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1. Einleitung

,Eine gut funktionierende Labordiagnostik stellt ein kleines, aber wichtiges
Bindeglied zwischen Diagnostik und Therapie und damit zwischen richtiger
Krankheitserkennung und geeigneter Therapie dar. Da die Labormedizin
am Anfang des Behandlungsprozesses steht, multiplizieren sich Erfolge
und Misserfolge Uber den gesamten Behandlungsprozess; es besteht damit
eine groRe Hebelwirkung.“ (Arbeitsgruppe Okonomischer Nutzen der La-

bormedizin, Schweizerische Union fur Laboratoriumsmedizin [SULM])

Die Laboratoriumsmedizin befasst sich mit der Untersuchung und Bewer-
tung von diagnostischen Proben. Eine diagnostische Probe ist jedes
menschliche oder tierische Material, das zu Forschungs-, Diagnose- oder
Testzwecken gesammelt wird. Dies konnen feste Bestandteile (z. B. Gewe-
beproben) oder flussige Bestandteile (z. B. Blut, Urin, Liquor) sein (1).

Die gewonnenen Analyseergebnisse spielen eine wichtige Rolle bei der
Entscheidungsfindung konkreter Therapien, als Praventivmalinahme oder

auch zur Stadien-Einteilung von Erkrankungen.

Das Ziel von labordiagnostischen Untersuchungen ist die mdglichst exakte
Ermittlung eines MessgroRenwertes zum Zeitpunkt einer Probenentnahme.
Um dies zu erreichen sind erstens die Verwendung von prazisen Mess-

instrumenten und zweitens die Stabilitat der enthommenen Probe bis zu
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deren Analyse erforderlich.

Stabilitat bedeutet, den zum Zeitpunkt der Probenentnahme vorhandenen
MessgrofRenwert unter festgelegten Lagerungsbedingungen wie zum Bei-
spiel Temperatur, chemischen Stabilisatoren oder UV-Schutz wahrend ei-
nes bestimmten Zeitraumes im Bereich von definierten Abweichungsgren-
zen zu halten. Um die Interpretierbarkeit der Messergebnisse zu gewahr-
leisten, ist es notwendig, diese Grenzen nach medizinischen Anforderun-

gen zu definieren.
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1.1 Hintergrund und Relevanz

Laboruntersuchungen spielen eine zentrale Rolle in der modernen Medizin.
Probentests sind ein wichtiges Instrument der Krankheitsdiagnostik und um
den Therapieerfolg zu kontrollieren. Es gibt verschiedene Techniken zur
Probengewinnung und -analyse (2). Besonders entscheidend sind in der
Labordiagnostik sowohl die Schnelligkeit der Bearbeitung des Probenmate-
rials als auch die Genauigkeit bzw. Validitat der Laborergebnisse (3).

Bei der Gesamtzahl an Laboruntersuchungen pro Jahr in
Deutschland ist von einem Milliardenbereich auszugehen.

FUr das Fachgebiet der Labormedizin werden von 1.000 Versicherten 863
Konsultationsfalle pro Jahr (2019) angegeben mit durchschnittlichen Leis-
tungskosten von 29 Euro je Fall.
Anteilig lagen die Kosten fur Laborleistungen an den gesamten
Behandlungskosten bei 4,2%. Bei den Gesamtgesundheitsausgaben der
Bundesrepublik Deutschland (2019) fielen ca. 2,7%, etwa 11,2 Milliarden
Euro fur Leistungen der Labormedizin an. Die Labormedizin ist bei 85% -
90% der Patientenfalle beteiligt, sie verursacht jedoch nur 4% - 5% der Be-

handlungskosten und hat somit einen hohen Kosten-/ Nutzenfaktor (2).

Ein Groliteil heutiger Laboranalysen findet in Uberregional zustandigen La-
boren statt. Allein im ,Labor Berlin®, einem der groften Labordienstleister in
Deutschland, werden taglich circa 19.500 Proben bearbeitet und jahrlich

uber 60 Millionen Analysen durchgefuhrt (4). Der Prozess von der
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Probengewinnung bis zur Befunderstellung wird in der Labormedizin in die
Bereiche der Praanalytik, Analytik und Postanalytik unterteilt. Dabei be-
zeichnet die Praanalytik den Teil, der vor der technischen Messung Einfluss
auf das Ergebnis haben kann. Konkret beinhaltet dies u.a. die Probenge-
winnung, den Probentransport und die Probenvorbereitung. Die Analytik be-
schreibt die technische Durchflihrung der Messung. Unter Postanalytik wird
der Prozessabschnitt nach dem Erfassen eines Messwertes bis zur Befun-
derstellung und Ergebnistibermittlung an den Anforderer der Diagnostik ver-

standen (5).
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1.2 Der Probentransport — (k)ein blinder Fleck?

Diagnostische Proben sind wahrend des Transports zu Laboratorien einem
Spektrum von Variablen ausgesetzt, die einen potenziellen Einfluss auf die
Probe und die darin enthaltenen Analyten haben kénnen. Bei der Transport-
dauer oder beim Transportweg kann es sich um wenige Minuten bzw. Meter
innerhalb einer Klinik handeln oder um einen bis zu mehreren Tagen dau-
ernden und viele Kilometer Uberbrickenden Versand zu Zentrallaboren. Um
Entscheidungen Uber notwendige oder nicht notwendige Transportbedin-
gungen treffen zu kdnnen, werden gezielt Stabilitatsuntersuchungen auf
verschiedenste Arten durchgefuhrt (6). So lassen sich spezifische Eigen-
schaften der untersuchten Analyten abbilden und Bedingungen im praana-

lytischen Intervall anpassen.
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1.3 Stand der praanalytischen Forschung

Die Bedeutung der Befolgung praanalytischer Richtlinien fur die allgemeine
Sicherheit der Labormedizin ist inzwischen allgemein anerkannt (7-9). Im
Laufe der Jahre wurden groRe Mengen wissenschaftlicher Daten zur
Praanalytik generiert (6, 10-23). Der Nutzen dieser Daten ist jedoch be-
grenzt, da kaum transparente oder einheitliche Protokolle befolgt wurden.
Die ,Checklist for Reporting Stability Studies® (CRESS) der Arbeitsgruppe
der European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(EFLM) fur die praanalytische Phase ist in dieser Hinsicht ein wichtiger
Schritt (24). Hier werden erstmals Standards fur die Beschreibung von Stu-
dien in der praanalytischen Phase formuliert, ohne ein verbindliches Ver-

fahren zu bevorzugen.
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1.4 Probenmaterial als dynamisches System

Probenmaterial aus dem menschlichen Korper stellt eine Momentaufnahme
eines aulerst komplexen und dynamischen Systems dar, in dem physiolo-
gische Stoffwechselprozesse ablaufen und gleichzeitig Biomolekule (en-
zymatischen oder spontanen) chemischen (oder konformatorischen) Ver-
anderungen unterliegen. Es gibt zahlreiche praanalytische Faktoren, die die
Konzentration der Analyten, das Messverfahren oder das Testergebnis be-
einflussen kdnnen. Diese Faktoren lassen sich in zwei Hauptgruppen ein-
teilen: Einflussfaktoren und Storfaktoren (Interferenzen). Einflussfaktoren
sind Auswirkungen auf Laborergebnisse biologischen Ursprungs, die am
haufigsten in vivo auftreten, aber auch von der Probe in vitro wahrend des
Transports und der Lagerung herrihren kdnnen. Biologische Einflussfakto-
ren fuhren methodenunabhangig zu Veranderungen in der Menge des Ana-
lyten. Unter Storfaktoren versteht man Mechanismen und Faktoren, die bei
Laboruntersuchungen eines bestimmten Analyten zu falschlich erhdhten
oder verminderten Ergebnissen fuhren und damit die komplette Messung

unbrauchbar machen (25).

