiltration

—, Liquor 79

Diinndarm

—, Okklusion 253

—, und Verdauung 253

-, nach Cyclophosphamid 254

Diinndarmschleimhaut

, Phosphatase, alkalische 437

Diinnschichtchromatographie

s. a. Chromatographie, Gas-,

Gel-, Papier-

—, Katecholamine 273

-, Katecholaminmetaboliten
273

—, Koproporphyrin 299

—, 3-Methoxy-4-hydroxyphe-
nyldthylenglykol 231

——, bei Neuroblastoma 231

—, Ostriol 381

—, Tryptophan 273

—, Tryptophanmetaboliten 273

EDTA
—, Inhibitor 273
——, Dopamin-g-hydroxylase
273
Eisen
—, Bestimmung 21
——, Centrifichem 21
Elektrode
—, ionenselektive 197, 256
——, Fluoridbestimmung 197
—~——, in Knochenproben 197
Elektrolyte
—, Bestimmung 256
——, mit Elektroden 256
Elektronentransportkette
—, mikrosomale 370
——, Proteine 370
———, Struktur 370
Elektrophorese
—, B-N-acetylglucosaminidase
413
—, Liquor 79, 137
Enzyme
-, Aktivitdt 355, 499
—-—, Alterabhingigkeit 355
——, nach Aufbewahren der
Proben 355
———, Plasma 355
———, Serum 355
——, Geschlechtsabhiingigkeit
355
——, und Probenahme 499
—, Konzentration, katalytische
471
——, Messung 471
———, IFCC-Empfehlung 471
———, Methodenwahl 471
———, Reaktionstemperatur
471
—, Maus 499
—, Ratte 499
—, Steroidstoffwechsel 333
Erythrocyten
—, ATP 461
—, L-Glutamat-L-Cystein-y-
Ligase 157
——, Normalwerte 157
—, Enzyme 250
——, Methodenvergleich 250
——, Purinstoffwechsel 251
—, Uroporphyrinogen I-Syn-
thetase 259
——, Bestimmung 259
Escherichia coli
—, Steroidabbau 42
Extinktionskoeffizient
—, Glykocyamidin 53
—, Glykocyamin 53
—, Guanidinverbindungen 53
—, Hydantoinverbindungen
53
—, Kreatin 53
—, Kreatinin 53
—, NADH 507
—, NADPH 507

