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Zahn, R. K. s. Zollner, E. J.
248,459

Zak, B. s. Baginski, E. S. 241

Zak, B. s. Feldkamp. C. S. 146

Zenkteler, J. s. Klopocki, T.
575

Ziegler, M. 234

Zilliken, F. s. Egge, H. 225

Zilliken, F. s. Murawski, U,
464

Zollner, E. 1. 248, 459

Zollner, E. J. s. Breter, H.-J.
223

Aminosduren

—, Bestimmung 238, 248
—, bei Edman-Abbau 247
—, freie 37

——, Gehirn 37

——, Leber 37

——, Serum 37

Ammoniak

—, Bestimmung 250
a-Amylase

—, Elektronspinresonanz 268
—, [soenzyme 214

——, bei cystischer Fibrose 214
—, Jodierung 551

—, Markierung 267

Analyse, mechanisierte 235,
236

Analysensysteme

—, diskontinuierliche 45
——, Radioimmunoassays 45
—, mechanisierte 14

——, fixe Kosten 15

——, variable Kosten 15

——, Wirtschaftlichkeit 14
Angiotensin [

—, Radioimmunassay 453
Angiotensinasen 210



Antigen, carcino-embryonales

—, bei Blasencarcinom 232

Antikorper

—, Aldosteron 128

—, gegen DNA 46

—, Lipoproteine 246

—, Nachweis 54

Arginasc 524

Arginin

—, Haut 94

Argininosuccinat-Lyase 524

Arrhenius-Beziehung

—, Lactatdchydrogenase 227

Arrhenius-Plot

—, Alanintransaminase 167

—, Aspartattransaminase 167

—, Glutamatdehydrogenase
163

—, y-Glutamyltransferase 167

—, Kreatinkinase 168

—, Lactatdehydrogenasc 168

—, Phosphatase, alkalische 167

Arsen

—, Gaschromatographie/Mas-
senspektrometric 224

Arylamidasen

—, Isoenzyme 464

——, Diskelektrophorese 464

—, Organverteilung 470

Arylphosphate

—, Phosphatascsubstrate 87

Arylsulfat-Sulfohydrolase

—, Harn 264

Ascorbinsdure-2-sulfat

—, Cholesterinausscheidung 62

Asparaginsidure

—, Gehirn 37

—, Haut 94

—, Leber 37

—, Serum 37

a-L-Asparaginyl-Angiotensin II

—, Inaktivierung 210

——, durch Erythrocyten 210

Aspartattransaminase

—, Arrhenius-Plot 167

—, Nephritis 543

——, Harn 543

—, Ratte 319

——, Leber 319

——, Serum 319

—, Schwangerschaft 262

Atemluft

—, Komponenten 255

Atomabsorption 287

Atomabsorptionsdetektoren

395

Atomabsorptionsspektro-

metric

—, Aluminium 219

——, Serum 219

—, Blei 218

——, Blut 218

——, Urin 218

—, Deuterium-Kompensation
217

—, Nickel 220

—, Schwermetalle 217

——, Milch 217

——, Serum 217

—, Spurenanalyse 218

ATPase

—, Bestimmung 266

AutoAnalyzer

—, Cholesterin 282

—, vGlutamyltranspeptidase
117

—, 5'-Nucleotidase 122

—, Prolin 108

—, Sulfat 98

—, Tetanus-Antikorper 55

AutoAnalyzer

—, Triglyceride 282

Automatic Clinical Analyzer

46

Azathioprin

—, Hochdruck-Fliissigkeits-
Chromatographie 223

Azobilirubin

—, Extinktionskocffizient 295

Barbiturate, bromhaltige

—, Diinnschichtchromatogra-
phie 178

——, Rp-Werte 179

N%-Benzyloxycarbonyl-L-argi-

nin-p-nitroanilid 494

Bifrequenz-Spektroskopie S1

Bilirubin

—, Bestimmung 250

—, Ratte 319

——, Leber 319

——, Serum 319

—, Serum 294

—, Spektropolarimetrie 220

Blasencarcinom

—, carcino-cmbryonales Anti-
gen 232

Blei

—, Blut 218

——, Mcthodenvergleich 218

—, Urin 218

——, Mcthodenvergleich 218

Blut s. a. Plasma, Serum

—, 5-Aminoliavulinsidure-Dehy-
dratasc 389

—, Blei 218

—, Bromid 350

—, Gaschromatographic 535

—, Glucose 530

—, Glutathionperoxidase 444

—, Kohlenmonoxid 535§

—, -komponenten 249

——, Protonenrelaxationszeit

249

Bromharnstoffderivate

—, Diinnschichtchromatogra-
phic 178

——, Rp=Werte 178

Bromid

—, Blut 351

—, Harn 351

—, Speichel 351

Bromidelektrode 350

Calcification 25§

Calcium