So unterliegen sowohl die einzelne MessgrofRe (die zu messende Grolde)
als auch die Probenmatrix in der praanalytischen Phase potenziell zahlrei-
chen Einflissen. Der diagnostische Nutzen klinisch-chemischer Analysen
setzt voraus, dass diese komplexen, dynamischen praanalytischen Pro-

zesse unter Kontrolle sind. Wahrend fur Pharmazeutika und Reagenzien
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angemessene Teststandards zur Beurteilung von Stabilitat oder Haltbarkeit

festgelegt wurden, ist dies bei diagnostischen Proben nicht der Fall (26-29).
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1.5 Ziel der Arbeit und Forschungsfrage

Gegenstand dieser Arbeit ist die Beleuchtung der praanalytischen Phase
und im Speziellen die Untersuchung der Transportstabilitat. Konkretes Ziel
ist es, ein Schema zu entwickeln, welches eine umfassende und standardi-
sierte Charakterisierung der Transport- und Lagerstabilitat fur Laborunter-
suchungen im Sinne eines Stabilitatsprofils definierter Messgrof3en ermog-
licht. Durch bessere Vergleichbarkeit und Beurteilbarkeit von einzelnen Sta-
bilitatsuntersuchungen konnte dadurch ein Beitrag zur Qualitatsforderung
geleistet werden. Des Weiteren wird die Umsetzbarkeit und Praktikabilitat
des vorgeschlagenen Schemas anhand von Beispielanwendungen mit 15
Standard-Routineuntersuchungen der klinischen Chemie sowie 12 Steroi-

den im MS-Assay untersucht.
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2. Material und Methoden

Diese Arbeit befasst sich zum einen mit dem theoretischen Ansatz der Er-
stellung eines breit anwendbaren Protokolls. Dieses soll eine Moglichkeit
aufzeigen, Stabilitdtsuntersuchungen in einem standardisierten Rahmen
durchzuflhren, gleichzeitig aber flexibel anwendbar auf unterschiedliche
Forschungsfragen und Interessen sein. Zum anderen wird dieses Protokoll
auf die Anwendbarkeit und Praktikabilitat bei funf freiwilligen, gesunden Pro-

banden Uberprift.

2.1 \Vorgeschlagene Bedingungen der Stabilitatsmatrix

Das vorgeschlagene generische Protokoll umfasst die folgenden vier

Schlisselelemente:

a) Fur die Bewertung der detaillierten Transport- (oder Lager-) Stabili-
tatsprofile werden die Proben einem Spektrum von spezifizierten
Temperaturen und Lagerungsdauern ausgesetzt. Diese Variablen
einer spezifischen Stabilitatsstudie werden in einer Matrix beschrie-

ben (Tabelle 1).

b) Fur diesen Inkubationsplan wird ein isochrones Protokoll verwendet
(Tabelle 2). Das bedeutet, dass mehrere identische Probenaliquote
zu Beginn des Untersuchungszeitraums hergestellt oder gewonnen

werden. Diese Aliquote werden dann den vordefinierten
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Bedingungen ausgesetzt. Nach bestimmten Zeitintervallen werden
die jeweiligen Aliquote flr die Lagerung bei -80 °C vorbereitet (d. h.
Zentrifugation der Primarprobenréhrchen und Einfrieren des gewon-
nenen Serums). Eine dieser Proben wird unmittelbar nach der Ent-
nahme aufbereitet und als Kontrollprobe eingelagert. Die Analyse
aller zurtickgestellten Probenaliquote wird schliellich in einem ein-

zigen Lauf durchgeflhrt.

Um die Transportstabilitat von Vollblut-Primarproben zu untersu-
chen, wird flr jede Temperatur- /Expositionsdauer-Kombination ein
separates Primarprobenrohrchen gewonnen und exponiert, dessen
Probenmaterial nach der Entnahme nicht geteilt werden muss. Um
die negativen Folgen von Blutverlusten bei den Probanden so ge-
ring wie moglich zu halten, ist die Verwendung von Primarproben-
behaltern mit reduziertem Volumen empfehlenswert (gleiche Ober-
flachenspezifikation wie bei routinemalig verwendeten Standard-

Volumenréhrchen).

Bei der Bewertung der Ergebnisse wird die Messunsicherheit der

verwendeten Analysemethoden berucksichtigt.
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Tabelle 1: Vorgeschlagene Stabilitdtsmatrix fiir die Beschreibung von Bedingungen in Stabilitatsstu-
dien mit Beispielen fiir mégliche Realisierungen. (30)

VARIABLE

MOGLICHE REALISIERUNGEN (BEISPIELE)

MESSWERT / ANALYT

VERFAHREN VON INTERSSE

UNTERSUCHUNGSMATERIAL

PROBENBEHALTER

TEMPERATURSPANNE

STRESSEXPOSITION

ANZAHL UND BEREICH DER-
TEMPERATURVERHALTNISSE

GESAMTEXPOSITIONSZEIT
ANZAHL UND MESSZEIT-
PUNKTE

ANZAHL STUDIENTEILNEHMER

BESCHREIBUNG DER STU-
DIENTEILNEHMER

Glucose, Ferritin, Albumin

-Versand der Proben per Post von der Arztpraxis zum zertifizierten La-
bor

- Lagerung von Serum-Aliquoten firr spatere Anfragen

- Krankenhausinterner Versand der Proben von den Stationen zum
Zentrallabor per Rohrpost

- Vollblut, EDTA-Antikoaguliert
- Serum

- Liquor

- 4,3-mL-Vollblutprobenréhrchen mit Spritze zur Gewinnung von Serum
mit Separatorgel

- 4-mL-Polypropylenréhrchen fir die Aufbewahrung von Serumaliquo-
ten nach der Zentrifugation von Primarproben

- +4°C - +40°C
- +15°C - +28°C

- horizontaler Schuttler zur Simulation des Transports (70 Umdrehungen
pro Minute)

- Lagerung ohne Schutteln im Kuhlschrank zur Aufbewahrung von Blut-
produkten

-n=4: +4°C; +25°C, +30°C; +40 °C
- n=2: +25°C, +35°C

-36h
-12h

- n=5: nach 4 h; 8 h; 24 h; 48 h; 72 h Expositionsdauer

- n=3: nach 20 min, 40 min, 60 min Expositionsdauer

n=5; n=50

- gesunde Personen, Alter 25-43 Jahre, 5 mannlich, 5 weiblich, keine
weiteren Ein- oder Ausschlusskriterien

- zusatzlich: 30 Minuten Ruhezeit vor der Probenahme
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VORBEREITUNG DER PROBEN
VOR DER LAGERUNG IM ISO-
CHRONSCHEMA

ANALYTISCHE VERFAHREN

BESTIMMUNG DER MESSUNSI-
CHERHEIT DER ANGEWAND-
TEN ANALYSEMETHODE

STATISTISCHES AUSWER-
TUNGSVERFAHREN

- Zentrifugation, (20°C, 3000G, 10min), Uberfiihrung der Serumaliquote
in 5 ReaktionsgefalRe (Eppendorf, 1 mL), je 200 pL

- keine Vorbereitung, Einfrieren der Vollblutproben

- Quantifizierung des Gesamtserumproteins auf dem Analysesystem fur
klinische Chemie xyz gemaf den Anweisungen des Herstellers

- Quantifizierung von 15 Steroidhormonen mit LC-MS/MS auf der
Grundlage des IVD-CE-Kits xx

- 10-fache Bestimmung der Zielmessgrofie innerhalb der analytischen
Charge des isochronen Schemas in einer mittleren QK-Probe, 2x Stan-
dardabweichung

- Routinedaten der internen QK aus 21 Serien des Vormonats, mittlere
QK-Probe, 3-fache Standardabweichung

- Berechnung der prozentualen Veranderung des Ergebnisses zwi-
schen der Ausgangsprobe und der untersuchten Probe

- Berechnung des Medians der prozentualen Veranderung fir alle Un-
tersuchungsproben zu jedem Beobachtungszeitpunkt (definiert durch
Expositionszeit und Temperatur)
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Tabelle 2: Inkubationsmatrix mit Zeit und Temperatur der Exposition und vorgeschlagener Proben -
identifikation (X als Identifikator des jeweiligen Spenders; Zahl 1: Inkubationszeit; Zahl 2: Inkuba-
tionstemperatur; Gesamte Inkubationsproben X11-X54, n=20 eines Probanden)

i —l — i —
— o (V)] < Ln
> > > > >
(o] ~N (o) (o] (9]
— o o™ < LN
> > > > >
on o o™ o™ o
— S)] o™ < LN
> > > x >

X14
X24
X34
X44
X54
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2.2 Exemplarische Anwendung des Verfahrens

Funf gesunde Probanden wurden ausgewahlt, aufgeklart und gaben ihre
informierte Zustimmung. Das Protokoll dieser Untersuchung wurde von der
zustandigen Ethikkommission der LMU Munchen genehmigt (Munich Study
of Preanalytical and Analytical Laboratory Test Establishment [MyTest] Pro-

jekt Nr.: 17-012).

