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of 0.6 ml of 105 mM K-phosphate buffer (pH 8.0), containing 
0.1% bovine serum albumin, 0.5 mM ATP,,0.5 mM fructose- 
1,6-bisphosphate, 0.5mM MgCI~ and 0.15mM CaCI 2 for 
60 min at room temperature. After the addition of 0.1 ml of 
sensitized sheep erythrocytes [4.106 Ery preincubated with 
0.005ml amboceptor (Behringwerke) for 60min at 20 C], 
incubation was continued for another 60min at 37 C. 
Unlysed erythrocytes were removed by centrifugation and 
lysis was measured at 416nm in the supernatants after 
addition of 0.1 ~tmole KCN. 

Results 

Immunoprecipitation of PFK. Figure 1 shows the variation in 
the amount of anti-rabbit muscle PFK serum required to 
precipitate PFK from different mammalian muscles. The 
antibodies precipitate 125I-labelled PFK in the same ratio as 
unlabelled PFK. The precipitation of PFK from various 
tissues by antiserum against rabbit muscle PFK offered the 
possibility for a convenient determination of unknown con- 
centrations of PFK protein. Amounts of 2 - 6  ~g of rabbit 
muscle PFK were accurately estimated by a simple radio- 
immunoassay. The sensitivity of the technique increases 
inversely proportional to the affinity of the labelled PFK 
indicator for the antiserum. The requirement of freshly 
prepared [I2sI]-PFK is the major disadvantage of this 
method. 

Complement Fixation Test. Complement fixation tests were 
used for the determination of 3 - 3 0  ng of PFK with good 
reproducibility. The test does not differentiate between active 
and inactive PFK. The method was successfully applied to the 
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Fig. 1, Precipitation of PFK flom different species by anti- 
rabbit muscle PFK serum. [] Rabbit muscle PFK; �9 125I- 
rabbit muscle PFK;  O pig muscle PFK;  �9 beef muscle PFK; 
A human muscle PFK 

determination of the specific activity of PFK in human muscle 
extracts. 

The study was supported by the Deutsche Forschungsge- 
meinschaft and the Fonds der Chemischen Industrie. 
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Der Stellenwert der Laboratoriumsuntersuchungen in der 
Schilddrfisendiagnostik allgemein ist unbestritten. Bei der 
Frage jedoch, welche Bewertung den einzelnen Parametern in 
der Diagnostik der Schilddrfisenerkrankungen zukommt, 

gehen die Ansichten bereits weit auseinander. Grund ffir 
solche Differenzen ist die Tatsache, dab die Beurteilung der 
Laborwerte bisher weitgehend empirisch erfolgte. 

Dank leistungsffihiger Computer ist es nun abet m6glich, 
die empirische Vorgehensweise durch eine analytische zu 
ersetzen, und so rficken mehrdimensionale statistische Analy- 
sen von Laborwerten immer st/irker in den Vordergrund des 
Interesses der labordiagnostischen Forschung. Es sind dies 
vor allem Clusteranalysen und Diskriminanzanalysen. 

Ziel unserer Untersuchungen war es, im Rahmen der 
Schilddrfisendiagnostik zur Klfirung fotgender Fragen beizu- 
tragen: 

Welche Gruppierungen lassen sich in den Laborwerten 
finden? 

Sind und wie sind die gefundenen Gruppen pathophysio- 
logisch zu interpretieren? 

Mit welcher Strategie - parallel bzw. seriell - sind die 
Laboranalysen am zweckmS, gigsten durchzufiihren? 

Mit welchem Unsicherheitsfaktor ist die Aussage der 
verschiedenen Laboranalysen behaftet? 

Die Daten, mit denen die Untersuchungen durchgeffihrt 
wurden, starnmen aus der endokrinologischen Ambulanz des 
Klinikums GroBhadern. Von insgesamt 322Patienten mit 
Verdacht auf Schilddrfisenerkrankung wurden die anamne- 
stischen Daten, die Laborwerte, die klinischen, ohne Kennt- 



130 Fresenius Z. Anal. Chem., Band 290 (1978) 

T 3 T4 
Cluster I 

ClusterN:s12 A i 

Cluster 3 

_JL_ 
Ctuster L 

Cluster 5 
N : 2 3  

. , ~ L . _ _ _ _  . . . X a . L  ~ _ _  

0 2 4 0 10 20 O 10 20 

TSHTRH-TEST 

i , 

AI ! 
, 

I 

I 

i l l .  i . �9 

_ ZL 
O 20 40 

Abb. 1. Verteilungen von T 3, T 4, TSH und TSH nach TRH- 
Test in den fiinf entsprechend dem Ergebnis der Clusteranaly- 
se gewfihlten Gruppen 

nis tier Laborwerte gestellten Diagnosen und die Enddiagno- 
sen erfaBt. Die im folgenden verwendeten Laborwerte waren 
T~, T4, TSH und TSH nach TRH-Test. 