—, Referenzmethode 251, 565

cAMP-spezifische Enzyme

—, Affinititschromatographie
243

Carbamylphosphat-Synthetase

524

Carboanhydrase

—, Detektion 249

Carboxylesterhydrolase

—, Leber 241

—, Serum 241

CentrifiChem 266

2-Chlor-4-nitrophenylphosphat

—, Darstellung 88

—, Extinktionskoeffizient 88

4-Chlor-2-nitrophenylphosphat

—, Darstellung 88

—, Extinktionskoeffizient 88

Chlorid

—, Bestimmung 146

——, Interferenzen 146

———, Bromid 146

———, Jodid 146

Cholestase

—, alkalische Phosphatase 47

Cholesterin

—, Ausscheidung 62

——, und Ascorbinsaure-2-
sulfat 62

—, Bestimmung 403

——, automatische 226

——, enzymatische 266

—, Methodenvergleich 227

—, Ratte 303

——, Altersabhingigkeit 303

——, Geschlechtsabhingigkeit
303

——, Saisonabhingigkeit 303

—, Serum 282

——, AutoAnalyzer 282

———, Fliefisschema 282, 304

———, Normalwerte 285

Cholesterinesterase 404

Cholesterinoxydase 404

Cholinesterase

—, Aktivierungsenergic 262

Chorionsomatomammotropin

—, Hamagglutinationshemmung

231

Chrom

—, Bindung 327

—, Regulation 327

—, Serum 287

——, Normalwerte 287

——, Verteilungsmodus 287

—, Verteilung 327

Chymotrypsin

—, Duodenalinhalt 237

Circulardichroismus 415

—, Hefe-Pyruvat-decarboxy-

lase 221

—, Kohlenhydrate 221

—, Neuraminsaurederivate 221

—, Proteine 222

——, Sekundarstruktur 222

Citrullin

—, Haut 94

Clarase 427

Collagen

—, Bildung 313

——, bei Leberzirrhose 313

Corticosteroide

—, Extinktionskoeffizient 193

—, Plasma 355

Corticosteron

—, Bestimmung 193

——, Fliissigkeitschromato-
graphic 193

Corticotropin

—, Plasma 356

—, synthetisches 353

Cortisol

—, Bestimmung 193

——, Fliissigkeitschromatogra-
phie 193

—, Plasma 233

—, Serum

——, Proteinbindungsanaly se
276

———, Spezifitit 278

Cystein

—, Gehirn 37

—, Leber 37

—, Serum 37

Cystin

—, Harn 578

Cystinurie 578

Desoxyribonucleasen

—, Lupus erythematodes 248,
459

Detektion

—, Carboanhydrase 249

Diabetes mellitus

—, N-Acetyl-g-glucosaminidase
263

—, Enzyme 265

——, bei Nephropathie 265

—, a-Glucosidase 263

—, B-Glucuronidase 263

—, Trehalase 263

O, N-Diacetylserotonin

—, Darstellung 153

Digitalisglykoside

—, Radioimmunassay 237

Diskelektrophorese

—, Arylamidasen 464

—, Phosphatase, alkalische 81

—, Proteine 245

DNA

—, Antikorper 46, 459

——, Lupus erythematodes

459

——, Nachweis 46

Down-Syndrom

—, Galaktokinase 449

——, Erythrocyten 449

—, Galaktose-1-phosphat-
Uridylyltransferase 59

Drogen s. Rausch-, Suchtmittel

—, Gaschromatographic 44

Diinnschichtchromatographie

—, Bromharnstoffderivate 179

——, Barbiturate, bromhaltige

179

—, Drug-Screen 44

—, Lipide 464

——, Bestimmung 464

—, Methaqualon 44

—, Opiate 44

—, Phenothiazine 44

—, Phenylthiohydantoin-
Aminosiuren 247

—, Serotonin 151
Duodenalinhalt

—, Chymotrypsin 237
—, Trypsin 237

Einheiten
—, in der klinische Chemie
180
——, internationale Empfehlun-
gen 180
Eisen
—, Serum 218, 508
——, Methodenvergleich 218,
508
Elektronspinresonanz
—, a-Amylase 268
Elektrophorese
—, Lumballiquor 73
Enzymdiagnostik
—, bei Hyperlipoproteinamie
154
Enzyme
—, Aktivititsbestimmungen
159
——, Temperatureinflufy 159,
166
—, Austritt aus Thrombocyten
47
——, bei Hypoxie 47
——, Methodenvergleich 46
—, Bestimmung 258
——, in triiben Seren 258
—, und Hamodialyse 264
—, immobilisierte 248
——, Bestimmung 248
—, und Nierenerkrankungen
264
—, Plasma 47
——, bei Himodialyse 47