Bei jedem Probanden wurde vendses Blut in 21 Serumprobenréhrchen (1,2

mL, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland, Kat. Nr. 6.1663.001) entnommen.

Jedem Probanden wurde eine Vollblutmenge von 24 mL abgenommen und
zur Analyse verarbeitet. In Summe bedeutet dies eine sehr effiziente Ver-

wertung der Vollblutmenge von ca. 400 ul pro Analyten.

Eine dieser jeweiligen Proben dient als Kontrollprobe und wurde sofort zent-
rifugiert und das Serum wurde bei -80 °C in einem geeigneten Sekundarbe-

halter (2 mL Safe-Lock Rohrchen, Eppendorf, Deutschland) aufbewahrt.

Jeweils 5 der 20 unbearbeiteten Probenrohrchen wurden bei 4 °C, 23 °C,
30 °C bzw. 40 °C gelagert (1 °C, Temperaturiberwachung durch einen
elektronischen Thermologger) (Abbildung 2). Die Proben wurden unmittel-
bar nach der Entnahme den verschiedenen Dauer-/Temperaturbedingun-

gen per Zufallsprinzip zugeteilt.

Zu funf definierten Zeitpunkten (4 h, 8 h, 24 h, 48 h, 72 h) wurde jeweils eine

Probe aus den verschiedenen Temperatur-Lagerungsbedingungen
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entnommen, zentrifugiert (3.000 g, 20 °C, 10 min) und das Serum bei -80
°C in zwei Aliquote a 200 uL (2 mL Safe-Lock Tubes, Eppendorf, Deutsch-
land) eingelagert. Durch das Erzeugen von zwei Aliquoten war die Umsetz-
barkeit der beiden geplanten isochronen Messreihen der Routinediagnostik

und Massenspektrometrie gegeben.

Die Variablen flr Temperatur, Expositionsdauer usw. dieses Experiments

sind in den Tabellen 2 und 3 aufgefuhrt.
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2 1
T T T
9.3.2021 08:00 9.3.2021 20:00

T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.3.2021 03:00 10.3.2021 20:00 11.3.2021 08:00 1132021 20:00 12.3.2021 08:00 12.3.2021 20:00 13.3.2021 08:00 13.3.2021 20:00 14.3.2021 08:00

2)

T T T T T T T T T T T T T T
9.3.202108:00 9.3:2021 20:00 10.3:2021 03:00 10.3.2021 20:00 1132021 08:00 1132021 20:00 1232021 08:00 12.3.2021 20:00 13.3.2021 08:00 1332021 20:00 1432021 03:00

3)

30 o

T T
9.3.202108:00  9.3.202120:00

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.32021 08:00 10.3.202120:00 11.3.202108:00 11.3202120:00 123.202108:00 123.202120:00 13.3.202108:00 133202120:00 14.3.202108:00 14.3.202120:00 15.3.2021 08:00

4)

g S ———

25

20 1
T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
93202108:00 9320212000  10.3202108:00 103202120:00 11.3.202108:00 11.3.202120:00 123.202108:00 123202120:00 13.3202108:00 13.3.202120:00 14.3.202108:00 14.3.202120:00 15.3.2021 08:00

Abbildung 1: Aufzeichnungen der Thermologger wédhrend der Blutprobeninkubation; 1) Kiihl-
schrank; 2) Laborraum; 3) Wérmeschrank 1; 4) Wérmeschrank 2.
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Nach dem Ende des Studienzeitraums erfolgte die Analyse der gesam-
melten Proben nach dem isochronen Prinzip. Zunachst wurden die 21 Se-
rumproben jedes Probanden aufgetaut (15 min bei 24 °C, gefolgt von
sorgfaltigem Vortex-Mischen). AnschlieRend erfolgte die Analyse aller auf-
getauten und Vortex-gemischten Aliquote in einem Analysedurchgang der
15 MessgrolRen in direkter Folge mit Standardtests auf einem Routinesys-
tem fur die klinische Chemie (Roche Cobas 8000, Roche Diagnostics,

Mannheim, Deutschland).

Die 15 Analyten der durchgefiihrten Routinediagnostik waren Kalium, Glu-
cose, Harnstoff, Harnsaure, Ferritin, Albumin, IgG, Gamma-GT, Lipase,
Cholesterin, Triglyceride, LDL- und HDL-Cholesterin, non-HDL-Cholesterin
und Cycstatin C.

Die MS-Steroidanalysen (Waters Xevo-TQS Triple-Stage-Massenspektro-
meter mit eine Acquity UPLC gekoppelt, Waters, Milford, MA, USA) wurden
aus dem zweiten Aliquot mit einem LC-MS/MS-Kit (MassChrom, Chromsys-
tems, Grafelfing, Deutschland) durchgefihrt. Die Durchfihrung der MS-
Analyse erfolgte, wie auch die Routinediagnostik, nach dem isochronen
Prinzip. Zunachst wurden auch hierbei die 21 Serumproben jedes Proban-
den aufgetaut (15 min bei 24 °C, gefolgt von sorgfaltigem Vortex-Mischen).
Anschlief3end erfolgte die Analyse aller aufgetauten und Vortex-gemischten
Aliquote in einem Analysedurchgang der 12 Messgrofen in direkter Folge.
Die LC-MS/MS Messung wurde fir die 12 Analyten Aldosteron, Androsten-

edion, Cortisol, 11-Deoxycortisol, Cortison, Corticosteron, 11-
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Deoxycorticosteron, Dehydroepiandrosteron (DHEA), Dehydroepiandroste-
ronsulfat (DHEAS), 17-OH-Progesteron, Testosteron und Dihydrotestoste-

ron (DHT) durchgefihrt.

Es wurden nach diesem Prinzip 27 Messungen an jedem erstellten Aliquot
durchgefuhrt. Daraus ergibt sich eine Summe von 2835 durchgeflihrten

Messungen an allen Patientenproben der gesamten Studie.

Die Messunsicherheit der jeweiligen Analyseverfahren wurde durch 21-fa-
che Analyse eines Serumprobenpools im Normalbereich bestimmt. Stan-
dardabweichungen und Variationskoeffizienten wurden fir jede Messgroflie
berechnet. Die +3-VK-Bereiche wurden als Schatzung der Messunsicher-
heit der jeweiligen Messgréfien in dem jeweiligen Konzentrationsbereich

verwendet.

Basierend auf diesem Schema ergeben sich flr jeden der 20 (4 Tempera-
turen x 5 Zeitpunkte) Beobachtungspunkte fur die Kombination von Lager-
temperatur und Exposition (Tabelle 2) je finf Messergebnisse der Proban-

den pro Messgrofle und Temperatur.

FUr jedes Ergebnis nach der Exposition wird die prozentuale Veranderung
gegenuber dem individuellen Ausgangsergebnis (gemessen an der unmit-

telbar aufbereiteten und eingelagerten Kontrollprobe) berechnet.

Aus diesen 5%igen Anderungsergebnissen pro Beobachtungspunkt wurde
die Medianveranderung gegenuber dem individuellen Ausgangsergebnis

berechnet. Wie in Abbildung 3 exemplarisch fir Glucose bei 23°C
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dargestellt, bedeutet dies, dass der Medianwert von 100 mg/dl zum Entnah-
mezeitpunkt in Bezug zum Medianwert von 72 Stunden gesetzt wird. Dieser
entspricht fur Glucose bei 23°C 10 mg/dl. Daraus ergibt sich nach 72 Stun-
den eine mediane Glucosekonzentration von 10% des Median-Ausgangs-

wertes.

Dieser mittlere prozentuale Anderungswert wurde zu der ermittelten
Messunsicherheit fur die jeweilige MessgrolRe, wie sie mit der Wiederho-

lungsmessung ermittelt wurde, in Beziehung gesetzt.

Als Bewertungsregel wurde festgelegt, dass die Stabilitat des Messgrofen-
messwerts angenommen wurde, wenn die mittlere prozentuale Verande-
rung kleiner war als der dreifache Variationskoeffizient, der fir das Mess-

verfahren wie oben beschrieben ermittelt wurde.