Extraktion
—, Hormonanalytik 173
—, Lipide 231

Faeces

—, §'-Nucleotidase 437

—, Phosphatase, alkalische 437

Firbung

—, Liquorelektrophorese 79

Faktor VII/X 75

Fehler

—, lagerungsbedingte 217

Fettsduren

—, freie 407

——, Serum 407

———, Mikrobestimmung 407

———, Veresterung 407

—, Gaschromatographie 231

—, Liquor 183

—, Resorption 553

——, Jejunum 553

———, Ratte 553

Fettstoffwechsel

—, Stérungen 246

——, nach Nierentransplanta-

tion 246

Fibrinogen 75

Fliefschema

—, Glucose 101, 541

—, Harnsiure 89, 549

—, Hydroxyprolin 549

Fluorcarbon FC 43

—, Leberperfusion 319

——, Steroidstoffwechsel 319

——, Ostrogene 319

Fluorid

~, Bestimmung, potentiometri-
sche 197

——, in Knochenproben 197

Fluorimetrie

—, 5-Hydroxyindolessigsaure
283

—, Ostriol 381

Fiittern

—, Normalbereich 401

——, Einfluf} auf 401

Funktionskriterien

—, Vitalitdt 25, 31

——, Zellen, isolierte 25, 31

Galaktose

—, Absorption 253

Galle

—, Phosphatase, alkalische 437

Gallensiuren 243

Gamma-Spektrometrie

—, Zihlgerit fur Filmstreifen
481

Gangliosidosis 413

Gaschromatographie/Massen-

spektrometrie

—, Aminosiduren 248

—, Cholesterinester 231

—, Extraktionskammer 545

——, Blutgase 545

—, Fettsduren 231

—, Kohlendioxid 545

——, Blut 545

—, Lachgas 545

—, Lecithin 231

—, Luftanalyse 129

—, Sauerstoff 545

——, Blut 545

—, Triglyceride 231

Gastrektomie

—, S-Hydroxytryptamin 247

—, Serotonin 247

Gelfiltration

—, Transcortin 291

Gerinnungsanalysen

—, Qualititskontrolle 75

Gesamteiweify

-, Blut 217

——, Fehler, lagerungsbedingte
217

—, Liquor cerebrospinalis 137

——, Altersabhingigkeit 137

——, Normalbereich 137

—, Plasma 217

——, Fehler, lagerungsbedingte
217

Geschlechtsabhingigkeit

—, Coeruloplasmin 445

—, Desoxycorticosteron 143

—, Enzymaktivitit 355

«1-Globulin

-, Liquor cerebrospinalis 137

ay-Globulin

—, Liquor cerebrospinalis 137

B-Globulin

—, Liquor cerebrospinalis 137

Globuline

—, Hormon bindende 250

——, bei Lebercirrhose 250

Glucose

—, Absorption 254

—, Bestimmung 541

——, AutoAnalyzer 541

—~—, mit Glucosedehydroge-
nase 252

——, Hexokinasemethode 541

—, Plasma 187

——, Glucose-Dehydrogenase-
Methode 187

——, enzymkinetische Be-
stimmung 187

Glucosedehydrogenase

—, Aktivitidtsbestimmung 101

—, Gewinnung 101

—, Glucosebestimmung 101,

252

——, Autoanalyzer 101

———, Flielschema 101

——, enzymkinetische 187

——, Farbtest 101

——, Methode, kinetische 101

———, mit Zentrifugalanalysator
252

——, UV-Methode 101

———, Richtigkeit 101

—, Hemmung, kompetitive 187

—, Spezifitit 101

-, Stérsubstanzen 101

Glucosetoleranztest

—, nach Magenresektion 254

Glutamatdehydrogenase

—, Leber 241, 311

--—, inhomogene Verteilung 241

——, Methodik 311

——, Verteilung 311

L-Glutamat-L-Cystein-y-Ligase

—, Erythrocyten 157

——, Normalwerte 157

vy-Glutamyltransferase

—, und Concanavalin-A 251

Glutathion

—, Biosynthese 157

Glutathionreduktase, NADPH-

abhingige

—, Serum 123

——, Bestimmung 123

——, Eigenschaften 123

——, Inhibitoren 123

Glycerinaldehydphosphatdehy-

drogenase 325

—, Trachea 325

——, Goldhamster 325

Glykocyamidin

—, Extinktionskoeffizient 53



Glykocyamin

—, Extinktionskoeffizient 53

—, UV-Spektrum 53

Goldhamster

—, Trachea 325

—~, Adenylatkinase 325

—~, Glycerinaldehydphosphat-
dehydrogenase 325

Granaticin

—, RNA-Synthese 371

—~, Hemmung 371

Greiner Electronic Selective

Analyzer s. GSA II 203

GSA II

—, Chlorid 203

——, Serum 203

—~, Kalibrium 203

Guanidinverbindungen

—, Extinktionskoeffizient 53

Himatokrit

—, Ratte 499

Himatologie

—, Automation 387

—, Qualititskontrolle 395

--—, mit Patientenwerten 395

Hiamolyse

—, Bilirubin 461

——, und ATP 461

—, nach Bromsulfalein 257

Halothan

—, Hepatotoxicitit 376

Harn

--, Adrenalin 341

——, Normalwerte 341

—, Dopa 252

——, Bestimmung 252

—, Noradrenalin 341

——, Normalwerte 341

-, Glucose 541

——, Bestimmung 541

———, Auto-Analyzer 541

-, Hydroxyprolin 549

——, automatische Bestim-
mung 549

—, Ostriol 163

——, Bestimmung 163

—, Schwangeren- 381

-—, Ostriol 381

———, Fluorimetrie 381

—, Serotonin 575

——, nach gastrointestinalen
Operationen 575

—Steroide 41

——, Abbau, bakterieller 41

—, Steroidkonjugate 163

——, Hydrolyse 163

———, enzymatische 163

———, Hemmung 163

Harnsiure

—, Bestimmung 244

——, mit NAD 244

—, Bestimmung, kinetische 169

——, in Gegenwart von KSCN
169

—, Blut 217

——, Fehler, lagerungsbedingte
217

—, Plasma 217

——, Fehler, lagerungsbedingte
217

—, Serum 89

——, maschinelles enzymati-
sches Verfahren 89

———, Flieffschema 89

———, Interferenzen 89

———, Methodenvergleich 89

Harnsteinanalyse 255

Harnstoff

—, Bestimmung, kinetische 244

Harnstoff

—, Blut 217

——, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217

—, Plasma

— —, Fehler, lagerungsbe-
dingte 217

Hemalog 395

—, Evaluation 387

Hepatitis

—, Phosphatase, alkalische 437

——, Faeces 437

Hepatocyten, Isolierung 25

Herzinfarkt

—, Diagnostik 85

——, Kreatinkinase 85

Hirntumoren

—, Antigen, carcinoembryo-

nales 245

Homocystein

-, bei Leukodystrophie 239

Hormonanalytik

—, automatisierte 173

——, simultane Sdulenchromato-
graphie 173

Hormone, intestinale 254

Hydantoinverbindungen

—, Extinktionskoeffizient 53

Hydrolasen

—, mikrosomale 371

——, und Arzneimittelstoff-
wechsel 371

Hydrolyse

—, enzymatische 163

——, Steroidkonjugate 163

———, Hemmung 163

———, Methodenvergleich 163

3-Hydroxyanthranilsidure 1

a-Hydroxybutyrat-Dehydro-

genase

—, Plasma 355

——, Hund 355

——, Mensch 355

——, Ratte 355

—, Serum 355

——, Hund 355

——, Mensch 355

——, Ratte 35§

8-Hydroxychinaldinsiure 1

S-Hydroxyindolessigsiure

—, Liquor 283

——, Fluorimetrie 283

Hydroxylierung

—, durch Cytochrom P-450

373

——, Sauerstoff, aktivierter 373

Hydroxyprolin

—, Ausscheidung 255

— —, Knochentumoren 255

—, Harn §49

——, automatische Bestim-
mung 549

———, Fliefschema 549

S-Hydroxytryptamin

—, nach Gastrektomie 247

—, Harn 575

Hyperlipiddmien

—, Differenzierung 61

——, Methodenvergleich 61

—, Epidemiologie 257

—, Triglyceridumsatz 242

Hypothyreose

~ l'T3 571

——,Serum 571

IgA

—, Liquor 245

——, Normbereich 245
—, Serum 245

——, Normbereich 245

IgG

—, Kiivettenschnelltest 248

—, Liquor cerebrospinalis 137,
245

——, Altersabhingigkeit 137

——, Normalbereich 137, 245

—, Serum 245

——, Normbereich 245

IsM

—, Liquor 245

——, Normbereich 245

—, Serum 245

