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Von neuen Methoden der klinischen Chemie

Von CH. WUNDERLY

Medizinische Universititsklinik, Ziirich

Mit der stetigen Vertiefuug biologisch-chemischer
Erkenntnis und inshesondere den biochemischen
MeBmethoden hat auch die klinische Chemie an Be-
dentung gewonnen. Da ihre Melobjekte, wic etwa
die Korperfliissigkeiten, fiberaus komplexe Miscliun-
ren der verschiedensten Stoffarten darstellen, die
zndem teils echt geldst, teils kolloid geldst vor-
kommen, waren viele der Untersuchungsmethoden
lange Zelt inadédgnat und ihre Bregehnisse mit groflen
Felilerspannen behaftet. Nur allimédhlich konnten die
modernen, guantifativen MeBmethoden sich einfiih-
ren, denn sie setzen einen Aufwaud an Apparatur
und geschultem Personal voraus, wie ihn kleinere
und oft auch mittlere Kliniken nicht leisten kdnnen,
Als Beispiel diene die Prazipitinmethode, welche
durch HEIDREUBERGER und KENDALIL schon 1929 durch
die Stickstoffbestimmung nach KIBLDAHL auf eine
guantitative Basis gestellt wurde; allein es haben
seither nur wenige Forschungsinstitute diese DBe-
stimmungsart aufgenommen, wiilirend alle iibrigen
die Niherungsmethoden der serologischen Verdiin-
nungsreilien beibehalten. So ist man heute zu einer
Unterteilung der Untersuchungen gelangt, in wel-
cher die eine Gruppe eigentliche Routinemethodeh
umfalit, welche von Laborantinnen oder ausgebilde-
ten Krankenschwestern leicht und in niitzlicher Frist
avsgefiihrt werden konnen; eine weitere Gruppe
wird durch jene Verfahren gehildet, die zumeist der
biochemischen Forschung entstammen und den kli-

nisch-chemischen Problemen angepafit werden. Die
letztere Gruppe hat die Mitarbeit von DPhysiko-
Chemikern, Kalloid-Chemikern oder physiologischen
Chemikern zur Voraussetzung und bleibt deshalb
den grollen Kliniken vorbehalten. Mit dem Zuriick-
driangen der friiller geiibten empirischen Tests hat
das Vertrauen der Arzieschaft in die Frgebnisse des
klinisch-chemischen Laboratoriums wesentlich zu-
genomnen. Dies ist von entscheidender Wichtigkeit,
wcil es der aktiven Mitarbeit des Klinikers bedari,
um, die Frgebnisse des Labaratoriums richtig zu
beurteilen; denn die dort ermittelten Werte erhalten
erst dann ihre volle Bedeutung, wenn sie im Zusam-
menhang mit allen {ibrigen klinischen Daten geselien
und ausgewertet werden, So schreibt E. UNDRITZ:
«Es ist unterUmstédnden eine Leukocytose von 12000
Zelien pro mm?® schon Ausdiuck von infektidsen
Prozessen, die einen sofortigen Eingriff erfordern;
in anderen Filllen kann eine noch ausgesprochenerc
Lenkocytose, selbst cine solche von 20000, durch
bloBes Niichternbleiben im Lauie des Vormittags bei
gesunden, vielleicht vegetativ labilen Individuen,
hervorgeruten werden.» Hiermit ist gezeigt, wie
die Auszdhlungen einer Zellart erst dann wertwoll
werden, wenn der Kljniker sje in einen weiteren
Rahmen stellt. Ahnliches gilt anch fiir die eigentlich
chentischen Analysenresultate, und damit ist schon
angedeutet, dall es einer besonders intensiven Zu-
sammenarbeit von Chemiker und Kliniker bedarf.
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Dazu ist erforderlich, da8 der Chemiker bestrebt
ist, eine moglichst klare Vorsteliung zu gewinnen
von biologischen Zusammenhidngen, und andererseits
der Kliniker gewillt ist, die Grenzen anzuerkennen,
wie sie nun einmal jeder MeBart gesetzt sind. Da
die Probleme oft die Méglichkeiten der rein che-
mischent Methoden iibersteigen, mull der klinische
Chemiker jederzeit bereit sein, sich die Mitarbeit
voit Enzymologen, Serologen, Physiologen oder
Physikern zu sichern, denn die zweckenisprechende
Koordination dieser Disziplinen bildet heute den
kiirzesten Weg zur erfolgreichen medizinischen
Grundlagenforschung.