Zur Visualisierung der verdichteten Daten wurde die prozentual beobach-
tete Mediananderung der Ergebnisse fir die finf Proben gegen die Dauer
der Temperatureinwirkung fir die verschiedenen Temperaturen (mit ver-
schiedenen Farben kodiert) in einem Diagramm dargestellt (Abbildungen 4-

30).

Im letzten Schritt wurde eine praktische Anleitung fir den Versand von un-
behandelten Serumproben flr die MessgrofRen formuliert. Aus Grinden der
Kosteneffizienz haben die Verarbeitung von Probenmaterial und der damit
verbundene Probenversand in Zentrallabore weiter an Bedeutung gewon-

nen.
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Abbildung 2: Darstellung der Einzelmesswerte je Proband (A-E) und des Medians am Beispiel der
Glucose bei 23°C.
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Abbildung 3: Darstellung der Messdatenverdichtung v.h.n.v.: Gesamte Messwerte eines Proban-
den, Berechnung der prozentualen Abweichungen der Inkubationsprobe zur Kontrollprobe, Darstel-
lung der Medianwerte eines Analyten zu einer Temperatur, Darstellung der Medianwerte eines
Analyten zu allen Beobachtungszeitpunkten, Ubersicht zur Stabilitét (griin) oder Instabilitét (rot) der
Analyten nach den festgelegten Stabilitdtskriterien.
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Tabelle 3: Proof-of-concept Stabilitdtsmatrix (geméafR Tabelle 1)

VARIABLE

REALISIERUNGSEIGENSCHAFT

MESSWERT / ANALYT

VERFAHREN VON INTERESSE

UNTERSUCHUNGSMATERIAL

PROBENBEHALTER

TEMPERATURSPANNE

STRESSEXPOSITION

ANZAHL UND BEREICH DER
TEMPERATURVERHALTNISSE

GESAMTEXPOSITIONSZEIT
ANZAHL UND MESSZEIT-
PUNKTE

ANZAHL STUDIENTEILNEHMER

BESCHREIBUNG
STUDIENTEILNEHMER

DER

VORBEREITUNG DER PROBEN
VOR DER LAGERUNG IM ISO-
CHRONSCHEMA

ANALYTISCHE VERFAHREN

BESTIMMUNG DER MESSUNSI-
CHERHEIT DER ANGEWAND-
TEN ANALYSEMETHODE

15 Routineuntersuchungen der klinischen Chemie; 12 Steroide MS-As-
say

Versand der Proben per Post von der Arztpraxis zum Zentrallabor

Vollblut mit Gerinnungsaktivator

1,2 mL Vollblutprobenréhrchen mit Spritze (Monovette, Sarstedt, Kat.
Nr. 6.1663.001)

+4°C - +40°C

Lagerung von Priméarproben ohne Aufriihren im Standard-Laborkuihl-
schrank oder Laborofen

n=4: +4°C; +23°C, +30°C; +40°C

72 h

n=5: nach 4 h; 8 h; 24 h; 48 h; 72 h Expositionsdauer

n=5

scheinbar gesunde Personen, Alter 25-43 Jahre, 4 mannlich, 1 weiblich,
keine weiteren Ein- oder Ausschlusskriterien

Zentrifugation der Primarréhrchen (20°C, 3000 g, 10 min), Uberfiihrung
der Serumaliquote in 2 Reaktionsgefalle (Eppendorf, 2 mL, Schnapp-
deckel), je 200 pL. Lagerung bei -80°C bis zur Analyse

- Quantifizierung aller MessgroRen auf dem klinisch-chemischen Analy-
sesystem Roche Cobas 8000 gemaR den Anweisungen des Herstellers
- Quantifizierung von 15 Steroidhormonen mit LC-MS/MS Waters Xevo-
TQS Triple-Stage-Massenspektrometer mit eine Acquity UPLC gekop-
pelt, Waters, Milford, MA, USA auf der Grundlage eines IVD-CE-Kits,
Chromsystems

21-fache Bestimmung der ZielmessgroRen innerhalb einer separaten
analytischen Charge innerhalb der Woche der Studienmessungen in ei-
ner zufallig ausgewahlten Patientenrestprobe. Bestimmung der SD der
Ergebnisse und Schatzung der Messunsicherheit als +/- 3 VK
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STATISTISCHES
TUNGSVERFAHREN

AUSWER-

Berechnung der prozentualen Veranderung des Ergebnisses zwischen
den Ausgangsproben und den untersuchten Proben

Berechnung des Medians der prozentualen Veranderung fur alle Unter-
suchungsproben zu jedem Beobachtungszeitpunkt (definiert durch Ex-
positionszeit und Temperatur)

Wenn der Median der prozentualen Veranderung kleiner ist als die ge-
schatzte Messunsicherheit der Analysemethode, wird die Stabilitat der
MessgroRe fiir diese Bedingung angenommen.
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3. Ergebnisse

Die Entnahme von Blutproben (n=21) in kleinvolumige Serumbehalter (1,2
mL) pro Studienteilnehmer wurde als praktikabel erachtet, sodass insge-
samt weniger als 30 mL Blut pro Teilnehmer erforderlich waren.

Aus dem je Serumbehalter gewonnenen Analysematerial konnten 27 Ana-
lyten bestimmt werden, daraus 15 Routinelaborparameter (Roche Cobas
8000) und die Quantifizierung von 12 Steroidhormonen mit LC-MS/MS (Wa-
ters Xevo-TQS Triple-Stage-Massenspektrometer mit eine Acquity UPLC
gekoppelt, Waters, Milford, MA, USA) auf der Grundlage eines IVD-CE-Kits
der Firma Chromsystems.

Ein MS Excel Spreadsheet wurde konfiguriert, um die vorgeschlagenen Be-
rechnungen anhand der einzelnen Messdaten durchzufliihren und die Er-
gebnisse entsprechend darzustellen.

Die +3 VK-Bereiche, die bei der Prazisionsbewertung als Referenzbereich
dienen, sind in diesen Diagrammen als gestrichelte horizontale Linien dar-

gestellt.

3.1 Messungen Routinelabor

Nachfolgend sind die Ergebnisdiagramme fur die Messgrof3en der Routine-
diagnostik Kalium, Glucose, Harnstoff, Harnsaure, Ferritin, Albumin, 1gG,
Gamma-GT, Lipase, Cholesterin, Triglyceride, LDL-Cholesterin, HDL-Cho-

lesterin, non-HDL-Cholesterin und Cystatin C im Serum dargestellt.
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Kalium: Stabil bei 23 °C flr 24 h, bei 30 °C fir 4 h und bei 40 °C flir 4 h in

Vollblutproben zur Serumaufbereitung.

Kalium
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Abbildung 4: Kalium, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse ge-
genuber dem Ausgangswert, die fir einzelne Vollblutproben von finf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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Glucose: Fur Glucose konnte in den beobachteten Messzeitraumen und bei
den verschiedenen Messtemperaturen keine Stabilitat in Vollblutproben zur

Serumherstellung nachgewiesen werden.
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Abbildung 5: Glucose, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse ge-
genuber dem Ausgangswert, die fiir einzelne Vollblutproben von finf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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Harnstoff: Stabil bei 4 °C fir 72 h, bei 23 °C flir 48 h, bei 30 °C und 40 °C

jeweils stabil fir 8 h in Vollblutproben zur Serumaufbereitung.

Harnstoff
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Abbildung 6: Harnstoff, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse ge-
genuber dem Ausgangswert, die fir einzelne Vollblutproben von finf Freiwilligen, die flur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.



Ergebnisse 35

Harnsaure: Stabil bei 4 °C flr 48 h, bei 23 °C flr 24 h, bei 30 °C fiur 8 h und

bei 40 °C fur 4 h in Vollblutproben zur Herstellung von Serum.

Harnsaure
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Abbildung 7: Harnsaure, Median der prozentualen Verdnderungen der Messergebnisse
gegeniber dem Ausgangswert, die fur einzelne Vollblutproben von funf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs. Quelle: (30)
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Ferritin: Stabil bei 4 °C fur 72 h, bei 23 °C fur 8 h in Vollblutproben fir die

Serumaufbereitung und nicht stabil bei 30 °C oder darlber.