Enzyme

—, Serum 46

—, Substrataffinitat 159, 166

——, Temperatureinflufy 159,

166

—, Trainingsiberwachung 263

——, bei Koronarerkrankungen
263

—, Venenerkrankungen 262

Epilepsie

—, Aminotransferasen 257

—, Lactatdehydrogenase 257

—, Malatdehydrogenase 257

Erythrocyten

—, a-L-Asparaginyl-angiotensin
[I-Inaktivierung 210

—, Galaktokinase 449

——, bei Down-Syndrom 449

—, Galaktose-1-phosphat-
uridylyltransferase 59

——, Normalwerte 59

—, Purin-Phosphoribosyltrans-
ferasen 28, 50

Extinktionsdnderung, kleine

—, Messung 42

Extinktionskoeffizient

—, Azobilirubin 295

—. Corticosteroide 193

—, NADH 239

—, NADPH 239

Faeces

—, Cholesterin 62

——, und Ascorbinsaure-2-

sulfat 62

Fett

—, und Proteinbestimmung
361

Fettsiuren, langkettige

—, Bestimmung 357

—, im Harn 357

Fibrose, cystische

—, a-Amylase 214

Flammenemissionsdetektoren

393

Flammenphotometrie

—, Sulfat 98, 103

Fliefidiagramm

—, Chlorid 147

—, Cholesterin 282, 304

—, y-Glutamyltranspeptidase
117

—, Hydroxyprolin 109

—, IgE 423

—, 5"-Nucleotidase 122

—, Proteine 428

—, Sulfat 99, 104

—, Tetanus-Antikorper 55

—, Triglyceride 282, 304

Flissigkeitschromatographie

—, Corticosteron 193

—, Cortisol 193

Fluor

—, Gaschromatographie 393

Fluorimetrie

—, Adrenalin 39

—, Lactatdehydrogenase 227

—, Noradrenalin 39

Fragmentographie

—, Imipramin 224

——, Plasma 224

—, Ostrogenglucuronide 260

—, 17-Oxosteroide 252

—, Pregnandiol 252

—, Tetrahydroaldosteron 259

Galaktokinase
—, Erythrocyten 449
——, bei Down-Syndrom 449

Galaktose-1-phosphat-uridylyl-

transferase

—, Erythrocyten 59

——, bei Down-Syndrom 59

——, Normalwerte 59

Galaktosetoleranztest

—, Lebercirrhose 43

p-Galaktosidase

—, Nephritis 543

——, Harn 543

Ap2(GMm3)-Gangliosid 487

A1(Gp2)-Gangliosid 487

Gaschromatographie/Massen-

spektrometrie 321

—, Adamantanamine 225

—, Aldosteron 260

—, Arsen 224

—, Drogen 44

—, Fluor 393

—, B-Methylcrotonylglycinurie
260

—, Methylmalonacidamie
260

— Ostron 45

—, Oligosaccharide 225

——, Sequenzanalyse 225

—, Pantothensiure 498

—, Propionacidamie 260

—, Kohlenmonoxid 535

—, Zinnorganische Verbindun-
gen 224

Gehirn

-, Alanin 37

—, Asparaginsdure 37

—, Cystein 37

—, Glutaminsaure 37

—, Glycin 37

—, Isoleucin 37

—, Leucin 37

—, Methionin 37

—, Phenylalanin 37

—, Prolin 37

Gehirn

—, Ratte

——, Serotonin 243

———, Bindungsprotein
243

—, Serin 37

—, Threonin 37

—, Tyrosin 37

Gemsaec-Analyzer

—, Harnstoff 515

Geschlechtsabhingigkeit

—, Cholesterin 303

—, Immunglobuline 207

Gewebe

—, Lipide 464

Glucose

—, Bestimmung 256, 265

——, mit Glucosedehydrogenase

265

——, Interferenzen 256

——, reaktionskinetische 42

—, Blut 530

——, Oszillationen 530

—, BM-Testmeter 43

—, mit Glucosedehydrogenase
42

—, Methodenvergleich 43

—, im Plasma §

——, Hexokinasemethode §

———, mitdem GSA Il §

—, Regulation 530

—, Stoffwechsel 530

Glucosedehydrogenase 42

—, Glucosebestimmung 265

a-Glucosidase

—, Diabetes mellitus 263

B-Glucuronidase

—, Diabetes mellitus 263

B-D-Glucuronid-Glucurono-

hydrolase

—, Harn 264

Glukagon

—, Radioimmunassay 234

Glumerulonephritis

—, Phospholipide 255

Glutamatdehy drogenase

—, Aktivatoren 159

—, Arrhenius-Plot 163

—, Ratte 319

——, Leber 319

——, Serum 319

—, Schwangerschaft 262

—, Serum 52

——, Normalwerte 52

—, Standardmethode 391

—, Substrathemmung 159

—, Temperatureinflufs 159

——, auf Halbsidttigungskonstan-

ten 159

Glutaminsaure

—, Gehirn 37

—, Haut 94

—, Leber 37

—, Serum 37

yGlutamyltransferase s. auch

vy-Glutamyltranspeptidase 116,
374

—, Aktivatoren 375

—, Arrhenius-Plot 167

—, Funktion 378

—, Inhibitoren 375

—, Michaeliskonstante 169

—, Stabilitit 169

—, Vorkommen 376

v-Glutamyltranspeptidase

s. auch y-Glutamyltransferase

—, Schwangerschaft 262

—, Serum 116

——, bei Karzinom 116

—, Substrate 228

Glutathionperoxidase

—, Blut 444

Glutathionreduktase 228

Glycyl-L-leucinase

—, Harn 264

Glycin

—, Gehirn 37

—, Haut 94

—, Leber 37

—, Serum 37