——, Normbereich 245

Immunisierung

—, gegen Steroide 261

Immunprizipitation

—, mechanisierte 117

Immuntitration

—, Kreatinkinase 85

—, Phosphatase, alkalische 277

----, aus Rattenleter 277

~——, nach Gallengangsligatur

277

Inhibitoren

—, und enzymkinetische
Glucose-Bestimmung 187

—, kompetitive 169

——, zur Kinetischen Substrat-

bestimmung 169

—, A%3-Oxosteroid-5Sa-reduk-
tase 333

Isoenzyme

—, Aspartataminotransferase
179

——, Temperaturverhalten 179

—, Kreatinkinase 85

——, Bestimmung 85

——, Herkunft 85

—. Phosphatase, alkalische 260

——, Bestimmung 260

———, immunologische 260

Isotope

-, Calcium 417

Jejunum
—, Ratte §53
~—, Fettsdureresorption 553

Kalibration

—, Standards 523

Kalium

—, Blut 217

——, Fehler, lagerungsbedingte
217

—, Plasma 217

——, Fehler, lagerungsbedingte
217

Kallikrein

—, Hemmung 429

——, Proteaseinhibitoren 429

Kappaketten

—, Liquor 305

——, Panencephalitis, sklerosie-
rende 305

~—, Sklerose, multiple 305

—, Serum 305

——, Panencephalitis, sklero-
sierende 305

——, Sklerose, multiple 305

Katecholamine

—, Diinnschichtchromato-

graphie 273

—, Harn 341

——, Saulenchromatographie
341

——, Trihydroxyindolme-
thode 341

Ketogenese

—, Leber 241

Klinischer Chemiker

—, Aufgaben 465

Knochen

—, Fluoridbestimmung 197

Korperflissigkeiten

—, Arzneimittel 254

——, Anreicherungsverfahren
254

—, Metaboliten 254

——, Anreicherungsverfahren
254

Komplement 258

Koproporphyrin I und 1II

—, Trennung 299

——, Diinnschichtchromato-
graphie 299

Koproporphyrin 111

—, Porphyrin 299

—, Bleivergiftung 299

Kohlendioxid s. a. CO,

-, Blut 545

——, Gaschromatographie 545

Kohlenwasserstoffe

—, Liquor 183

Konzentrierung

—, Liquor 79

——, Druckfiltration 79

——, Ultrafiltration 79

——, Vakuumfiltration 79

Kreatinkinase

—, Serum 85, 251

——, Bestimmung 251

——, Isoenzyme 85

———, Herkunft 85

———, Bestimmung 85

———, Immuntitration 85

———, Herzinfarkt 85

Kreatinin

—, Bestimmung 244

——, Stérung durch Bilirubin
244

—, Extinktionskoeffizient 53

—, pK-Werte 53

——, Ermittlung, spektral-
photometrische 53

—, UV-Spektrum 53

Kupfer

—, Serum 489

——, Atomabsorptionsspektro-
metrie 489

Laboratoriumstiere

—, Auswahl 517

—, Blutentnahme 517

—, Blutgewinnung 499

——, Methodenvergleich 499

-, Klinisch-chemische

Parameter

——, Bestimmung 517

—, Referenzwerte 517

Lachgas

—, Blut 545

——, Gaschromatographie 545

Lactat

—, Bestimmung 533

——, schnelle 533

———, mit Lactatsensor 533

—, Bildung

——, in vitro 533

———, im Blut 533

—, Sensor 533

——, Korrelation 533

———, zu enzymatischer Me-
thode 533

Lactatdehydrogenase

—, Aktivierungsenergie 17

—, Arrhenius-Plot 17

—, Bestimmung

——, bei verschiedenen Tempe-

raturen 17

———, erforderliche Bedingun-

gen 17



Lactatdehydrogenase
—, Plasma 355
——, Hund 355
——, Mensch 355
--—, Ratte 355
—, Serum 355
——, Hund 355
——, Mensch 355
——, Ratte 355
Lambdaketten
—, Liquor 305
——, Panencephalitis, sklero-
sierende 305
——, Sklerose, multiple
—, Serum
——, Panencephalitis, sklero-
sierende 305
——, Sklerose, multiple 305
Leber
—, Cirrhose 191
——, porto-cavale Anastomose
191
———, Aminosduren 191
————,Blut 191
——, Globuline 191
———, Hormon bindende 191
—, Glutamatdehydrogenase
311
——, Verteilung 311
———, inhomogene 241
—, und Halothan 376
—, Homogenat 256
——, UDP-Glucuronyltrans-
ferase 256
—, Mikrosomen 371
——, Carboxylesterasen 371
——, Oxydasen, mischfunktio-
nelle 374
——, Testosteronstoffwechsel
374
—, Nekrose, zentrale 311
-, Parenchymzellen 25
——, Isolierung 25
—, Perfusion 241, 243, 319,
376
——, Fluorcarbon FC 43 319
——-—, Steroidstoffwechsel
319
—-, Organspektrophotometric
376
—, Phosphatase, alkalische 242
—, Ratte 241
——, Acetatbildung 241
——, Ketogenese 241
——, Phosphatase, alkalische
277
———, nach Gallengangsligatur
277
———, Immuntitration 277
—, UDP-Glucuronyltransferase
69
——, Bestimmung 69
——, Normalwerte 69
—, Zellen 375
——, isolierte 375
———, und Arzneimittelstoff-
wechsel 375
———, Lebensfdahigkeit 375
————, Kriterien 375
—, Zellinhomogenitit 311
——, Bedeutung, diagnostische
311
Lecithin
—, Bestimmung 231
——, gaschromatographische
231
L-Leucin-4-nitroanilid
—, Substrat 45
——, von Aminopeptidasen 45
——, von Arylamidasen 45

Leukodystrophie, metachroma-

tische

—, -Aminosiureanalyse 239

Lipide

—, Serum 243, 327

——, Bestimmung 243

——, Kldrung 327

———, durch Extraktion 327

Lipamie 327

Lipidmembranen

-, Dynamik 368

—, Struktur 368

Lipoproteine 61

—, Cholesterin 61

—, Phidnotypen 255

——, und bakterielle Kont-
amination 255

—, Serum 243

——, Bestimmung 243

Lipoprotein X

—, Cholestase 242

—, bei Neugeborenen 256, 257

Liquor

—, AMP, cyclisches 245

—, Cortisol 245

—, Elektrophorese 79, 137

~—, Farbung 79

—, Fettsiuren, freie 183

—, Gesamteiweify 137

—, Glucose 541

——, Bestimmung 541

——~—, Auto-Analyzer 541

—, S-Hydroxyindolessigsiure

283

——, Fluorimetrie 283

-, IgA 245

-, 1gG 137, 245

—, IgM 245

—, Kappaketten 305

——, Panencephalitis, sklerosie-
rende 305

——, Sklerose, multiple 305

-, Kohlenwasscrstoffe 79

—, Konzentrierung 79

——, Druckfiltration 79

—, Lambdaketten 305

-—, Panencephalitis, sklero-
sierende 305

——, Sklerose, multiple 305

—, Probeverwahrung 79

—, Proteinfraktionen 137

—, Ultrafiltration 79

——, Vakuumfiltration 79

Luftanalyse

—, Gaschromatographie/Mas-

senspektrometrie 129
——, Probenaufgabe 129
——, Probennahme 129

Magenerkrankungen

—, Serotonin 575

——, Harn 575
Magenresektion

—, Glucosetoleranztest 254
Magnesium

—, biolog. Material 254
Magnesiummangel

—, Tumorzellen 361

——, Permeabilitit 361
Malatdehydrogenase

—, mitochondriale 509
——, Schweineherz 509
———, K, Oxalacetat 509
Massenspektrometrie vgl. auch
Gaschromatographie 129
Maus

—, Enzyme 499
Mechanisierung

—, Hormonanalytik 173

Membranen
—, Lipid- 368
—, biologische 369
——, Lipid-Protein-Wechsel-
wirkung 369
———, elektrostatische 369
———, hydrophobe 369
—, Struktur 369
——, Einflul von Phospholi-
piden 369
———, auf NADH: Semidehy-
droascorbat-Oxydo-
reduktase 369
Metaboliten
—, Anreicherungsverfahren 254
Methodenvergleich
—, Arylamidase 51
—, Blutgewinnung 499
—, Cholesterin 247
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Mechanisierte Hormon-Analytik mittels simultaner Saulenchromatographie')
Von K. Horn, J. Henner, O. A. Miiller und P. C. Scriba
Aus der II. Medizinischen Klinik (Direktor: Prof. Dr. E. Buchborn) der Universitit Miinchen