Ferritin
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Abbildung 8: Ferritin, Median der prozentualen Verdnderungen der Messergebnisse ge-
genuber dem Ausgangswert, die fir einzelne Vollblutproben von finf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs. Quelle: (30)
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Albumin: Stabil zwischen 4 °C und 40 °C far 72 h in Vollblutproben zur Se-
rumherstellung.

Albumin
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Abbildung 9: Albumin, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse ge-
genuber dem Ausgangswert, die fir einzelne Vollblutproben von fiinf Freiwilligen, die fir
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefiigte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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1gG: Stabil bei 4 °C flr 24 h und bei 72 h, bei 23 °C flr 8 h, bei 30 °C flur 4
h und flr 72 h, jedoch nicht bei héheren Temperaturen in Vollblutproben zur

Serumherstellung.
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Abbildung 10: 19G, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse gegen-
Uber dem Ausgangswert, die fur einzelne Vollblutproben von funf Freiwilligen, die fur ver-
schiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jeweiligen
Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermittelte
Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere pro-
zentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = auler-
halb des MU-Bereichs.
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Gamma-GT: Stabil bei 4 °C zwischen 8 h und 24 h, bei 23 °C flr 4 h, bei
30 °C fur 8 h und bei 40 °C fur 4 h in Vollblutproben zur Serumherstellung.

Gamma-GT
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Abbildung 11: Gamma-GT, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse
gegeniuber dem Ausgangswert, die fur einzelne Vollblutproben von funf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefiigte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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Lipase: Stabil bei 4 °C und 30 °C fur 72 h, bei 23 °C flir 8 h und 48 h, bei
40 °C fur 4 h und 24 h in Vollblutproben zur Serumherstellung.
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Abbildung 12: Lipase, Median der prozentualen Veradnderungen der Messergebnisse ge-
genuber dem Ausgangswert, die fir einzelne Vollblutproben von finf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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Cholesterin: Stabil bei 4 °C und 23 °C zum Zeitpunkt 8 h, bei 40 °C flr 4 h

in Vollblutproben zur Serumherstellung.

Cholesterin
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Abbildung 13: Cholesterin, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse
gegeniber dem Ausgangswert, die flr einzelne Vollblutproben von finf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefiigte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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Triglyceride: Stabil bei 4 °C fur 72 h, bei 23 °C und 30 °C flr 24 h und bei

40 °C far 8 h in Vollblutproben zur Serumherstellung.

Triglyzeride
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Abbildung 14: Triglyceride, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse
gegeniuber dem Ausgangswert, die fur einzelne Vollblutproben von funf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontale gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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LDL-Cholesterin: Stabil bei 4 °C fur 24 h, bei 23 °C fur 8 h und zum Mess-

zeitpunkt nach 48 h, bei 30 °C fur 8 h und bei 40 °C flr 4 h in Vollblutproben

zur Serumherstellung.
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Abbildung 15: LDL-Cholesterin, Median der prozentualen Veranderungen der Messergeb-
nisse gegenlber dem Ausgangswert, die fur einzelne Vollblutproben von funf Freiwilligen,
die fur verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den
jeweiligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ er-
mittelte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefiigte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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HDL-Cholesterin: Stabil bei 4 °C fur 72 h, bei 23 °C flir 48 h, bei 30 °C und

40 °C fur 4 h in Vollblutproben zur Serumherstellung.

HDL-Cholesterin
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Abbildung 16: HDL-Cholesterin, Median der prozentualen Veranderungen der Messergeb-
nisse gegeniiber dem Ausgangswert, die fiir einzelne Vollblutproben von finf Freiwilligen,
die fur verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den
jeweiligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ er-
mittelte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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Non-HDL-Cholesterin: Stabil bei 40 °C fur 4 h in Vollblutproben zur Serum-

herstellung.
non-HDL-Cholesterin
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Abbildung 17: non-HDL-Cholesterin, Median der prozentualen Veranderungen der Mess-
ergebnisse gegenuber dem Ausgangswert, die fir einzelne Vollblutproben von funf Frei-
willigen, die fiir verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden,
mit den jeweiligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die appro-
ximativ ermittelte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingeflgte Tabelle zeigt
die mittlere prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Be-
reichs; rot = aullerhalb des MU-Bereichs.
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Cycstatin C: Stabil bei 4 °C, 23 °C und 30 °C flr 72 h, bei 40 °C fur 8 h und

zum Messzeitpunkt nach 72 h in Vollblutproben zur Serumherstellung.

Cystatin C
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Abbildung 18: Cycstatin C, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse
gegeniber dem Ausgangswert, die fiir einzelne Vollblutproben von funf Freiwilligen, die fir
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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3.2 Messungen Massenspektrometrie

Nachfolgend sind die Ergebnisdiagramme fur die MessgrofRen der Massen-
spektrometrie Cortisol, Cortison, 11-Deoxyccortisol, Corticosterone, DHEA,
DHT, Testosteron, 17-OH-Progesterone, 11-DOC, Androstenedione, Al-

dosterone und DHEAS im Serum dargestellt.
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Cortisol: Stabil bei 4 °C flr 24 h und ein Ergebnis innerhalb der MU nach

72 h. Bei 23 °C flr 48 h und bei 30 °C flr 72 h stabil in Vollblutproben zur
Serumherstellung.
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Abbildung 19: Cortisol, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse ge-
genuber dem Ausgangswert, die fiir einzelne Vollblutproben von funf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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Cortison: Stabil bei 4 °C fur 8 h und zwischen 48 h und 72 h. Bei 23 °C stabil
fur 4 h gemessen in Vollblutproben zur Serumherstellung.
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Abbildung 20: Cortison, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse ge-
genuber dem Ausgangswert, die fir einzelne Vollblutproben von finf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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11-Deoxyccortisol: Stabil bei 4 °C zum Zeitpunkt 24 h, bei 30 °C flr 24 h
und zum Messzeitpunkt 72 h. Bei 40 °C zwischen 8 h und 24 h stabil in
Vollblutproben zur Serumherstellung.
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Abbildung 21: 11-Deoxyccortisol, Median der prozentualen Veranderungen der Messer-
gebnisse gegenliber dem Ausgangswert, die fiir einzelne Vollblutproben von funf Freiwilli-
gen, die flr verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit
den jeweiligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approxima-
tiv ermittelte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die
mittlere prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs;
rot = aulRerhalb des MU-Bereichs.
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Corticosteron: Bei 4 °C stabil fur 72 h bei 23 °C fur 48 h bei 30 °C fur 24 h.
Bei 40 °C ergab sich nach 24 h und 72 h ein Messergebnis innerhalb der
Messunsicherheit in Vollblutproben zur Serumherstellung.

Corticosteron
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Abbildung 22: Corticosteron, Median der prozentualen Veranderungen der Messergeb-
nisse gegeniiber dem Ausgangswert, die fiir einzelne Vollblutproben von finf Freiwilligen,
die fur verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den
jeweiligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ er-
mittelte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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DHEA: Bei 4 °C stabil fir 4 h und ein Messergebnis innerhalb der Messun-
sicherheit nach 24 h. Bei 23 °C stabil fur 8 h in Vollblutproben zur Serum-
herstellung.

DHEA
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Abbildung 23: DHEA, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse ge-
genuber dem Ausgangswert, die fir einzelne Vollblutproben von finf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.



Ergebnisse 53

DHT: Bei 4 °C, 23 °C, 30 °C und 40 °C stabil fir 72 h in Vollblutproben zur
Serumherstellung.
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Abbildung 24: DHT, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse gegen-
Uber dem Ausgangswert, die fiir einzelne Vollblutproben von fiinf Freiwilligen, die fir ver-
schiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jeweiligen
Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermittelte
Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere pro-
zentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = auler-
halb des MU-Bereichs.
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Testosteron: Bei 4 °C stabil fir 8 h und innerhalb der Messunsicherheit zwi-
schen 48 h und 72 h. Bei 23 °C stabil fir 72 h. Bei 30 °C stabil fur 4 h und
innerhalb der Messunsicherheit zwischen 24 h und 48 h. Bei 40 °C stabil flr
24 hin Vollblutproben zur Serumherstellung.
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Abbildung 25: Testosteron, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse
gegeniuber dem Ausgangswert, die fur einzelne Vollblutproben von funf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingeflgte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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17-OH-Progesteron: Bei 4 °C stabil flr 72 h, bei 23 °C fir 8 h, bei 30 °C fur
4 h und bei 40 °C fur 48 h in Vollblutproben zur Serumherstellung.