Nach diesen allgemeinen Ausfithrungen zum Auf-
gabenkreis des an der Klinik titigen Chemikers sei
nun iibergegangen zu einigen Methoden, die wir in
Zusammenarbeit mit F. WUHRMANN im Laufe der
letzten Jahre entwickelt haben.

Die Messung des zeliulliren Faldtors
bei der Blutsenkungsreaktion

Woalll jeder hat in der Sprechstunde des Arzies
schon die Glasréhrchen gesehen, in welclhen die
diinne Sdule der dunkelgefirbten Blutzellen mehr
oder weniger langsam zun Boden sinkt. Es ist dies
die Blutsenkungsrealktion, welche dem Arzte wert-
vollen Einblick gestattet in krankheitsbedingte An-
derungen der Blutzusammensetzung., Dank ihrer ein-
fachen Technik wurde sie dic meistverwendete Re-
aktion, geniigt es doch, das frisch entnommene Blut
des Patienten mit einigen Kristallen von Na-oxalat
ungerinnbar zu machen und dann am graduierten
Réhrchen die Werte abzulesen, bis zu welchem sich
die Blutzellen nach einer und nach zwei Stunden
gesenikt haben. Ausschlaggebend ist die Geschwin-
digkeit dieser Senkung., Seit FaHRarus 1917 die
Blutsenkungsreaktion in die Kljuik einfithrte, sincl
Tausende von Untersuchungen ausgefiihrt worden,
um die Faktoren kennenzulernen, welche zu dieser
Senkung beitragen. So wurde erkannt, daB sie in
erster Linie durch die Zusammensetzung der Blut-
proteine bedingt ist; dabei verhalten sich die Wirk-
samkeiten von Fibrinogen zu Euglobulin zu Pseudo-
globulin zu Albumin wie 100:20:2: 1,5, Mithin hat
das als Padenkolloid geléste Fibrinogen (Teilchen-
linge etwa 90 mp,) die weitaus groBte Wirksamkeit.
Fiir die Heterodispersitit des Blutplasmas ist die
Wechselwirkung von fibrilliren und globuldren Pro-
teinen fiberaus charakteristisch. Jedwelche krank-
heitsbedingte Verschiebung verindert die Kolloid-
stabilitiit, auf deren Messung wir im Abschnitt fiber
die Cadmiumreaktion zu sprechen kommen.

Nun war bekanntgeworden, daB bei gewissen
Blutkrankhetten die roten Blutzellen ihre Ballungs-
tendenz, d. h. ihr gegenseitiges Verkleben zu grofle-
ren Aggregaten, steigern und auf diese Weise die
Senkung ihrerseits beschleunigen, Um diesen Bei-
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trag, den man als zelluldren Faktor bezeichnet, mes-
sen zu konnen, haben wir den Pcktinstandard eut-
wickelt. Vergleichsmessungen hatten uns gezeigt,
dafl die roten Blutzellen in physiologisch dauilibrier-
ter Ldsung von hochgereinigicm Apfelschalenpektin
(Fadenkolloid) analog wie in Fibrinogensol senken.
Das Pektinstandardsol enthiilt deshalb die bluteige-
nen anorganischen Ionen, ist auf den Blut-pH-Wert
von 7,34 gepuffert und mit normalem Blutplasma
isoviskds. Zur Untersuchung cines Patientenblutes
werden dessen rote Blutzellen erst mit RiNGER-Lo-
sung dreifach auf der Zentrifuge gewaschen und
darauf in genau reproduzietbarer Weise dem Pek-
tinstandardsol zugemischt, Die Senkung wird stets
paralle] angestellt zu derienigen im Oxalatplasma
des betreffenden Patienten. Abb. 1 zeigt den Sen-
kungsablauf mit halbstiindigen Notierungen, wobei
die oberen Menisken zum Vergleich das Verhalten
von normalem Blut angeben. Es wurde darauf ge-
achtet, diec Normalsenkungswerte im Pektinstandard
80 zu wihlen, da auch eine verminderte Ballungs-
tendenz der roten Bluizellen gemessen werden kann.
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Abb. 1
Beispiel eines Patienten tnit hdmolytischem Icterus

im Blylplasma im Peklinstandord

Aus dem Senkungsverlauf im Pektinstandard er-
weist sich die erlidhte Ballungstendenz der roten
Blutzefleu in eitemn Fall von himolytischem Icterus
(Patient B. F.). Es ist Aufgabe des Klinikers, dieses
Ergebnis folgerichtig einzureilien neben die morpho-
logischen Befunde des hdmatologischen Labors.