(Eingegangen am 8. November 1974/19. Mirz 1975)

Es wird cinc Ubersicht iiber ein Methoden-Prinzip gegeben, bei dem in einem Arbeitsgang durch Einsatz einer 25-Kanal-Proportionier-
pumpe 25 Proben auf 25 parallelen Siulen chromatographisch aufgetrennt werden kénnen. Das Auftragen der einzelnen Proben,
Reagenzien und Elutionspuffer, sowie das Sammeln der Eluate in Fraktionen lduft dabei jeweils zcitgesteuert automatisch ab. Dieses
Prinzip der simultanen Saulenchromatographie hat sich bei uns inzwischen fir die mechanisierte Routine-Bestimmung des Gesamt-
Thyroxins im Serum (kompetitive Proteinbindungsmethode), T3-in vitro-Test (Dextrangelfiltration), Gesamt-T3 (Radioimmunoassay)
und Cortisol im Serum (kompetitive Proteinbindungsmethode und Radioimmunoassay) bewahrt. Der Hauptvorteil liegt hierbei neben
héherer Kapazitit und geringerem Kostenaufwand in der besseren Spezifitit und Standardisierung dieser Methoden, welche die Ge-
meinsamkeit aufweisen, da das zu bestimmende Hormon vor dem Mefivorgang aus dem Serum mechanisiert extrahiert werden kann.

Simultaneous column chromatography for the automatic determination of hormones

The automatic determination of hormone levels in serum by column chromatographic methods using a 25 channel peristaltic pump,
allows the simultancous chromatography of 25 samples. The different volumes which are necessary for the successive clution steps
are sct by the tubing size of the pump and by a preset switch clock. The eluates from the 25 columns are collected simultaneously
in fractionated volumes which are also determined with the same electronic clock device.

The assays so far adapted to this principle arc reviewed: Serum thyroxine (competitive protein binding assay), Tz-uptake test (dextran
gel filtration), triiodothyronine (radioimmunoassay) and cortisol (compctitive protein binding assay or radioimmunoassay). The main
advantages of this procedure are increased frequency, improved specificity and standardization at lower costs for these methods. The
principle of simultancous column chromatography appears to be most suited for assays, which require various extraction steps prior

to the determination of the hormone, since it allows extraction, specific protein binding and bound/free separation on only one column.

Die Vorteile der Hormon-Analytik mit den spezifischen
Proteinbindungs- bzw. radioimmunologischen Methoden
sind unbestritten. Die derzeitig publizierten Verfahren
z. B. der Schilddriisenhormon- oder Corticosteroid-Be-
stimmung haben jedoch vorwiegend den Nachteil, daf}
sie bisher kaum automatisierbar sind, im Gegensatz z. B.
zu dem deshalb immer noch sehr verbreiteten, aber
unspezifischeren PB'27J. Zudem wird besonders bei den
kommerziell angebotenen Testkits kritisiert, daf} die An-
forderungen der Qualititskontrolle nicht geniigend er-
fiillt und die Kosten erheblich sind (1). Die Schwierig-
keiten der Mechanisierung und damit der Standardi-
sierung liegen vor allem in der erforderlichen Extraktion
der Hormone aus dem Serum, wozu iiberwiegend organi-
sche Losungsmittel verwendet werden. Kritisch ist ferner
der Schritt der Trennung in Bound- und Free-Fraktion,
der bei der Verwendung der iiblichen Adsorbentien wie
Charcoal, lonenaustauscherharzen, Dextrangel etc. in
hohem Mafle temperatur- und zeitabhingig ist. Wie
kritisch diese Punkte sind, d. h. wie wenig standardisiert
und damit nicht direkt vergleichbar die bisherigen Ver-

1) Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(SFB 51)

Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. / 13. Jahrg. 1975 / Heft 5

fahren z. B. sind, zeigte ein kiirzlich von der Sektion
Schilddriise der Deutschen Gesellschaft fiir Endokrino-
logie durchgefiihrter Ringversuch fiir die T 3- und T,-
Bestimmung (Rottach 1975, Publikation in Vorberei-
tung). In den letzten Jahren wurde von uns ein Prinzip
entwickelt, bei dem mechanisiert und damit standar-
disiert sowohl die Extraktion der Hormone aus dem
Serum als auch die Auftrennung in die Bound- und
Free-Fraktion zeit- und temperaturkonstant im ge-
schlossenen System mittels simultaner Saulenchromato-
graphie ablauft. Dieses Prinzip der mechanisierten
Hormon-Analytik hat sich bei uns inzwischen fiir die
Messung des Gesamt-T,, T3-in vitro-Tests, Gesamt-T3
und Cortisols im Serum bewihrt.

Diese Mitteilung ist eine Zusammenfassung und Ergén-
zung der bisherigen z. T. vorldufigen methodischen
Veroffentlichungen (2, 3, 4, S, 6, 7). Erstmals werden
die nach diesem Methoden-Prinzip ohne vorherige
Extraktion mit organischen Losungsmitteln und ohne
Inkubation durchfiihrbare radioimmunologische Corti-
sol-Bestimmung, sowie eine methodische Verbesserung
und Standardisierung fiir die Bestimmung des sog. freien
3H-Cortisols ausfiihrlich dargestellt. Das besondere

13
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Apparatur zur simultanen Siulenchromatographie

Erkldarung siehe Text.

Gewicht dieser Ubersicht liegt auf der Beschreibung der
allen diesen Methoden gemeinsamen Mechanisierung,
wobei die Apparatur fiir die simultane Sdulenchromato-
graphie und die praktische Durchfithrung der einzelnen
Methoden auf dieser Apparatur detailliert angegeben
werden.