Glykosaminoglykane, saure

—, Bildung 313

——, bei Lebercirrhose 313

Glykosphingolipide 487

Greiner Selective Analyzer 5

—, Glucosebestimmung 5

GSA 11

—, Bilirubin 294

Haar

—, Metallbindung 219

Hiamagglutinationshemmung

—, Chorionsomatomammo-
tropin 231

Hiamodialyse

—, Enzyme 47, 264

——, im Plasma 47

Himoglobin

—, Bestimmung 521

—, Plasma 521

Haptoglobin

—, Bestimmung 427

—, Immunprizipitation 244

—, bei Krebsbehandlung 263

—, Serum 474

——, bei Tumoren 474

Harn s. auch Urin

—, Aspartattransaminase 543

Harn s. auch Urin

——, bei Nephritis 543

—, Bromid 351

—, Cystin 573

——, Bestimmung 578

—, Enzyme 263

——, bei Diabetes mellitus 263

——, bei Nierenerkrankungen

264

—, Fettsduren 357

—, B-Galaktosidase 543

——, bei Nephritis 543

—, Hydroxyprolin 108

—, Konkremente 255

——, IR-Analyse 255

—, Kreatinin 344

—, Lactatdehydrogenase 543

——, bei Nephritis 543

—, Lysozym 5§75

—, Ostriolkonjugate 279

—, Phosphatasen 543

——, bei Nephritis 543

—, Serotonin 151

—, Sulfat 103

—, Tetrahydroaldosteron 259

——, Bestimmung 259

Harnsaure

—, Bestimmung 49, 266

Harnstoff

—, Bestimmung 51§

——, Gemsaec-Analyzer 515

——, mit Teststreifen 49

Harnstoffzyklus

—, Enzyme 524

——, Rattenleber 524

Haut

—, Altersstigmata 93

——, Hornschicht 93

———, Alanin 94

———, Arginin 94

———, Asparaginsdaure 94

———, Citrullin 94

———, Glutaminsaure 94

———, Glycin 94

———, Histamin 94

———, Leucin 94

———, Lysin 94

———, Ornithin 94

———, Phenylalanin 94

———, Prolin 94

———, Serin 94

———, Threonin 94

———, Tyrosin 94

———, Valin 94

Hefe-pyruvat-decarboxylase

—, Circulardichroismus 221

Heparin

—, und Lipoproteinelektro-
phorese S0

Hexokinasemethode

—, chemische Indifferenzen 9

—, MefSbereich 7

—, physikalische Indifferenzen
10

—, Selektivitit 8

Histamin

—, Haut 94

Hochdruck-Flissigkeits-Chro-

matographie

—, Adeninnucleotide 222

—, Azathioprin 223

—, Katecholamine 222

—, 6-Mercaptopurin 223

—, Serotonin 222

—, Thymin 223

—, Thymindimere 223

Homogenisierung

-, Methodenvergleich 525

Hund

—, Serum 230



Hund

——, Enzymaktivitat 230

Hydantoin

—, Jaffé-Reaktion 336

a-Hydroxy-butyrat-dehydro-

genase

—, Schwangerschaft 262

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-

coenzym A-reduktase

—, bei Hypophysektomie 269

—, und Schilddrisenhormone
269

Hydroxyprolin

—, Harn 108

——, Haltbarkeit 114

——, Methodenvergleich 108

——, Normalbereich 108

——, Haltbarkeit 114

Hyperlipoproteindmie

—, und Enzymdiagnostik 154

Hypertonic

—, a-L-Asparaginyl-angiotensin
[I-inaktivierung 210

Hypertyrosinimic, experimen-

telle 33

Hypronosticontest 109

Hypoxanthin-Guanin-Phospho-

ribosyltransferase 28

Hypoxie

—, Enzymbefunde 47

IgA

—, Bestimmung 427

IgE

—, Bestimmung 423

——, automatisierte 423

1gG

—, Bestimmung 427

IgM

—, Bestimmung 427

[leum

—, Phosphatase, alkalische 89

Imipramin

—, Fragmentographic 224

Immundiffusion

—, cinfache radiale 370

Immunclcktrophorese

—, Protcine 245

Immunglobuline

—, Geschlechtsabhingigkeit
207

—, Immunprizipitation 244

—, Leucineinbau 245

—, Liquor cerebrospinalis 367

—, Prostata 247

—, Verteilung, statistische 207

Immunprizipitation

—, Immunglobuline 244

—, Haptoglobin 244

—, Proteine 244

Immunprizipitatreaktion

—, automatisierte 427

—, Methodenvergleich 427

Immuntitration

—, Isoenzyme 238

Inhibitoren

—, Phosphatase, alkalische 90

Insulin

—, Bestimmung 232

Isoenzyme

—, Acetylcholinesterase 242

—, crAmylase 214

——, bei cystischer Fibrose 214

—, Aldolase 176, 239, 539

——, bei Zwillingen 239

—, Arylamidasen 464

—, Immuntitration 238

—, Lactatdehydrogenase 227,
267

[soenzyme

—, Phosphatase, alkalische
258,432

—, Trennung 258

—, Purin-Phosphoribosyltrans-
ferasen 28

——, bei Lesch-Nyhan-Syndrom

28

Isoleucin

—, Gehirn 37

—, Leber 37

—, Serum 37

Isoniazid

—, Bestimmung 257

—, Metaboliten 257

——, Bestimmung 257

Isotachophorese 250

Jaffé-Reaktion 336, 344

—, 5'5-Dimethylhydantoin
336

—, Hydantoin 336

—, Kreatinin 336

—, Mechanismus 336