Um festzustellen, welche Gruppierungen in den Laborwer- 
ten stecken, haben wir eine Clusteranalyse durchgeffihrt. 
Entsprechend dem Ergebnis der Clusteranalyse haben wir 
eine Aufteilung in 5 Gruppen gew~ihlt. Die Verteilungen der 
T3-, T 4- und TSH-Werte sind ftir die 5 Gruppen getrennt in 
Abbildung I dargestellt. Gruppe 1 enthNt im wesentlichen die 
Patienten mit unver~nderter Schilddrfisenfunktion. Gruppe 2 
ist vor allem als Gruppe der Patienten mit ,,latenter Hyper- 
thyreose" anzusehen. Gruppe 3 ist wohl auch als Gruppe der 
latenten Hyperthyreosen anzusehen; bier besteht gleichzeitig 
aber eine leichte T4-Erh6hung. In Gruppe 4 sind eindeutig die 
hyperthyreoten Patienten zusammengefal3t und Gruppe5 
schliel31ich enth~ilt im wesentlichen die Patienten mit hypothy- 
reoter Stoffwechsellage. 

Die labordiagnostische Bedeutung dieser Gruppen ergibt 
sich aus ihrer jeweiligen klinisch-therapeutischen Relevanz, 
die ebenfalls Gegenstand dieser Untersuchungen war. Die 
Definierung von labordiagnostischen Gruppen anhand ihrer 
klinisch-therapeutischen Relevanz ist Voraussetzung ffir die 
Festlegung der Strategic, wie - parallel bzw. seriell - die 
Laboranalysen zweckm/iBigerweise durchzuffihren sind. 
Ebenso kann die Frage nach den predictive values einer 
Laboranalyse erst beantwortet werden, wenn die Definitio- 
nen der labordiagnostischen Gruppen festliegen. Denn erst 
wenn festliegt, welche Labordiagnosen gegeneinander abzu- 
grenzen sind, kann die Gfite der Abgrenzung angegeben 
werden. 
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Thermometrische Substratbestimmungen iassen sich in 
DurchfluBsystemen durchffihren, wenn die Entwicklung der 
Reaktionsw/irme 6rtlich fixiert ist; dies ist der Fall bei der 
Katalyse der Reaktion durch einen heterogenen Katalysator. 
Heterogene Biokatalysatoren sind Tr/iger-gebundene Enzy- 
me, und die Kombination von Enzymreaktoren mit Thermi- 
storen fiihrt zu spezifischen empfindlichen Substratdetek- 
toren (Enzymthermistoren) fiir Durchflul3systeme [3]. In dem 
von uns beschriebenen System [1] wird die Temperaturdiffe- 
renz zwischen Anfang und Ende des Enzymreaktors mit zwei 
Thermistoren fiber eine Wheatstonesche Brfickenschaltung 
mit nachgeschaltetem Operationsverst~irker gemessen; die 
Anzeige erfolgt fiber einen Schreiber. Megbrficke und Derek- 
tot werden elektronisch thermostatisiert. 

Reaktoren auf der Basis von Enzymgelen erwiesen sich als 
ungeeignet ffir Substratbestimmungen in biologischen Flfis- 
sigkeiten wie Serum und Urin, da nicht-reproduzierbare 
W~irmeeffekte auftraten, die wahrscheinlich durch Adsorp- 
tions- und Desorptionsvorg/inge verursacht wurden; schliel3- 
lich verstopften auch die Reaktoren. Daher wurden die 
Enzyme kovalent an die Innenwand von Nylonschl/iuchen 
gebunden [2]. In MeBzellen mit solchen Schl~iuchen traten bei 
Messungen in biologischen Flfissigkeiten nur noch geringe, 
kompensierbare Nebenwfirmen auf. Inaktivierungen des Ka- 
talysators wurden lediglich durch nicht-entrahmte Milch 
hervorgerufen (Fettablagerung). Mit so gebundener Urease 
konnte Harnstoff in 30 pl-Proben von Ham oder Serum in 
einem Bereich von 0 , 1 -  1,5pMol (Fehler + 0,05~Mol) be- 
stimmt werden. Ein Enzymreaktor mit dem gekoppelten 
Enzymsystem Glucose-Oxidase/Katalase konnte zur Gluco- 
sebestimmung in nativem Serum und Urin in einem Bereich 
von 0 ,05-  0,5 pmol bei einem Fehler von 0,03 pmol eingesetzt 
werden. Der groBe relative Fehler im unteren Bereich ist 
durch konvektionsbedingte Temperaturschwankungen ver- 
ursacht, an deren Beseitigung zur Zeit gearbeitet wird. Im 
oberen Bereich der Eichkurve entsprechen Empfindlichkeit 
und Genanigkeit nahezu den Werten optischer Verfahren. 

Als sehr vorteilhaft zur Steigerung der W~irmeausbeute 
beim Umsatz eines Substrates erwies sich die Kopplung von 
Enzymreaktionen. So konnte durch die Verbindung der 
Reaktion Q-abhfingiger Flavoproteide mit der Katalase- 
reaktion, z.B. bei der Harns/iurebestimmung mit Uricase, 
eine Steigerung der Empfindlichkeit auf das Doppelte erzielt 
werden. "Schliel31ich wurden Systeme mit drei gemeinsam 