Methodik

Prinzip

Durch Uhren gesteuert, werden nacheinander mit Hilfe einer
25-Kanal-Proportionierpumpe Serumproben, Reagenzien und
Pufferldsungen angesaugt und iiber Sdulen, die in einem
Thermoblock temperaturkonstant gehalten werden, chromato-
graphisch aufgetrennt. Die jeweiligen Eluate werden zeitge-
steuert in verschiedenen Fraktionen aufgefangen. Durch Ver-
wendung der 25-Kanal-Proportionierpumpe kdnnen in einem
Arbeitsgang gleichzeitig 25 Proben aufgearbeitet werden. Die
jeweiligen Durchflufiraten kdnnen durch Wahl verschiedener
Pumpenschlduche variiert werden. Die Chromatographie-Sdulen
konnen jeweils iiber lingere Zeit immer wieder verwendet werden.

Apparatur zur simultanen Sdulenchromatographic
(Abb. 1)?)

25 Sdulen (Zylinder von 2 oder 5 ml Plastik-Einmalspritzen)
sind in einem passenden Aluminiumblock angeordnet. Die
Temperaturkonstanz ist durch einen Thermostaten mit Umwilz-
pumpe gewihrleistet (kontinuierlicher Wasserdurchfluft durch
eine médanderformige Bohrung des Blockes). Der Auslauf der

25 Saulen kann durch einen Zentralverschluf} simultan ver-
schlossen werden. Der Zulauf zu den Saulen erfolgt iiber 25

2) Hersteller Fa, Sartorius Membranfilter GmbH, Géttingen

Kaniilen, die dicht in der oberen Abdeckplatte eingelassen

sind. Gleiche Druchflu8raten fir alle 25 Sdulen werden durch
den Einsatz einer 25-Kanal-Proportionierpumpe erzielt, wobei
die Pumpvolumina durch den inneren Durchmesser der Propor-
tionierschlduche festgelegt werden kénnen. Uber 25 Kaniilen,
die an einem Probennehmerarm am Eingang der Pumpe be-
festigt sind, konnen nacheinander die Probenansitze, Puffer-
und Reagenzicnldsungen angesaugt und auf die Sdulen aufge-
tragen werden, wobei die jewciligen Volumina durch cine ent-
sprechende Zcitvorwahl standardisiert einstellbar sind. Die
Eluate von den Siulen kénnen ebenfalls zeitgesteuert standar-
disiert in einzelnen Fraktionen aufgefangen werden. Durch den
Einsatz einer zentralen Zeitablaufsteuerung laufen die Einzel-
schritte der Chromatographie mit Probennahme und Fraktions-
sammeln automatisiert ab. Nach diesem Prinzip der simultanen
Sdulenchromatographie haben wir bisher die im folgenden
beschriebenen Verfahren mechanisiert.

Bisher erprobte Methoden

1. Gesamt-Thyroxin im Serum (2, 3)

Prinzip: Auf alkalisierten kleinen Sdulen mit 2 ml Sephadex
G-25 superfine wird das endogene und zugesetzte Tracer-T4
quantitativ aus dem Serum extrahiert und adsorbiert. Nach
einem Umpufferungsschritt wird mit einer Lésung von
thyroxinbindendem Globulin (TBG) (z. B. ca. 1 : 80 verdiinntes
Serum von Patientinnen unter Ostrogen-Therapie) der jeweilige
TBG-gebundene Anteil des T4-!257 eluiert und in einem Rohr-
chen zur Messung der Radioaktivitdt gesammelt. Nach Elution
des freien Anteils des T4-125J mit einer 25 g/l Polyvinylpyzro-
lidonldsung in 50 mmol/l NaOH in 150 mmol/l NaCl sind die
Siulen bereits wieder fiir den nichsten Durchgang bereit. Auf
denselben Siulen erfolgt also nacheinander die Extraktion des T4
aus dem Serum, die kompetitive Proteinbindungsanalyse und die
B/F-Trennung im geschlossenen System. Die praktische Durch-
fihrung (3) ist in Tabelle 1 aufgezeigt.

Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. / 13. Jahrg. 1975 / Heft 5



Horn, Henner. Miiller u. Scriba: Mechanisicrte Hormon-Analytik mittels simultaner Siulenchromatographic

175

Tab. 1. Ablauf der kompetitiven Proteinbindungsanalyse von Ty
Flufirate 400 gl/min, Temperatur 29 “C, 2 ml Sephadex
G-25 s,

Eingabe

Fraktionssammeln

1 min Inkubationsansatz
(100 ul Probe,
100 ul T4-Tracer und
200 ul 0.1 mol/l NaOH)
10 min 50 mmol/l Barbital-
puffer pH 8,6
2 min TBG-Losung (s. Text)
8 min S0 mmol/l Barbital-
pufter pH 8,6
4 min 25 g/l Polyvinylpyrroli-
don3) in 50 mmol/i
NaOH
5 min 50 mmol/l NaOH in 150 mmol/l NaCl%)

13 min verwerfen (Serumpro-
teine und Tracerverun-
reinigungen)

8 min TBG-gebundenes
Ta-125) (%B)

9 min verwerfen oder zur
Kontrolle ziihlen (%F)

Ergebnisse

Qualitarskontrolle, Kapazitit und Normalbereich

Die Priizision von Tag zu Tag wurde mit einem gepool-
ten Kontrollserum gepriift, sie ist mit einem Variations-
koeffizienten von 7,4% (49,8 £ 3,7 ug/l, X £ s, n = 58)
in der Routine-Laboratoriumsdiagnostik sehr zufrieden-
stellend. Die Wiederfinderaten von T4-Eichstandards im
Serum lagen bei 100%. Die MefRwerte bei verschiedenen
Verdiinnungen eines Hyperthyreoten-Serums lagen auf
der Eichkurve. Die Kapazitit ist mit jeweils 25 Proben
in etwa 36 min gut (Tab. 1). Hierdurch kénnen wirt-
schaftlich giinstig mehr als 100 Bestimmungen tiglich
von ciner Technischen Assistentin leicht durchgefiihrt
werden. Der von uns ermittelte Normalbereich liegt
zwischen 45,0 und 100,0 ug/l Thyroxin.

Storfakroren

Erhohte Thyroxin-Spiegel ohne Hyperthyreose werden
bei erhohtem TBG-Gehalt des Serums (Graviditiit,
Oestrogen- und Antiovulantien-Behandlung, genetisch
bedingte Erhohung der TBG-Spiegel etc.) gefunden,
erniedrigte T4-Spiegel ohne Hypothyreose bei Vermin-
derung des TBG-Gehaltes im Serum bzw. bei Verdrin-
gung der Schilddriisenhormone aus der Serumprotein-
bindung (Behandlung mit Androgenen, Steroiden,
Salicylaten, Diphenylhydantoin u. a., sowie bei Dys-
proteindmie, vor allem beim nephrotischen Syndrom).
Abgesehen von Fillen mit disproportionierter T 3-Mehr-
sekretion erlaubt jedoch der Index des freien Thyroxins,
der sich durch Multiplikation des Gesamt-T 4 mit dem
Ts-in vitro-Test (s. unten, 2) berechnet, die richtige
Aussage iber die Schilddriisenfunktion.