Die Prifung der Wirkungsweise
tdes Cadmiumreagens

Als einfache Methode zur Priifung der Serum-
labilitéit haben wir 1945 die Cadmiumreaktion her-
ausgebracht, Sie ist in erster Linie fiir den Prak-
tiker geschaffen, dem sie nach wenigen Minuten be-
reits das Brgebnis anzeigt. Da weder eine aptische
Apparatur noch Erwiirmen notwendig sind, kann sie
leicht am Krankenbett ausgefilhirt werden. Die Tech-
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als sic neben wasserloslichien auch fettlosliche Sub-
stanzen zu eluicren vermogen. Wie zu erwarten ist,
schwankt die Faligkeit stark je nach Zusammen-
setzung der Proteine, Diese konnen krankheitshalber
so verdndert sein, dafl ihre hydrophilen Eigenschal-
ten abnehmen und die lipophilen zunehmen, oder
auch umgekehrt, Dieses unterschiedliche Verhalten
spielt auch in der Therapie eine wichtige Rolle, man
braucht nur an wasserldsliche und fettlosliche Vita-
mine zu denken, Um fiir dicse Austauschvorginge,
wie sie sich im Orpanismus stindig zwischen Ge-
weben und Blutstromabspielen, eine stretig vergleich-
bare MeBart zu schaffen, haben wir aus Membra-
uen von Hautfasern tierischer Abkunft (nicht Cel-
lophan), Scheiben von 9 ¢m Durchmesser, gestanzt
und diese in PrrrI-Schalen allseitig mit wasserlds-
lichen Farbstoffen (Evans-Blue, Trypanblau, Benzo-
blan, Trypanrot, Victoriablau, Kongorot) sowic den
fettloslichen Farbstoffen Sudanrot, Sudanschwarz
und Blau B. Z.L. (Ciba) geférbt. Der kolorimetrisch
bestimmte Parbstofischwund zeigt, wie viel Farb-
stoff auf die Hautfascrmembran gegangen ist. Nun
werden die gefiirbten Membranen kriftig mit phy-
siologischer Kochsalzlosung abgespiitt, wobei kein
IFarbstoff herausgeldst wird. Die so priparierten
Membranen werden alsbald mit dem verdiinnten
Seruni allseitig iiberspiilt und nacl geeigneten Zeit-
abstinden darin im Stufenpliotometer (Zeil)) der
eluierte Farbstoff bestimmt. Da von den Seruni-
proteinen das Albumin die stirkste eluicrende Wir-
kung zeigt, haben wir dieselbe vergleichend durclh-
gemessen (AbD. 3). Die Zallen geben an, wie viel
y-Farbstoff pro mg Albumin nach 48 Stunden bei
20 °C eluiert wurde,

Evons-Blee
Angobe dei Elukion in y Forbstoff pro mg Albumin
Benzoblau
[ryponblov
Sudanrol Blav
3.2 1.5 08 | Velonohlov B.ZL ¢
! vdoaschwarz
57 52—

Hautlasermembion: schworz

Abb. 3, Ehstion von vier hydroplilen und dre{ lipophilen
Azofarbstoffen durch Albumin

Somit werden die fettloslichen Farbstoffe scliwi-
cher cluiert, jedoch bestehen auch bei den wasser-
[6sficlien  Farbstoffen starke Unterschiede. Die
stirkste Elution zeigt Evans-Blue, ¢in saurer Toli-
dinfarbstoff vom Molekulargewicht 948, der in
angelsichsischen Lindern oft dazu benutzt wird, um
das Plasmavolumen der Patienten zu messen. Wie
AbD. 4 ¢ zeigt, eluieren verdiinnte Serumlésungen
relativ mehr daven. Der Grond dafilr diirfte in der
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bedentenden Assozlation von Proteinteilchen zu
gréberen Aggregaten zu suchen sein, wie sie in vive
stets vorliegt, In Abb. 4 & sind Versuche dargestellt,
mit welchen das Bindevermogen des Serumproteins
(normal) fiir Evans-Blue gepriifit wurde, Dazu wer-
den gleiche Farbstofimengen zusammen mit abge-
stuften Serumverdiinnungen iiber der Hautfaser-
membran stehengelassen.
] b