—, Pikrinsiure 336

—, Reaktionsprodukte 336

——, Isolicrung 336

Jodierung

—, a-Amylase 551

—, Amylase 267

Kalibration 137

Karzinom

—, Serumenzyme 116

Katecholamine

—, Fluorimetrie 39

—, Hochdruck-Fliissigkeits-
Chromatographie 222

Knochen

—, Phosphatase, alkalische 89

Kobalt

—, Bindung 327

-, Regulation 327

—, Verteilung 327

Kohlenhydrate

—, Circulardichroismus 221

Kohlenmonoxid

—, im Blut 535
—, Gaschromatographic 535

Konformation

—, Lactatdchydrogenasc 417

—, Lysozym 417

—, Myoglobin 417

—, Papain 417

—, Ribonuclease 417

—, Trypsin-Kallikrein-Inhibitor
417

Kontrazeptiva

—, und Reninaktivitit 408

—, und Reninsubstratkonzen-
tration 408

Kontrollproben

—, Merkmale 137

Kontrollseren

—, Vergleich 229

—, vom Rind 230

Koronarerkrankungen

—, Enzyme 263

Kreatinin

—, Bestimmung 266, 344

——, enzymatische 259

—, Jaffé-Reaktion 336

——, Mechanismus 336

—, und Sauren

Kreatinkinase

—, Arrhenius-Plot 168

—, Reaktivatoren 258

—, Schwangerschaft 262

Krebsbehandlung

—, Laboratoriumstests 263

Kupfer

—, Bindung 327
—, Regulation 327
—, Serum 218

—, Verteilung 327

Labordaten

—, Analyse 51

—, einheitliche Darstellung 51

Lactatdehydrogenase

—, Altersabhingigkeit 228

—, Arrhenius-Plot 168

—, Arrhenius-Bezichung 227

—, Derivate 251

—, bei Epilepsie 257

—, Isoenzyme 227, 263, 267

——, Fluorimetric 227

——, bei Krebsbehandlung 263

—, Konformation 417

—, Nephritis 543

——, Harn 543

—, Schwangerschaft 262

Lactat-Pyruvatquoticnt 401

Lactosylceramid 487

Lactoperoxydase 551, 267

—, zur Jodierung

Laser-Absorptionsspektros-

kopic 249

Laurell-Elektrophorese

—, Tyroxin bindendes Globulin
124

Leber

—, Alanin 37

—, Asparaginsiaure 37

—, Carboxylesterhydrolase
241

—, Cystein 37

—, Glutaminsiure 37

—, Glycin 37

—, Isoleucin 37

—, Leucin 37

—, Methionin 37

—, Phenylalanin 37

—, Phosphatase, alkalische 89

—, Prolin 37

—, Proteinbestimmung 361

—, Ratte 31§

——, Alanintransaminasc 319

——, Aspartatransaminase 319

——, Bilirubin 319

——, Collagen 315

——, Glucuronsaure 315

——, Glutamatdchydrogenase

319
——, Perfusion 398
——, Phosphatase, alkalische
319

—, Serin 37

—, Spurenelemente 329

—, Threonin 37

—, Tyrosin 37

—, UDP-Glucuronyltransferase
23

Lebercirrhose

—, Collagen 313

—, Galaktosetoleranztest 43

—, Glykosaminoglykane, saure
313

—, Thioacetamid 313

Lebererkrankungen

—, a-L-Asparaginyl-angiotensin
II-inaktivierung 210

Lesch-Nyhan-Syndrom

—, Diagnostik 50

—, Purin-Phosphoribosyl-Trans-

ferasen 28, 50
Leucin
—, Gehirn 37
—, Haut 94

Leucin

—, Leber 37

—, Serum 37

Leucin-Arylamidase

—, Michacliskonstante 169

—, Schwangerschaft 262

Leukocyten

—, Phosphatase, alkalische 89

Lipase

—, Bestimmung 48

—, Serum 265

Lipide

—, Diinnschichtchromato-
graphie 464

——, Gewebe 464

——, Serum 464

—, Liquor cerebrospinalis 50

Lipoproteine

—, Antikorper 246

—, Plasma 244

——, Methodenvergleich 244

—, Prizipitation 154, 258

Lipoprotcinelektrophorese

—, und Heparin 50

Liquidchromatographic

—, alternativ zum optischen
Test 48

Liquor cerebrospinalis

—, Immunglobuline 367

—, Lipidanaly tik 50

—, Proteinbestimmung 367

—, Sdure-Basenverhiltnisse
256

Liquor lumbalis

—, Mikroclektrophorese 73

——, Reproduzierbarkeit 73

—, Proteinanreicherung 66

Luftanalyse 321

Lupus erythematodes 46

—, Desoxyribonucleasen 248,
459

—, DNA-Antikorper 459

Lysin

—, Haut 94

Lysozym

—, Harn 264, 575

——, bei Pankreatitis 575

-, Konformation 417

Mangan

—, Bindung 327

—, Regulation 327

—, Serum 287

——, Normalwerte 287

——, Verteilungsmodus 287

—, Verteilung 327

Malatdehydrogenase

—, bei Epilepsie 257
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Eine mechanisierte kompetitive Proteinbindungsanalyse fiir Cortisol im Serum ohne vorherige

Extraktion mit organischen Losungsmitteln')

Von O. A. Miiller, J. Braun, Renate Frohlich und P. C. Scriba

Aus der II. Medizinischen Klinik (Direktor: Prof. Dr. E. Buchborn) der Universitidt Miinchen

(Eingegangen am 9. November 1973/18. Februar 1974)