2. T3-in vitro-Test (3, 4)

Prinzip: Radioaktives T3 wird mit Serum inkubicrt und die
Verteilung des Tracers zwischen Serum-Proteinen und Dex-
trangel siulenchromatographisch gemessen. Dicses Verfahren

3y Polyvinylpyrrolidon K 30 (Fa. Roth, Karlsruhe)

4) bzw. beim letzten Durchgang des Tages SO0 mmol/l Barbital-
puffer pH 8,6 (dic Sdulen werden bei neutralem pH aufbewahrt
und sind iiber viele Wochen immer wiceder verwendbar).
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hat sich bei uns seit mehreren Jahren fur die indirckte Erfas-
sung von Verinderungen der Spiegel an Thyroxin-bindendem
Globulin bewiihrt. Die praktische Durchtiihrung (3) zeigt
Tabelle 2.

Tab. 2. Ablauf des T3-in vitro-Tests
Flufrate 400 pl/min, Temperatur 29 °C, 2 ml Sephadex
G-25 st

Eingabe Fraktionssammeln

11 min verwerfen oder zur
Kontrolle zdhlen (%B)

1 min Inkubationsansatz
(100 u! Serum und 300 ul
Ts-Tracer)

8 min 50 mmol/l Barbital-
puffer pH 8,6

4 min 30 g/ Polyvinylpyrroli-
don?) in 0,15 mol/t NaCl

8 min 50 mmol/l Barbital-

puffer pH 8.6

10 min sog. freies T5-!25) (%F)

Ergebnisse

Qualititskontrolle, Kapazitit und Normalbereich

Die Priizision von Tag zu Tag wurde mit einem gepool-
ten Kontrollserum gepriift, sie ist mit einem Variations-
koeftizienten von 3,5% (37,5 + 1,3%,X = s, n = 54)
sehr zufriedenstellend. Die Kapazitit ist mit jeweils

25 Proben in etwa 20 min gut. Der an Hand eines schild-
driisengesunden Kontroll-Kollektivs berechnete Normal-
bereich fiir das sog. freie Ty-'2%J liegt zwischen 32 und
42%, fur den Index des freien Thyroxins zwischen 20
und 38 ug/l. Die Grofienordnung dieser Parameter ist
durch unsere Versuchsanordnung bedingt und keines-
falls mit dem wirklich freien Anteil der Schilddriisen-
hormone identisch, sondern korreliert lediglich damit.
Dies ist bei allen vergleichbaren Verfahren der Fall.

Storfaktoren s. o., 1. Gesamtthyroxin im Serum

3. Radioimmunologische Bestimmung des
Gesamt-Trijodthyronins im Serum (3, 6)

Bei den iiblichen radioimmunologischen Bestimmungs-
methoden fiir T3 werden sog. TBG-blockierende Sub-
stanzen eingesetzt. Wegen der unterschiedlichen Konzen-
trationen der Serumproben an Thyroxin-bindendem
Globulin bleibt aber die Richtigkeit der T3-Bestimmung
im unextrahierten Serum auch bei Zusatz von diesen
Substanzen, wie z. B. 8-Anilino-Naphthalene-Sulfonic-
acid (ANS), Thimerosal, Natrium-Salicylat, Tetrajod-
thyronin und Tetrachlorthyronin allerdings kritisch.
Das verdeutlichte auch der eingangs erwihnte Ring-
versuch. Diese Schwierigkeiten werden durch die Ex-
traktion des T3 aus dem Serum vor der radioimmuno-
logischen Bestimmung umgangen. Die vorherige Ab-
trennung des Ty ist bei Verwendung eines hochspezifi-
schen T3-Antikorpers mit einer Kreuzreaktion mit T,
unter 0,2% in der Routine-Diagnostik nicht erforderlich,
dagegen jedoch bei wissenschaftlichen Fragestellungen,
wie z. B. bei Bestimmung der Konversionsraten von T4
zu Ts.

13*
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Prinzip: Auf alkalisierten klcinen Sidulen mit 2 ml Sephadex G-25
superline wird T3 quantitativ aus dem Serum extrahiert, dic
Serumproteine verworfen und danach das T3 in einecm relativ
schmalen Peak deutlich vor dem Ty4-Peak cluiert (Abb. 2). Nach
Umpuffern des Eluates und Inkubation mit Ts-Antikorper®)
iiber Nacht wird auf den gleichen Sephadexsiiulen die B/F-
Trennung nach dem Prinzip des Ts-in vitro-Tests (s. oben 2)
durchgefiihrt. Die Sdulen sind iiber viele Wochen immer wicder
verwendbar. Dic praktische Durchfithrung zeigt Tabelle 3.

Ergebnisse

Qualititskontrolle, Kapazitit und Normalbereich

Die Prizision von Tag zu Tag wurde mit einem gepool-
ten Kontrollserum gepriift, sie ist mit einem Variations-
koeffizienten von 7,5% (1,07 + 0,08 ug/1 T3, X £ s,

n = 48) sehr zufriedenstellend. Die Wiederfinderaten
von T3-Eichstandards in Serum lagen bei 100%. Die Mef-
werte eines Hyperthyreoten-Serums lagen bei verschie-
denen Verdiinnungen jeweils auf der Eichkurve. Die
untere Nachweisgrenze liegt bei 0,15 ug/l. Eine Kreuz-
reaktion des T4 bei der radioimmunologischen T -
Bestimmung, die durch Zusatz von hohen Konzentratio-
nen sdulenchromatographisch gereinigter T4—Eichstan-
dard-Losungen (Abb. 2) von 100—1000 ug T4/l gepriift
wurde, war auf Grund der quantitativen Abtrennung
des T4 (Abb. 2) nicht nachweisbar.

Die Kapazitit dieser Methode ist mit einem Zeitaufwand
fur die Extraktion des T3 aus dem Serum und die

Tab. 3. Ablauf der radioimmunologischen Tz-Bestimmung
Flu3rate 400 ul/min, Temperatur beim Extraktions-
schritt 37 °C bzw. 29 °C bei der B/F-Trennung, 2 ml
Sephadex G-25 s.f.