17-OH-Progesteron
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Abbildung 26: 17-OH-Progesteron, Median der prozentualen Veranderungen der Messer-
gebnisse gegenliber dem Ausgangswert, die fiir einzelne Vollblutproben von funf Freiwilli-
gen, die fUr verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit
den jeweiligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approxima-
tiv ermittelte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die
mittlere prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; grin = innerhalb des MU-Bereichs;
rot = auBerhalb des MU-Bereichs.
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11-DOC: Bei 4 °C Messergebnis innerhalb der Messunsicherheit bei 24 h,
bei 23 °C Messergebnis innerhalb der Messunsicherheit zwischen 24 h und
48 h. Bei 30 °C und 40 °C stabil flr 8 h in Vollblutproben zur Serumherstel-
lung.
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Abbildung 27: 11-DOC, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse ge-
genuber dem Ausgangswert, die fiir einzelne Vollblutproben von funf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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Androstenedion: Bei 4 °C stabil fir 4 h und Messergebnis innerhalb der
Messunsicherheit zwischen 24 h und 72 h. Bei 23 °C stabil fir 8 h, bei 40
°C stabil fir 4 h und Messergebnis innerhalb der Messunsicherheit bei 72 h
in Vollblutproben zur Serumherstellung.

Androstenedion
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Abbildung 28: Androstenedion, Median der prozentualen Veradnderungen der Messergeb-
nisse gegenlber dem Ausgangswert, die fur einzelne Vollblutproben von funf Freiwilligen,
die flr verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den
jeweiligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ er-
mittelte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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Aldosteron: Messergebnisse innerhalb der Messunsicherheit bei 4 °C nach
24 hund 72 h, bei 23 °C nach 4 h, 24 h und 72 h. Bei 30 °C stabil fir 4 hin
Vollblutproben zur Serumherstellung.
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Abbildung 29: Aldosteron, Median der prozentualen Veranderungen der Messergebnisse
gegeniber dem Ausgangswert, die fiir einzelne Vollblutproben von funf Freiwilligen, die fir
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; griin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.
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DHEAS: Bei 4 °C und 23 °C stabil fir 72 h, bei 30 °C stabil fir 4 h und
Messergebnisse innerhalb der Messunsicherheit nach 24 h und 72 h. Bei
40 °C stabil 24 h und Messergebnisse innerhalb der Messunsicherheit nach
72 h in Vollblutproben zur Serumherstellung.
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Abbildung 30: DHEAS, Median der prozentualen Veradnderungen der Messergebnisse ge-
genuber dem Ausgangswert, die fir einzelne Vollblutproben von funf Freiwilligen, die fur
verschiedene Zeitintervalle bei bestimmten Temperaturen gelagert wurden, mit den jewei-
ligen Interquartilsbereichen. Horizontal gestrichelte Linien zeigen die approximativ ermit-
telte Messunsicherheit des Messverfahrens an. Die eingefligte Tabelle zeigt die mittlere
prozentuale Abweichung vom Ausgangswert; grin = innerhalb des MU-Bereichs; rot = au-
Rerhalb des MU-Bereichs.



Ergebnisse 60

3.3 Messungen Ubersichtstabelle

Gemalk dem Bewertungsprotokoll (Tabelle 3) sind alle Messwerte als Uber-
sichtsabbildung dargestellt, die zu einem bestimmten Messzeitpunkt inner-
halb der geschatzten Messunsicherheit lagen bzw. diese Uber- oder unter-
schritten. (Abbildung 31).

Analyt 4°C 23°C 30°C 40°C

4h | 8h | 24h | 48h | 72h 4h | 8h | 24h | 48h | 72h 4h | 8h | 24h | 48h | 72h 4h | 8h | 24h | 48h | 72h
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Analyt 4°C 23°C 30°C 40°C

24h 72h 4h | 8h | 24h | 48h | 72h

Cortisol

Cortison

11-Deoxyccortisol

Corticosterone

DHEA

DHT

Testosterone

17-OH-Progesterone

11-DOC

Androstenedione

Aldosterone

DHEAS

Abbildung 31: Stabilitatstubersicht der untersuchten Analyten zu den untersuchten Zeiten
und Temperaturen; griin: Der Analyt befindet sich zur definierten Zeit und Temperatur in-
nerhalb des approximativ ermittelten Messunsicherheitsbereichs und wird fiir diese Bedin-
gungen als stabil gewertet, rot: Der Analyt befindet sich zur definierten Zeit und Temperatur
aufderhalb des approximativ ermittelten Messunsicherheitsbereichs und wird fir diese Be-
dingungen als instabil gewertet.
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4. Diskussion

Als eine Momentaufnahme des menschlichen Korpers stellt gewonnenes
Probenmaterial ein aullerst komplexes und dynamisches System dar, in
dem eine Vielzahl von bio-chemischen Reaktionen ablaufen. Somit unter-
liegt dieser Ausschnitt einer stetigen Veranderung, auch auf3erhalb des Kor-
pers.

Gegenstand dieser Arbeit war die Beleuchtung der praanalytischen Phase
dieses komplexen Gesamtprozesses und im Speziellen die Untersuchung
der Transportstabilitat.

Es handelt sich bei dieser Arbeit um ein allgemeines Protokoll flr Stabili-
tatsstudien im Zusammenhang mit der praanalytischen Handhabung von
diagnostischen Proben. Im Speziellen wird ein isochrones Schema in einer
zweidimensionalen Matrix aus Inkubationszeit und Temperatur angewen-
det. Die Berucksichtigung der Messunsicherheit bei der Bewertung der Er-
gebnisse ist flr dieses Protokoll von zentraler Bedeutung. Die Anwendbar-
keit des Ansatzes wurde in einer exemplarischen Proof-of-Concept-Studie
bewiesen. Hierbei wurde eine grolRe Menge an relevanten Daten im Verlauf

eines vollstandig durchgefihrten standardisierten Experimentes erhoben.
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4.1 Interpretation

Das vorgeschlagene Protokoll bietet einen Rahmen, innerhalb dessen die
SchlUsselparameter variiert werden kénnen und ist daher eher deskriptiv
als praskriptiv. Es ermdglicht die umfassende und detaillierte Beschreibung

von Stabilitatsprofilen.

Die Variablen bei der Anwendung des Testschemas kdnnen je nach Unter-
suchungsschwerpunkt und Fragestellung unterschiedlich festgelegt wer-
den. Bei der Untersuchung eines relevanten Stabilitatsprofils flr einen kran-
kenhausinternen Transport wird sich die Wahl der Testvariablen signifikant
von denen unterscheiden, die als Prufvariablen fir einen internationalen
Transport zu einem Einsendelabor betrachtet werden. Das hier vorgeschla-
gene Schema ist flexibel genug, um all diese unterschiedlichen Anforderun-
gen abbilden zu kdénnen. Es ist ebenfalls anwendbar auf die Untersuchung
der Lagerstabilitat von Proben, die bereits in einem Labor verarbeitet und
zuruckgestellt sind. Wenn eine Temperatur von 4 °C in einer Transportum-
gebung aufrechterhalten werden kann, ist eine Untersuchung z. B. bei ho-
heren Temperaturen nicht notwendig. Der hier vorgeschlagene Ansatz ver-
sucht ein umfassendes Bild Uber die zu erwartenden Normalbedingungen
zu zeichnen. Veranderungen der Transport- oder Lagerungsbedingungen
einer Probe kénnen Auswirkungen auf die Testergebnisse haben. Diese
wechselnden oder auch statischen Bedingungen sollten bei der Erstellung

der Untersuchungsvariablen bertcksichtigt werden.
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Die statistische Auswertung der Messwerte nach dem vorgeschlagenen
Schema ist grundsatzlich variabel und unterschiedliche Vorgehensweisen
sind denkbar. Der fur die durchgeflhrte Proof-of-Concept-Anwendung be-
schriebene Ansatz ist einfach und pragmatisch. Er beinhaltet die Schatzung
einer Messunsicherheit aus Wiederholungsmessungen auf einfache Weise

als +3-VK-Bereich.