Fluion von EvomBlue dwch Serumprolein  Bindavermogen des S

Serumpiotein In mg%e

9 proteins v Evons-Blue
Sarumprotein in mp*

Haoutfasermembron: schworz

Abb. 4

Ein Serumproteingehalt von 69 mg % bindet allen
TFarbstoff, so daB davon nichts auf die Faser zieht,
wilirend 46 mg % DProteingehalt fiir dic vollstiindige
Binduug bereits nicht mehr geniigen. Bei 23 mg%
und 1L mg % (Gehalt wird dies noch stirker sichtbar.
Hier entsprechen dic Bindeverhiiltnisse etwa solchen
Patieitensera, wo die lipoidtragenden &~ und g-Glo-
buline krankheitshalber statk vermehrt sind. Auf
Grund der gezeigten Standardelution ist es mbglich,
Austausclivorgiinge zu messen, die auch pharmako-
logisches Interesse bieten; so kdnnen als Indikator-
substanzen Stoffe gewilhlt werden, dic im Ultra-
violett selektiv absorbieren oder Fluoreszenz zeigen.

Anwendungen der Spektralphotometrie

Fiir die zahlreichen optischen Bestimmungen des
Klinis¢h -chemisciien Laboratoriums lat sich das
BECKMAN - Spektralplhotometer rasch eingefiilirt.
Durch die MeBmbglichkeit im Ultraviolett wird es
demn  Zrissschen  Stufenphotometer  entscheidend
iiberlegen. So konnie insbesondere die klinische Ei-
weilforschung daraus groBen Nutzen zichen; denn
es hatte sich gezeigt, dall bedeutsame Unterscliiede
in den biologischen Eigenschaften der Blutproteine
sich mittels Elektrophorese oder Ultrazeutrifugation
nicht in eindewvtiger Weise charakterisieren lassen.
So kénnen véllig verinderte Gerinnungseigenschaf-
ten eines Blutplasimas vorliegen, olne dall es im
Elcktrophoresediagramm sichtbar wird; ebenso sagt
ein Anstieg im Gehalt der y-Globuline noch niclits
aus iiber den Aontikdrpertiter des betreffenden Se-
rums, In letzterem Falle fiihrem crst immun-
chemische Methoden, wic die Prizipitation oder
Agglutination, zum Erfolg,
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Nun werden bei gewissen Brkrankungen der Blut-
eiweillbildungsstiatten Proteine von atypischer Bau-
struktur gebildet. Da sie im elektrischen Feld dic-
selbe Wanderungsgeschwindigkeit besilzen wie
physiologisch vorkommende Proteing, bilden sie im
Elektrophoresediagramm keinen cigenen Gradien-
ten. Die physikalisch-chemischen Methoden miissen
hier ergéinzt werden durch biologische der Imimun-
chemie; denn es zeigte sich, daBi die atypischen
Paraproteine sich in ihrer antigenen Reizwirkung
unterscheiden von den normal gebildeten Proteinc.
Dadurch bilden sie nach intravendser Injektion im
Tierkérper (Kaninchen) spezifische Antikérper. Im
Elcktrophoresediagramm g der Abb.5 wird dic Zu-
sammensetzung eines Kaninchienserums veranschau-
licht. Auf diese Weise gelang uns In Zusaminen-
arbeit mit A. HAssiG, F. WUuHRMANN und F. HUGEN-
TOBLER viermal der Nachweis von Paraproteinen
im Patientenlilut. Abb. 5 zeigt das Diagramm d eines
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ALlD. 5. Ultraviolettabsorption isolierter Proieinfraktionen

bei pH 10
@) 8-Glodulin
b) y-Qlobulin, normal
¢) v-Globulin des Patienten von Abb. 24
d) Diagramn eines Patienten it extrem viel g-Globulin-