Eingabe Fraktionssammeln

a) Extraktionsschritt
1 min Inkubationsansatz
(100 ul Probe,
100 ul T3-Tracer und
200 ul 0,1 mol/l
NaOH)
17 min 50 mmol/l NaOH in
150 mmol/l NaCl
b) B/F-Trennung
7 min T3-Peak®)
8 min 50 mmol/l Barbital-
pufter pH 8,6
4 min 50 g/l Polyvinylpyrro- 12 min verwerten oder zur Kon-
lidon3) in 0,15 mol/l trolle zihlen (%F)
NaCl
8 min 50 mmol/l Barbital-
pufter pH 8,6

11 min verwerfen (Serumpro-
teine und Tracerverun-
reinigungen)

6 min T 3-Peak®)

15 min Antikdrper-gebundenes
T3 1257 (%B)

5) Fiir dic freundliche Uberlassung von Tz-Antiserum danken
wir Herrn Dr. Hesch, Gottingen, der Firma Byk-Mallinckrodt,
Dictzenbach, und Firma Henning, Berlin.

%) Der Ta-Peak (Abbildung 2) wird mit 200 ul Tris-HCl-Losung
(120 p! 1 mol/l HCI und 80 ! 1 mol/I Tris-HCI-Puffer pH 8,0)
umgepuffert. Nach Zusatz von 100 ul T3-Antikorperldsung
(bei uns derzeit 1:15000 verdiinntes Antiscrum in S0 mmol/l
Tris-HCI-Putfer pH 8,0 mit einem Zusatz von 7 mg/l Kanin-
chen-Gammaglobulin) wird iiber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert.

Inkubationsansatz
400 ul
S0mmol/t NaOH| | SO mmol/l NaOH
150 mmol/1 NaCl | {150 mmol/l NaCl

Radioaktivitat (Imp./min]

t [min)

Abb. 2. Mechanisierte Extraktion des T3 aus dem Serum
Schema der Chromatographie und Fraktionierung auf
Sephadex G-25
Aufgezeichnet ist das Elutionsprofil eincs Inkubations-
gemisches von jeweils 100 ul TBG-reichen Serums, Ts-
und T4-Tracerldsung und 0,1 mol/l NaOH von einer
alkalisierten Siule mit 2 ml Sephadex G-25 superfine.
Dic Flufirate licgt bei 0,4 ml pro min. Der T3-Peak
wird als Batch in cinem Rohrchen gesammelt (vgl.
Tabelle 3).

Bound-Free-Trennung von jeweils weniger als 30 min
sehr zufriedenstellend. Der von uns ermittelte Normal-
bereich liegt zwischen 0,80 und 1,50 ug T3/l

Storfaktoren

. Falsch* hohe Serum-Trijodthyronin-Spiegel werden

wie beim Gesamt-Thyroxin bei ethohtem TBG-Gehalt
des Serums, ,,falsch* niedrige T3-Spiegel bei Verminde-
rung des TBG-Gehaltes des Serums gemessen (s. oben 1).
Eine relative T3-Mehrsekretion auf Grund von Jodmangel
konnte bei Patienten mit blander Struma nachgewiesen
werden (35, 11), eine T3-Rest-Sekretion wird bei Patien-
ten mit Hypothyreose gefunden, wobei die T 3-Spiegel
sogar noch im Normbereich liegen konnen (5). Bei den
Hyperthyreosen mit erhohtem T4-Spiegel sind auch die
T;-Spiegel erhoht, Fille von isolierter Erhéhung nur

der T4-Spiegel (Blockierung der Dejodierung des T4

zum T3) sind uns aus der Literatur bisher nicht bekannt.
Dagegen gibt es jedoch Fille von sog. T3-Thyreotoxi-
kosen mit erhohten T3-Spiegeln, wobei das Gesamt-T,4
im Serum und der T 3-in vitro-Test jeweils normal sogar
erniedrigt gefunden werden. Das zeigt, daf} die Serum-T;-
Spiegel nicht fiir sich allein betrachtet werden kénnen,
sondern nur zusammen mit dem Ergebnis der T4-Be-
stimmung und dem T3-in vitro-Test.

4. Gesamt-Cortisol im Serum (Proteinbindungs-
methode (7) oder Radioimmunoassay)

Prinzip: Auf sauren Sdulen mit § ml Sephadex G-10 wird das
Cortisol quantitativ aus dem Serum extrahiert und adsorbicrt.
Nach cinem Umpufferungsschritt wird durch Nachwaschen
mit CBG-reichem Serum (etwa 1 : 50 verdiinntes Serum von
Ostrogen-behandelten Patientinnen nach Dexamethason-
Suppression) oder Cortisol-Antikdrperlosung (1 @ 2000 ver-
diinntes Cortisol-Antiserum, P. VECSEI, Heidelberg) der je-
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Tab. 4. Ablauf der Cortisolbestimmung im Serum (Proteinbin- 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100°%
dungsmethode oder Radioimmunoassay) [ I T I [ ] [ I T T !
gluf(s)rutc 250 ul/min, Temperatur 26 °C, 5 ml Sephadex [‘f - —— } Cortisol
-1
o, — Corticosteron
Eingabe Fraktionssammeln V[__—j/{ 17--Hydroxyprogesteron

1 min Inkubationsansatz
(100 ul Probe,
50 ul 3H-Cortisol-
Tracer und 100 ul
0,1 mol/l HCI)
11 min 0,2 mol/l Tris-HCI-
Puffer pH 8,0
2 min CBG- oder Cortisolanti-
kdrper-Losung (s. Text)
12 min 0,2 mol/l Tris-HCl-Puffer
pH 8,0

20 min verwerfen (Serumpro-
teine)

14 min CBG-bzw. Antikorper-
gebundenes 3H-Corti-
sol (%B)

6 min 1:3 verdiinntes Nach-
waschserum (s. Text)

16 min 0,1 mol/l HC17) 14 min verwerfen oder zur

Kontrolle zihlen (%F)

weilige CBG- bzw. Antikorper-gebundene Anteil des 3H-Corti-
sols eluiert und zur Messung der Radioaktivitit gesammelt.

Nach Elution des freien Anteils des 3H-Cortisols mit cinem
Uberschut Nachwaschserum (mit Florisil ausgeschiitteltes Rest-
serum aus der Klinischen Chemie) stehen die Siulen bereits
wieder fiir den nichsten Durchgang zur Verfiigung. Die praktische
Durchfithrung (7) ist in Tabelle 4 aufgezeigt.