Wenn der Median der gesammelten Messungen fir einen Untersuchungs-
punkt eine groRere Abweichung aufweist als durch die geschatzte Messun-
sicherheit erklart werden kann, wird mit hoher Wahrscheinlichkeit davon
ausgegangen, dass eine signifikante Transport- oder Lagerungsinstabilitat
des Analyten vorliegt. Statistisch strengere Verfahren als der hier verwen-
dete pragmatische Ansatz kdnnen statistische Tests, Regressionsanalysen
von Abklingkurven oder komplexere mathematische Modellierungen sein
(15, 31); allerdings sind zeitabhangige Veranderungen nicht notwendiger-
weise linear oder monoton. Daher kdnnen die Algorithmen fir eine umfas-
sende Modellierung sehr komplex und spezifisch fur den Analyten und die
verwendeten analytischen Methoden sein, was gesamtbetrachtet eine

schlechte Praktikabilitat aufweist.

Basierend auf den erhobenen Daten kdnnen potenzielle Instabilitatsphano-
mene aufgezeigt werden, die analytisch nachweisbar, aber aus medizi-

nisch-diagnostischer ~ Sicht noch tolerierbar sind. Tatsachliche
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Akzeptanzkriterien sollten formuliert werden, die z. B. die biologische Vari-
abilitat eines Parameters nach dem Milan-Konzept bericksichtigen (32).
Ein Beispiel hierfur ist, dass eine 3%ige Instabilitdt eines Parameters ana-
lytisch nachgewiesen werden kann, aber angesichts einer erheblichen bio-
logischen Varianz des Parameters noch akzeptabel ist. So gelten beispiels-
weise fur IlgG-Konzentrationen im Blutserum bei Erwachsenen von 700 bis
1600 mg/dl als Normwerte. Hier ergibt sich aus einer 3%igen Instabilitat ei-

nes Messwertes sehr wahrscheinlich keine medizinische Relevanz.

Ein weiteres Phanomen, welches sich in diesem Zusammenhang gezeigt
hat, sind die nicht streng-monotonen Stabilitatsverlaufe der Analyten. In der
Ergebnistbersicht (Abbildung 32) ist zu erkennen, dass es nach potenziel-
ler Instabilitat eines Analyten fur einen Inkubationszeitraum erneut zu einer
potenziellen Stabilitat bei langerer Inkubationszeit kommt. Am Beispiel der
Lipase ist zu sehen, dass eine Stabilitat fir einen Zeitraum von 8h bei 23°C
besteht. Die Untersuchung der Lipase flr einen Inkubationszeitraum von
24h bei 23°C liefert nach den definierten Kriterien eine potenzielle Instabili-
tat, jedoch ist fir die Messung nach einer Inkubationszeit von 48h bei 23°C
wieder eine potenzielle Stabilitdt nachweisbar. Die Uberpriifung der Stabili-
tat nach 72h bei 23°C ist wieder als potenziell instabil zu werten.

Die Definition der Stabilitatskriterien unter Berticksichtigung z. B. der medi-
zinischen Relevanz zeigt sich als wichtige Fragestellung vor der Durchfih-

rung von Stabilitdtsuntersuchungen, um moglichst hochwertig
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interpretierbare Ergebnisse zu erhalten. Bei bi-direktionalen Messwertver-
laufen konnten engmaschigere Messzeitpunkte notwendig werden, um
Muster potenzieller Stabilitdtsunsicherheiten valider erkennen zu kénnen.
Aus diesen Erkenntnissen kdnnten im Verlauf auch mathematische Modelle

erstellt oder angepasst werden.

Es ist wichtig, klar zwischen Transportstabilitat und Lagerstabilitat im Labor
zu unterscheiden. Die Transportstabilitat hat im Allgemeinen eine hohere
praktische Relevanz. Dies gilt zum Beispiel fur Regionen mit begrenzten
Ressourcen und/oder grol3en Entfernungen, was zu langeren Transportzei-
ten fihrt. Dies gilt aber auch aufgrund der zunehmenden Zentralisierung
von Labordienstleistungen in Ballungsraumen der Industrielander. Die La-
gerstabilitat ist Uberwiegend relevant fur die Nachforderungen von Analysen
aus den bereits in einem Labor eingegangenen Proben. Es ist anzumerken,
dass die Lagerstabilitat im Labor trotz der eigentlich geringeren Relevanz

dennoch den Schwerpunkt friherer Veroéffentlichungen bildete.

Das vorliegende Protokoll steht im Einklang mit den EFLM Empfehlungen
CRESS (24) und realisiert die in dieser Publikation geforderten Standards

und Empfehlungen fir das Vorgehen bei Stabilitdtsuntersuchungen.

Es ist Uberraschend, dass es in der klinisch-chemischen Labordiagnostik

internationale Standards flur die Untersuchung der Stabilitat von
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Reagenzien gibt (26, 33), aber bislang keine entsprechenden Standards flr
die Untersuchung der praanalytischen Stabilitat von Analyten im Vollblut. In
einem friiheren Artikel schlagen Gémes-Rioja et al. (34) ein grundlegendes
Protokoll vor. Diese Arbeit kdnnte mit ihrem vergleichenden Ansatz einen
Beitrag zur Entwicklung eines internationalen Standards fir die Untersu-
chung der Probenstabilitat darstellen. Hier sollte, einer umfassenderen Be-
trachtung folgend, der Aspekt der Variabilitdt und Anpassbarkeit einbezo-
gen werden.

In der Pharmazie gibt es umfangreiches Fachwissen Uber die Untersuchung
der Stabilitat von Verbindungen (35, 36). Dazu gehéren beschleunigte iso-
chrone Studienprotokolle mit Abschatzung des Substanzzerfalls nach der
Arrhenius-Gleichung. Dies bezieht sich auch auf Referenzmaterialien (37—
39). Es ist jedoch zu betonen, dass das System einer Arzneimittelverbin-
dung in einer hoch standardisierten galenischen Matrix weit weniger kom-
plex ist als das einer MessgrofRe in einer biologischen Probenmatrix.

Eine interessante Beobachtung in den Daten war der Anstieg der Ferritin-
werte bei langerer Einwirkung hoherer Temperaturen. Eine mogliche Erkla-
rung dafiir kdnnten nicht spezifizierte Veranderungen in der Probenmatrix
sein, die sich auf die Ligandenbindungsmessung auswirken, obwohl die mo-
lare Konzentration des Analytenmolekdls gleichbleibt. Verschiedene Effekte
kénnen hier sogar zusammenwirken, d. h. der Zerfall des Analyten sowie

mogliche dynamische Matrixeffekte, einschliellich Hamolyse.
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In diesem Zusammenhang ist zu beachten, dass die Stabilitat der Parame-
ter von den jeweiligen Messmethoden abhangig sein kann; zum Beispiel,
wenn sich Epitope und Tertiarstrukturen in Bezug auf Ligandenbindungsas-
says andern.

Die Produktinformation des Herstellers des exemplarisch verwendeten
Harnsaure-Assays geht nicht auf die Stabilitat der MessgrofRe in Vollblut-
proben vor der Zentrifugation ein. Es wird nur die Stabilitat in Serum und
Plasma beschrieben (Roche Dokument 005171857190c701V11.0). Darin
heillt es: “It is the responsibility of the individual laboratory to use all availa-
ble references and/or its own studies to determine specific stability criteria
for its laboratory.”

Fir den Ferritin-Assay wird nur die "Stabilitat" angegeben, ohne Angabe
des Materials (Vollblut oder Serum). Sie wird mit 7 Tagen bei 15-25 °C und
7 Tagen bei 2-8 °C beschrieben. Weitere Empfehlungen werden nicht ge-
geben (Roche-Dokument 0105172390190c701V7.0).

Eine Beobachtung im Rahmen dieser Untersuchungen ist damit auch, dass
die Stabilitatsangaben der Testhersteller sehr vage sein kdnnen. Es scheint,
dass die diagnostische Industrie mehr Aufmerksamkeit auf die Empfehlung

von Assay bezogenen Stabilitatseigenschaften legen sollte.

Neben dem traditionellen Ansatz der Quantifizierung eines einzelnen Ziels

wird die Erstellung von Stabilitatsprofilen wahrscheinlich eine noch
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wichtigere Rolle in der Ara der Omics-Anwendungen in der Labormedizin

(40) spielen - was transparente und flexible Protokolle erforderlich macht.
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4.2 Limitationen der Arbeit

Naturlich unterliegt das in dieser Arbeit vorgeschlagene Protokoll Limitatio-
nen.

