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Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der diagnostischen Relevanz des
Leukozytenproteins Laktoferrin im Stuhl beziiglich der Erfassung kolorektaler Erkrankungen.
Die Diagnostik der kolorektalen Erkrankungen besteht aus einer invasiven und nicht
invasiven Komponente, wobei die Stuhldiagnostik auf Laktoferrin zu den nicht invasiven
Messverfahren eingeordnet wird. Zudem handelt es sich bei dem Laktoferrin-Messverfahren
um eine Methode mit geringem finanziellen Aufwand. Der Einsatz des Laktoferrin-ILMAs
kann bei der Differenzierung von Patienten mit Bauchschmerzen und Durchfall als auch zur
eventuellen Planung einer invasiven Diagnostik als auch im Krankheitsverlauf zur
Therapiekontrolle bei gastrointestinalen Erkrankungen von Nutzen sein. Ein weiterer
moglicher Einsatzbereich des fiakalen Leukozytenmarkers liegt in der Erkennung von
kolorektalen Karzinomen und der Vorstufen.

In dieser Arbeit erfolgte zu diesem Zweck die Entwicklung eines immunoluminometrischen
Laktoferrin-Messverfahrens. Das neue Testverfahren wurde in Analogie zu dem in der
Routine eingesetzten Hb- und Hp-ILMA entwickelt. Dazu erfolgte die Verdnderung der
Antikorper, Standards und einzelner Assayschritte zur Entwicklung und Optimierung des
Laktoferrin-ILMAs. Bei der Durchfiihrung des Laktoferrin-ILMAs erbrachte der Einsatz des
Zweischrittverfahrens verglichen mit dem Einschrittverfahren bei sehr hohen Konzentrationen
bessere Ergebnisse. Der Laktoferrin-Assay wurde in folgenden Versuchen daher im
Zweischrittverfahren eingesetzt. Fiir den Laktoferrin-ILMA erwies sich die Verwendung von
50 pl Standardvolumen als geeignet. In der vorliegenden Arbeit erfolgte der Einsatz von 50 ul
Standard und die gleiche Menge Stuhliiberstand oder Kontrolle. Anschlieend folgte die
Zugabe von 250 ul Puffer und antikdrperbeschichteten Kugeln. Als nédchster Schritt wurde die
Inkubation liber Nacht bei 4 °C mit dem dann darauf folgenden Waschen der Kugeln mit
Aqua dest. am Immuno Washer LB 920 eingeleitet. Diesem Waschvorgang folgte nach dem
Hinzufiigen von 250 ul Tracer eine erneute Inkubation unter gleichen Bedingungen. Nach der
Inkubation {iber Nacht wurde ein erneuter Waschvorgang durchgefiihrt und abschlieBend
erfolgte die Bestimmung des Laktoferrins am Luminometer. Bei der Bestimmung der
Prizision der Kontrollen zeigte sich im leicht erhdhten Messbereich um 6,6 pg/g eine fiir die
Stuhldiagnostik gute Reproduzierbarkeit. Zur Uberpriifung der Assayqualitit diente auch die
Bestimmung der Linearitit bei drei Stuhlproben erhohter Laktoferrin-Konzentrationen. Das



dabei ermittelte Bestimmtheitsmal} ergab bei einem logistischen Zusammenhang fiir alle
Stuhlproben im Ein- und Zweischrittverfahren einen bei nahe 1 liegenden Wert. Bei der
Uberpriifung der Lagerungsstabilitit des Laktoferrins zeigte sich eine hohe Stabilitit. Das neu
entwickelte Testverfahren wurde zur Beurteilung seiner Einsatzmdglichkeiten an einem
Patientenkollektiv (n=211) einer Kleinstudie angewendet. Der Laktoferrin-ILMA erreichte
bei einem Referenzwert von > 0,5 pg/g eine bei 40% und bei einem Referenzwert von > 1
ng/g bei 20% liegende Sensitivitit fiir kolorektale Karzinome. Der Laktoferrin-ILMA weist
zu niedrige Sensitivitdtswerte auf und kann damit nicht zur Diagnose kolorektaler Karzinome
verwendet werden. Der Laktoferrin-ILMA erkannte bei einem Referenzwert von 0,5ug/g bis
1ug/g die zwei Morbus-Crohn-Patienten und bei einem Referenzwert von 1,5 pg/g bis 2 pg/g
einen der an Morbus Crohn erkrankten Patienten. In der vorliegenden Arbeit werden die
kolorektalen Karzinome mit einer nur geringen Sensitivitdt angezeigt und bei der Erfassung
der anderen im Patientenkollektiv vorkommenden Darmerkrankungen wurde auch nur eine
geringe Sensitivitét erreicht. Der Vergleich der Laktoferrinwerte mit den Himoglobin- und
Héamoccultwerten zeigte keine gute Korrelation. Aufgrund der Ergebnisse scheint es nicht
sinnvoll, den Laktoferrin-ILMA in der Praxis einzusetzen und zur Unterscheidung des
Reizdarmsyndroms von anderen funktionellen Darmerkrankungen zu verwenden. Das
Laktoferrin-Messverfahren bietet somit keinen Ersatz der sich gegenwirtig im Einsatz
befindlichen diagnostischen Mallnahmen wie Radiologie, Endoskopie und Histologie.