Ergebnisse

Qualititskontrolle, Kapazitit und Normalbereich

Die Prizision von Tag zu Tag wurde mit einem gepool-
ten Kontrollserum gepriift, sie ist mit einem Variations-
koeffizienten von 12,1% (142 + 17 ug/l, X £ s, n = 46)
bei der kompetitiven Proteinbindungsanalyse bzw.
8,0% (139 + 11 ug/l, X £ s, n = 24) beim Radioimmuno-
assay sehr zufriedenstellend. Die Wiederfinderaten von
Cortisol-Eichstandards im Serum lagen bei 96 + 5%
(Proteinbindungsmethode) bzw. 91 £ 11% (X % s) beim
Radioimmunoassay. Die entsprechenden MeRwerte fiir
verschiedene Verdiinnungen eines Serums lagen jeweils
auf der Eichkurve. Die Spezifitit der kompetitiven
Proteinbindungsanalyse ist bei diesem siulenchromato-
graphischen Verfahren deutlich besser als nach Dichlor-
methanextraktion (7). Durch Einsatz eines Antiserums
konnte die Spezifitit weiter verbessert werden, besonders
wegen der geringeren Mitreaktion des Corticosterons
(Abb. 3). Die untere Nachweisgrenze (B, * 3 s) liegt

bei unserem Mef3bereich, der aus praktischen Erwigun-
gen am Normalbereich orientiert wurde, bei etwa 10 ug/l
(Proteinbindungsmethode) bzw. bei etwa 1 ug/l (Radio-
immunoassay). Diese Empfindlichkeit — besonders die
des Radioimmunoassay — konnte bei Bedarf jedoch er-
heblich gesteigert werden.

7) bzw. beim letzten Durchgang des Tages 0,2 mol/l Tris-HCl-
Puffer pH 8,0 (die Siulen werden bei neutralem pH aufbewahrt
und sind iiber viele Wochen immer wieder verwendbar).
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:’ - Desoxycortisol
E‘ Progesteron

[
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) Cortison
fby Testosteron
f Ostradiol
Abb. 3. Mitreaktion anderer Steroidhormone bei der mechani-
sierten Cortisol-Bestimmung auf Sephadex G-10:
1 kompetitive Proteinbindungsanaly se
77772 Radioimmunoassay
Analog zu den Cortisol-Standards wurden hier verschic-

dene Konzentrationen anderer Steroide in dem Assay
eingesetzt und ihre Mitreaktion in % Cortisol berechnet.

Die Kapazitit ist mit jeweils 25 Proben in 48 min gut,
so da® von einer Technischen Assistentin iiber 100 Be-
stimmungen tdglich durchgefiihrt werden konnen.

Der Normalbereich fiirr den 9 Uhr-Niichternwert liegt
bei 111 + 37 ug/l (Werte zwischen 45 und 200 ug/l,
Proteinbindungsmethode, n = 68) bzw. 95 + 40 ug/1

. (Werte zwischen 38 und 188 ug/l, Radioimmunoassay,

n = 45). Der 30-Minuten-Stimulationswert auf 0,25 mg
ACTH i.v. lag bei 328 £ 71 bzw. 349 £ 110 ug/l (n = 19),
die 9 Uhr-Niichternwerte 11 Stunden nach 2 mg Dexa-
methason oral (n = 14) bei 26 = 8 bzw. 9 + 4.5 ug/l
(Xts).

Storfaktoren

In der Graviditdt und unter Oestrogenbehandlung ist
bekanntermafien das endogene CBG und damit die
CBG-Bindungskapazitit erhoht. Daraus resultieren
erhohte Gesamt-Cortisolspiegel im Serum, die prozen-
tualen freien Anteile sind dagegen entsprechend ernie-
drigt. Ein guter Parameter fiir die indirekte Messung
dieser CBG-Bindungskapazitit ist der sog. 3H-Cortisol-
in vitro-Test, der in Anlehnung an den T 3-in vitro-Test
in der Schilddriisenhormon-Analytik aufgebaut wurde.
Es wird hierbei 200 ul Serum inkubiert und die Ver-
teilung des Tracers zwischen Serumproteinen und
Dextrangel sdulenchromatographisch iiber 5 ml Sepha-
dex G-50 superfine gemessen (12). Der Normalbereich
fiir das sog. freie 3H-Cortisol liegt bei uns zwischen 18,2
und 30,5% (X + 2's,n =43).

Diskussion

Der Einsatz chromatographischer Verfahren in der dia-
gnostischen Hormon-Analytik ist bisher durch den hohen
methodischen Aufwand limitiert. Den Vorteilen der
hoheren Spezifitit stehen z. B. bei der Thyroxin- und
Cortisol-Bestimmung vor allem die Nachteile eines
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grofen Arbeitsaufwandes und einer geringen Kapazitit
entgegen, so daf} diese Methoden in der Routine-Labo-
ratoriumsdiagnostik bisher wenig praktikabel waren.

Ein wesentlicher Fortschritt bei der Mechanisierung
dieser chromatographischen Verfahren konnte durch das
hier vorgestellte Prinzip der simultanen Sdulenchromato-
graphie erzielt werden, wobei 25 Proben gleichzeitig in
einem Arbeitsgang zeit- und temperaturkonstant aufge-
arbeitet werden konnen.

Uber die Moglichkeit einer quantitativen Extraktion des
Thyroxins bzw. Cortisols aus dem Serum mit machfolgen-
der kompetitiver Proteinbindungsanalyse auf den jeweils
gleichen Dextrangelsdulen wurde bereits frither berichtet
(2, 3, 6,7, 12, 13). Mit Hilfe der Mechanisierung nach
dem Prinzip der simultanen Siulenchromatographie
konnen diese Methoden der Gesamt-Thyroxin- und Cor-
tisolbestimmung im Serum jetzt erfolgreich in der
klinischen Routineanalytik eingesetzt werden. Die Vor-
teile dieser chromatographischen Verfahren gegeniiber
anderen Methoden, vor allem gegeniiber den kommerziell
vertriebenen Testkits, liegen zunachst in der Mechani-
sierung selbst, nimlich durch die Standardisierung der
storanfilligen Schritte (Extraktion der Hormone aus
dem Serum ohne organische Losungsmittel, Zeit- und
Temperaturkonstanz der eigentlichen Proteinbindungs-
reaktion und der B/F-Trennung), sowie in der grofleren
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