gehalt {8-Myelom-Typus)
¢) Diagramm eines Kauninchenserus

Patientenserums, wo in den 87 % g-(ilobulin {(nor-
malerwejse nur 9 --13 §) Paraproteine enthalten
sind. Wir haben diese Fraktion durch Fillung mit
Methanol/Wasser-Gemiseh in der Kélte isoliert und
ihre Absorption im Ultraviolett bestimmt (Kurve a
in Abb.5). Auf der Ordinate sind die Extinktions-
koetfizienten eingetragen. Dadurch, daB im g-Glo-
bulin aueh Lipoide enthalten sind mit einer kleineren
spezifischen Absorption, liegt die Kurve etwas nie-
driger als b, welches die Absorption von normalem
y-Globulin darstellt, das nittels der Connschen Me-
thode der Athanol-Fraktionietung gewonnen wurde.
Auch das y-Gilobulin des Patientenserums von & auf
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Abb. 2 wurde so isolicrt und seine Absorption als
Kurve ¢ in Abb. 5 wiedergegeben,

Diesc Kurve liegt dettlich hisher als jenc des nor-
malen y-Globulins (Kurve b, Abh.5), auch wenn
man die physiologische Schwankungsbreite beriick-
sichtigt. Man darf daraus schliefien, daB die chremo-
phoren Aminosiiurebansteine dieses 7-Globulins, wie
Tryptophan und Tyrosin, im Patientenserum ver-
mehrt vorhanden sind. Auf diese Weise lassen sich
Fehllcistungen der Proteingenese des kranken Ot-
ganismus charakterisieren. Fine eigentliche quanti-
tative Bausteinanalyse, wie sie mit den modernen
mikrobiologischen Bestimmungsmethoden schon aus-
gefiihrt wurde (CHIBNALL, Branp, KASSEL, SNELL),
ithersteigt die Moglichkeiten des klinischen Labora-
toriums. Es st ferner zu beachten, dag die klinische
Beurteilung sich zumeist nicht nach absoluten Wer-
ten richtet, sondern auf solche, die relativ sind in
bezug auf die physialagische Schwankungsbreite. Bs
ist gegeben, dall diese Betrachtungsweise dem ana-
lytischien Chemiker fremd ist und deshalb nicht mit
dem Odium der Ungenauigkeit bLehaftet werden
sollte. Fiir den klinischen Chemiker sind die analy-
tischen Methoden bereits angewandte Chemie, an-
gewandt auf einen ganz speziellen FProblemkreis,
und es ist oft schon viel gewonnen, wenn die Metho-
den es ihm erlavhen, die Grenzen des Normalfalles
genau zu erkennen. Dazu sind ausgedehnte Ver-
suchsreiben unerlifBlich; um davon einen Begriff zu
geben, sei angefiihrt, daR wir im Lanfe der letzten
Jalhre fiir das Erstellen von 6300 Neplelogrammen
der Patientensera itber 69 000 Filtrationen ausfiili-
ten, flir 650 Aussalzungskurven 22000 Mikro-
KIFLDAHL-Bestimmungen und fiir 800 Elekirophore-
sen 960 Liter Veranal-Acetat-Pufier benétigten. Da-
neben leistet das chemische Laboratorium der
Klinik jihrlich tiber 140 000 routinemaflige Einzel-
bestimmungen.

Im biclogischen Geschehen nehmen die Gerin-
nnngsvarginge eine wichtige Stelle ein, We sie im
Organismus krankheitshalber verindert sind, muf
ihnen, entsprechend der Gefihrlichkeit ihrer Folgen,
alsbald groBte Avfmerksamkeit geschenkt werden.
Um die Gelformation zu kennzeichinen, wie sie nach
Binwirknng von Thrombin auf Fibrinogen eintritt,
benutzien wir die Messung des Streulichies im
BeckmaN-Spektralphotometer. IHierzu wurden erst
gesondert die Absorptian voen Thrombin, dem Ge-
rinnungsferment, und seinem Substrat, dem Geriist-
eiweil Fibrinogen, aufgenommen (vgl. Abb. 6). An-
schlieBend wurde auf das leftztere unmittelbar in
der Qnarzzelle 4 ¥ Thrombin wirken gelassen und
nach 15 Minuten die Absorption des gebildeten
Fibrins gemessen. Dasselbe hatte mittlerweile ein
Gel gebildet, von Avge unsichtbar, jedoeh voun einer
Maschenweite, die eben eng genug ist, um ein Aus-
flieBen der Fliissigkeit ans der Quarzzeile zu ver-