Es wird eine kompetitive Proteinbindungsanalyse fiir Serum-Cortisol beschrieben, welche erstmals erlaubt, ohne Extraktion mit orga-
nischen Losungsmitteln zu arbeiten. Dabei werden auf derselben Dextran-Gel-Siule die Freisetzung des Cortisols aus der Protein-
bindung durch Ansduerung, die Reaktion mit an Cortisol bindendem globulinreichem Serum und die B/F-Trennung durchgefiihrt.
Durch Mechanisierung (simultane Sdulenchromatographie) konnen gleichzeitig 25 Proben (reine Chromatographiezeit: 48 Minuten)
bestimmt werden. Die Richtigkeit, Spezifitit und Prazision der Methode wurden untersucht und sind fiir diagnostische Zwecke voll
befriedigend. Die Werte von Normalpersonen (n = 68) fiir das 9°°-Niichtern-Cortisol liegen zwischen 45 und 200 ug/l. Die Normal-
werte fiir die Stimulation mit ACTH und die Suppression mit Dexamethason werden angegeben. Das beschriebene Prinzip eignet sich

auch fiir die radioimmunologische Cortisolbestimmung.

A mechanized competitive protein binding analysis for serum cortisol which avoids extraction with organic solvents

A modification of competitive protein binding analysis for serum cortisol is described, which avoids the extraction with organic sol-

vents necessary in other procedures: The same dextran gel column liberates cortisol from its binding proteins in an acidification step,
then serves as the site for the reaction of a cortisol binding globulin-rich-serum with the cortisol and is finally used for the separation
of bound and free hormone. The whole chromatographic procedure lasts 48 minutes. The mechanization (simultaneous column chro-

matography) enables us to measure 25 samples at a time. Recovery, specificity and precision of the method are sufficient for diagnostic

purposes. The serum cortisol level at 9.00 a. m. in 68 normal subjects ranged from 45 to 200 ug/l. The normal responses to ACTH-
stimulation and dexamethasone suppression were evaluated. The principle of this procedure is also suitable for cortisol radioimmuno-

assay.

Die auf den Arbeiten von Murphy (1) basierenden kom-
petitiven Proteinbindungsanalysen fiir Steroide, insbe-
sondere fiir Cortisol, erfordern alle eine vorherige Ex-
traktion mit organischen Losungsmitteln (2). Eine Me-
chanisierung einer kompetitiven Proteinbindungsanalyse
fiir Cortisol ist allein schon wegen dieser Extraktion mit
grofien technischen Schwierigkeiten verbunden. Es wird
hier eine kompetitive Proteinbindungsanalyse beschrie-
ben, bei der erstmals die Extraktion mit organischen
Losungsmitteln vermieden werden kann. Vielmehr wer-
den die drei wesentlichen Schritte einer kompetitiven
Proteinbindungsanalyse auf derselben Dextran-Gel-
Saule durchgefiihrt: 1. die Freisetzung des Cortisols

aus der Proteinbindung, 2. die Reaktion mit Trans-
cortin-reichem Serum und 3. die Trennung der Trans-
cortin-gebundenen von der nicht gebundenen Steroid-
fraktion.

Methodik

Zu 100 pl Serum bzw. Standard werden 100 ul eines 3H-Cor-
tisol-Arbeitsstandards (1:2000-Verdiinnung eines 3H-Cortisol-
Tracers mit einer spezifischen Aktivitdt von 30 Ci/mmol,
Radiochemical Center, Amersham) und 100 u1 0,1 mol/l HCI
pipettiert. Dieses Gemisch wird auf eine temperaturkonstante
(26° C), angesiuerte (0,1 mol/l HCI, pH 1,0) Sephadex G-10-
Sdule (2 g Sephadex G-10, Fa. Pharmacia, Uppsala, im Zylinder

einer 5 ml-Einmalspritze, Fa. Braun, Melsungen) gepumpt
(Mikropumpe, Fa. Ismatec, Zirich). Mit 0,2 mol/l Tris-HCI-
Puffer, pH 8,0, werden die Serumproteine eluiert und verwor-
fen, wihrend Cortisol — z. T. auch andere Steroide — quanti-
tativ am Gel adsorbiert bleibt. Auf der jetzt umgepufferten
Saule erfolgt anschliefiend die kompetitive Proteinbindungs-
reaktion mit 0,5 ml eines verdiinnten (ca. 1:50) Transcortin-
reichen Serums (Cstrogcn-bchandclte Patienten nach Dexa-
methason-Gabe (3)). Der Transcortin-gebundene 3H-Cortisol-
Anteil (= B) wird wiederum mit 0,2 mol/l Tris-HCI-Puffer,
pH 8,0, eluiert und in einem Zahlgldschen (Fa. Packard In-
strument, Frankfurt) aufgefangen. Nach Ansaugen von

1,2 ml eines Nachwaschserums (gepooltes, mit Florisil aus-
geschiitteltes, 1:3 verdiinntes Serum aus den Serumresten
unseres Laboratoriums fiir Klinische Chemie) wird der auf
der Siule verbliebene 3H-Cortisol-Anteil (freier Hormon-
anteil = F) durch Elution mit 0,1 mol/l HCI quantitativ

in einem zweiten Zahlgldschen gesammelt. Auf derselben
Sdule kann damit sofort die nachste Analyse durchgefiihrt
werden. Die reine Chromatographiezeit betrigt 48 Minuten
(u. a. abhidngig vom Schlauchsystem). Abbildung 1 zeigt ein
Elutionsdiagramm unter diesen Bedingungen.