Die Stabilitatseigenschaften von Messgrofien kdnnen sich moglicherweise
bei nicht-gesunden Personen von denen gesunder Probanden unterschei-
den. Allerdings unterliegt die Probenentnahme von Patienten fir Stabilitats-
studien unter ethischen Gesichtspunkten sehr engen Grenzen. In einer Stu-
die an gesunden Probanden wird es damit grundsatzlich nur moglich sein,
die Stabilitatsprofile von MessgrofRen in physiologischen Konzentrationsbe-
reichen zu beschreiben.

Dieses Schema ist nur flr Testmaterialien anwendbar, die eingefroren wer-
den kdnnen; daher ist das Schema insbesondere flr hamatologische Un-
tersuchungen nicht geeignet.

Aulerdem werden in jedem Fall nur Stichproben untersucht, um Vorhersa-
gen flr zuklnftige Proben zu treffen. Daher sind Aussagen zur Stabilitat der
untersuchten Analyten Wahrscheinlichkeitsaussagen, denn einzelne Pro-
ben kdnnen sich unvorhersehbar verhalten. Ausreil3er der Stabilitatsunter-
suchungen sind mdéglich, da Untersuchungskollektive nicht willkirlich grof3
gewahlt werden kdnnen.

Die Annahme einer Messunsicherheit ist grundsatzlich unscharf, auch weil
es kaum maglich ist, Daten flir den gesamten Messbereich zu erheben.
Grundsatzlich ist die Bestimmung des MalRes (MU) immer fehlerbehaftet

und erlaubt nur eine ungefahre Vorhersage der tatsachlichen Varianz in
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einer zukinftigen Messreihe. Daruber hinaus ist zu beachten, dass ein rea-
ler Stichprobenversandprozess ein inkonstantes Temperaturprofil aufwei-
sen kann, das nicht in diesem Protokoll abgebildet ist. Beispielsweise kon-
nen Aufbewahrungszeiten bis zum Transportbeginn innerhalb einer Arzt-
praxis oder einem Abholcontainer entstehen, die sich von den Rahmenbe-
dingungen wahrend des Transportvorgangs unterscheiden. Auch der
Transportvorgang kann mit Temperaturschwankungen verbunden sein wie
z. B. Sonneneinstrahlung, die ein Transportauto wahrend des Transportes
aufheizen kénnte.

Bei dem vorgestellten Schema werden sehr kleinvolumige Rdhrchen ver-
wendet, um den Bedarf an Spenderblut zu minimieren. Es kann nicht vollig
ausgeschlossen werden, dass die Stabilitatsergebnisse von der GroRe der
Probenréhrchen abhangen und dass Abweichungen bei R6hrchen mit Stan-
dardgréfie auftreten kénnen.

In der vorliegenden Proof-of-Concept-Untersuchung wurde der Einfluss von
UV-Bestrahlung und Erschutterungen der Probe nicht untersucht. Dies
kann jedoch prinzipiell auch mit dem vorgeschlagenen isochronen Basis-
verfahren (z. B. durch Inkubation auf einem horizontalen Schattler) durch-
gefuhrt und simuliert werden. Diese Moglichkeit der flexiblen Anpassung

von Studienparametern hat bis dato Novitat.
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4.3 Ausblick

Normen entstehen auf Basis eines Konsenses. Dies heil’t, es entsteht eine
Einigung Uber die konkreten Inhalte einer Norm unter Berucksichtigung der
Interessen aller Beteiligten und unter Berucksichtigung des Standes der
Technik.

Trotz aller Einschrankungen kann das hier vorgestellte flexible Protokoll ein
natzliches Instrument sein, um die Stabilitat von Messgrolien zu untersu-
chen und einrichtungsspezifische Leitlinien fur Untersuchungen zu entwi-
ckeln. Dies konnte zuklnftig dazu beitragen, dass alle Stabilitatsstudien auf
denselben hochwertigen standardisierten Daten basieren und sich die Ent-
wicklung eines nationalen oder sogar internationalen Standards relevanter
Organisationen wie dem Deutschen Institut fir Normung e.V. (DIN) oder der

Internationalen Organisation fur Normung (ISO) ergibt.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Laboruntersuchungen sind ein wichtiges Instrument zur
Krankheitsdiagnostik und Kontrolle des Therapieerfolgs, wobei die Schnel-
ligkeit der Bearbeitung des Probenmaterials sowie die Genauigkeit bzw. Va-

liditat der Laborergebnisse entscheidend sind.

Diagnostische Proben werden wahrend des Transports zu Laboratorien ei-
nem Spektrum von Variablen ausgesetzt. Daher ist die Bewertung eines
umfassenden Stabilitatsprofils von MessgrofRen gerechtfertigt. Wahrend fiir
Pharmazeutika und Reagenzien angemessene Teststandards festgelegt
wurden, ist dies bei diagnostischen Proben nicht der Fall. Ziel dieser Arbeit
war es, ein Protokoll zu entwickeln und zu bewerten, das auf diagnostische

Proben anwendbar ist.

Methoden: Das vorgeschlagene Schema besteht aus vier Schlisselele-
menten. Erstens, flr die Bewertung der detaillierten Transport- oder Lager-
Stabilitatsprofile werden die Proben einem Spektrum von spezifizierten
Temperaturen und Lagerungsdauern ausgesetzt. Zweitens, einem isochro-
nen Protokoll, das die Vorbereitung mehrerer identischer Probenaliquoten
fur die Lagerung bei -80 °C erfordert. Drittens, wird zur Untersuchung der
Transportstabilitat von Vollblut-Primarproben fir jede Temperatur/Expositi-
onsdauer-Kombination ein separates Primarprobenrohrchen gewonnen
und exponiert. Hierfir wurden Primarprobenbehalter mit reduziertem Volu-

men angewendet. Viertens, die Ergebnisse der Analyse werden unter
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Berucksichtigung der Messunsicherheit der verwendeten Analysemethoden

bewertet.

Alle Variablen des Experiments werden in einer standardisierten Matrix do-
kumentiert. Als Proof-of-Concept wurden die Stabilitdtsmuster einer Reihe
von Messgrofen bei vier Temperaturniveaus uber diverse Zeitraume bis hin

zu 72 Stunden in primaren Serumprobenréhrchen profiliert.

Ergebnisse: Das Protokoll erwies sich als praktikabel und ermoglichte die
Beschreibung eines umfassenden Stabilitatsprofils einer betrachtlichen An-
zahl von Verbindungen, basierend auf 21 kleinvolumigen Primarproben, die
von jedem freiwilligen Probanden gesammelt und gemaf diesem Protokoll
exponiert wurden. Teile dieser Arbeit wurden in der Publikation ,Transport
stability profiling — a proposed generic protocol” (30) veroéffentlicht.

Fazit: Diese Arbeit konzentrierte sich auf die Beleuchtung der praanalyti-
schen Phase eines komplexen Systems bio-chemischer Reaktionen sowie
auf die Untersuchung der Transportstabilitat. Es handelt sich um ein allge-
meines Protokoll flr Stabilitdtsstudien in Bezug auf die praanalytische
Handhabung diagnostischer Proben. Die Machbarkeit des Ansatzes wurde
in einer exemplarischen Proof-of-Concept-Studie demonstriert, in der eine
grol3e Menge relevanter Daten im Rahmen eines standardisierten Experi-
ments erhoben wurden. Mit diesem einfachen und praktikablen isochronen
Protokoll konnen die Auswirkungen unterschiedlicher Vorverarbeitungsbe-
dingungen auf die Stabilitat von Messgréfien in Primarproben wahrend des

Transports zu diagnostischen Laboren detailliert untersucht werden. Dies
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ist von Bedeutung, da die praanalytische Logistik mit der Zentralisierung

analytischer Dienstleistungen immer wichtiger wird.

Die Maglichkeit der flexiblen Anpassung von Studienparametern innerhalb
des Stabilitatsstudienprotokolls hat bis dato Novitat. Dieses flexible Proto-
koll ist ein nltzliches Instrument zur Bewertung der Stabilitat von Messgro-
Ren und zur Entwicklung spezifischer Richtlinien flir Untersuchungen. Es
kénnte dazu beitragen, dass alle Stabilitatsprifungen auf denselben Stan-
dards beruhen und dass durch Organisationen wie das DIN oder die ISO

relevante Normen entwickelt werden.
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