Gezihlt werden die Aktivitdten von B und F (Zihlglidschen 1
und 2) nach Zugabe eines Szintillationsgemisches (Insta-Gel,
Fa. Packard Instrument, Frankfurt). B (oder F) wird in
Prozent von der jeweiligen Gesamtaktivitit (= B+ F) — ohne
Quench-Korrektur — errechnet (Olivetti Tischcomputer

P 102). Dieses Vorgehen hat sich wegen Schwankungen der
Gesamt-Aktivitdt (= B + F) um etwa 10 bis 15% bewihrt.
Hauptursache dieser Schwankungen ist ein z. T. unterschied-
licher Quench bei der g-Szintillationszahlung, der vor allen

1y Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft
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Abb. 1. Elutionsdiagramm: Extraktion, Transcortin-Bindung und
die B/F-Trennung von Cortisol auf Sephadex G-10

Flufirate pro min: etwa 0,2ml

Aufgezeichnet sind die Elutionsprofile eines Leerwertes
(o o) und eines Kontrollserums (e —— ——e). Oben
sind Zeitpunkt und Dauer fiir das Ansaugen des Inku-
bationsgemisches (IKG), des Puffers, des Transcortin-rei-
chen Serums (CBG), des Nachwaschserums (NWS) und
der Sdure angegeben. Unten sind die von uns gewihlten
Zeiten fir das Sammeln vom 1. Batch (= B = der durch
CBG eluierte Anteil) und vom 2. Batch (= F = der durch
NWS eluierte Anteil) aufgefiihrt. Die zeitliche Verschie-
bung zwischen Ansaugen z. B. des Transcortin-Serums
und der Elution des 1. Batch ist durch die Wegstrecke
(Schlauchsystem, Pumpe und Sephadex-Siule) zwischen

Ansaugen und Sammeln bedingt. Das Tal zwischen beiden

Batch-Gipfeln fallt nicht ganz mit der Null-Linie zusam-
men, weil das auf dem Sephadex G-10 extrahierte Corti-
sol im geringen Mafle und nahezu konzentrationsunab-

hingig von der Sdule spontan, d. h. nur mit Puffer, eluiert

wird.

Dingen durch geringe Unterschiede der Batch-Volumina ent-
steht. Eine Quench-Korrektur erwies sich als sehr aufwendig
(interner Standard) oder fehlerhaft (externer Standard). % B
(oder % F) werden gegen die Cortisol-Standards aufgetragen
und die Serumwerte an dieser Eichkurve abgelesen. Neuer-
dings erfolgt die Auswertung mittels einer EDV-Anlage nach
einem Fortran-Programm auf der Grundlage der Spline Approxi-
mation (4).

Bei der Mechanisierung konnte auf die Erfahrungen mit der
mechanisierten simultanen Sdulenchromatographie beim

T3-in vitro-Test (5) und bei der Gesamt-T4-Bestimmung (6)
zuriickgegriffen werden. Mittels eines Chromatographiegerites
(Fa. Sartorius, Gottingen, in Vorbereitung) konnen in einem
Durchgang gleichzeitig 25 Bestimmungen (25 Sdulen) in einem
geschlossenen, temperaturkonstanten System durchgefihrt
werden. Uber Einzelheiten des Gerites und die darauf durch-
fihrbaren Hormonbestimmungen wird gesondert berichtet
werden (in Vorbereitung).

Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 2 zeigt eine typische Eichkurve. Die Methode
ist empfindlicher zu machen (z. B. Temperatur, Tracer-
und Transcortin-Serum-Verdiinnung), es kam uns aber
auf einen fiir die Routine zweckmifiigen Mef3bereich an.
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Abb. 2. Cortisol-Standardkurve
Berechnet und gezeichnet mittels einer Siemens 404/3
Datenverarbeitungsanlage und einem Hagen Graphomaten
nach einem FORTRAN-Programm auf der Grundlage der
Spline-Approximation (4).

ﬂ . 100 [%)], linear

Bo-N

Ordinate:

Abszisse: ng Cortisol pro Ansatz, logarithmisch.

Die Doppelwerte sind angegeben.

Dieser liegt hier bei etwa 0—20 ng Cortisol im Ansatz,
entsprechend 0—200 ug/l. Bei hoheren Werten, z. B.
nach ACTH, werden 100 ul eines 1:1 bzw. 1:2 oder
1:3 verdiinnten (dest. Wasser) Serums eingesetzt. Die
Empfindlichkeit (3s-Bereich des Null-Wertes) liegt unter
diesen Bedingungen — etwas schwankend von Versuch
zu Versuch — bei 1 bzw. 2 ng Cortisol im Ansatz, ent-
sprechend 10—20 ug/l.

Die Prazision in der Serie (Serum) ergab mit einem Va-
riationskoeffizienten (VK) von 9,1% (75 * 6,9 ug/l
Cortisol (X s, n=21) ebenso wie die Qualitdtskon-
trolle von Tag zu Tag mit einem VK von 12,1% (gepool-
tes Kontrollserum: 142 + 17 ug/1 Cortisol (X £5), n =
46) zufriedenstellende Werte. Die Streuung der Werte
im untersten Mef3bereich (z. B. Serum-Cortisolspiegel
nach Dexamethason) ist naturgemif grofer (z. B.

8,9 5,8 ug/l, X s, n=24), ohne da damit die
diagnostische Wertigkeit eingeschrankt ist.

Die Wiederfinderaten von Cortisol-Standards (1, 2, 3,

5, 10 ng im Ansatz) im Serum lagen bei 96 + 5%

(X £ s, n = 20). Die Werte fiir verschiedene Verdiinnun-
gen eines Serums lagen auf der Eichkurve.

Es wurde von uns die Mitreaktion anderer Steroidhor-
mone bei einer kompetitiven Proteinbindungsanalyse
nach Dichlormethan-Extraktion (7) und der hier ge-
schilderten Methode auf Sephadex G-10 ohne vorherige
Extraktion mit organischen Losungsmitteln verglichen
(Abb. 3). Dabei wurden entsprechend dem Vorgehen
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Abb. 3. Mitreaktion anderer Steroidhormone (in % Cortisol) bei
der kompetitiven Proteinbindungsanalyse fiir Cortisol:

1

I kompetitive Proteinbindungsanalyse auf Sepha-
I 1 dex G-10-Sdulen
Einzelheiten im Text

kompetitive Proteinbindungsanalyse nach
Dichlormethan-Extraktion

mit den Cortisol-Standards andere Steroide (verschie-
dene Konzentrationen) eingesetzt und ihre Mitreaktion
in % Cortisol aus den Versuchsergebnissen errechnet.
Die Werte nach Dichlormethan-Extraktion entsprechen
in etwa den Angaben aus der Literatur, wobei Unter-
schiede vor allen Dingen auf die verschiedenen B/F-
Trennsysteme - bei uns Sephadex G-50 superfine (7) —
zuriickzufihren sind (1). Die deutlich geringere Mit-
reaktion von Progesteron, 17a-OH-Progesteron, Testo-
steron und 11-Desoxycortisol in der hier geschilderten
kompetitiven Proteinbindungsanalyse (ohne vorticrige
Extraktion mit organischen Losungsmitteln) im Ver-
gleich zur kompetitiven Proteinbindungsanaly se nach
Dichlormethan-Extraktion beruht auf einer stirkeren,
wenn auch reversiblen Bindung dieser Hormone an
Sephadex G-10. Auch unter Beriicksichtigung eventuell
sehr hoher Progesteron-Spiegel (z. B. im 3. Trimenon)
sind die Saulen allerdings immer wieder zu verwenden,
da durch das Nachwaschserum und das Spiillen mit HCI
das Progesteron eluiert wird und zu keiner Verfilschung
der folgenden Analyse fiihrt (7). Die quantitativ glinsti-
geren Spezifitdtsergebnisse dieser kompetitiven Protein-
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bindungsanalyse dndern aber nichts an der prinzi-
piellen Einschrinkung der Spezifitit einer kompetitiven
Proteinbindungsanalyse fiir Cortisol. Diese ist durch
die mehr oder weniger starke Bindungsaffinitit auch
von anderen Steroiden zum Transcortin bzw. zu den im
Transcortin-Serum noch vorhandenen anderen Serum-
Proteinen bedingt. Allerdings beeintrichtigt das die
Richtigkeit der Cortisolwerte und damit den Einsatz
einer solchen Methode bei klinischen Routine-Messun-
gen praktisch nicht, da die Serumspiegel der mitreagie-
renden Steroide — sieht man von Schwangeren, Neu-
geborenen und Patienten mit adrenogenitalem Syn-
drom ab — sehr viel niedriger als die Cortisolspiegel
sind (8).

Es wurden mit dieser Methode folgende Normalwerte
ermittelt:

Die 9 Uhr-Niichtern-Cortisolwerte von 68 Normal-
personen (endokrin gesunde Patienten und Klinikper-
sonal) lagen im Mittel bei 111 + 37 ug/l (X  s), der
hochste Wert bei 200 pg/l, der niedrigste bei 45 ug/l.
Nach einer vierstiindigen ACTH-Infusion (0,25 mg
Synacthen) fand sich ein Cortisol-Anstieg von 136
36 ug/l auf 328 £ 71 pug/l (X £s, n = 19). Bei den glei-
chen Patienten fand sich 30 Minuten nach einer ra-
schen i. v. Injektion von 0,25 mg Synacthen ein prak-
tisch gleicher Cortisol-Anstieg von 134 *+ 36 ug/l auf
296 + 82 ug/l (x = 's, n=19). EIf Stunden nach Suppres-
sion (9 Uhr frith) mit einer einmaligen oralen Gabe von
2 mg Dexamethason (22 Uhr) ergab sich ein mittlerer
Cortisolspiegel von 26 + 8 ug/i (x = s, n= 14). Damit
war dieser Bereich von der unterers Normalbereichs-
grenze abgesetzt. Diese Resultate stimmen gut mit den
von anderen Autoren mit vergleichbaren Methoden ge-
wonnenen Ergebnissen iiberein (Ubersicht beil. ¢. 9).

Der hauptsichliche Vorteil unserer Methode liegt in
der Vermeidung der Extraktion mit organischen Lo-
sungsmitteln und der damit moglichen Mechanisierung.
Eine Erprobung dieses Verfahrens fiir andere Korper-
flissigkeiten, z. B. Urin, steht noch aus. Dagegen ist
die Anwendung dieses Methodenprinzips auf die radio-
immunologische Serumcortisol-Bestimmung, als Mod:-
fikation also lediglich Einsatz eines Cortisol-Antikor-
pers statt des Transcortin-Serums, nach den ersten Er-
gebnissen gut moglich.
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