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Zusammenfassung:
In dieser Übersicht wird die Verwendbarkeit der Durchflußzytometrie (DFZ) für Unter-
suchungen an Thrombozyten als Hilfe bei der Diagnose thrombozytärer Erkrankungen
(Krankheiten mit defizienter Expression „thrombozytenspezifischer" G P (GP: Glyko-
proteine) und autoimmuner sowie alloimmuner Thrombasthenien) behandelt. Außer-
dem wird auf die Möglichkeit funktioneller Studien in der Grundlagenforschung und bei
der Patientenüberwachung hingewiesen. Zu Beginn werden die apparativen Erforder-
nisse und die Methodik der DFZ sowie die geeignete Präparationstechnik der Thrombo-
zyten für die DFZ besprochen. Anschließend folgt eine Zusammenfassung der „thrombo-
zytenspezifischen" GPs und der HLA Klasse l Antigene, die teils als integrale Memban-
GP, teils jedoch nur in adsorbierter Form an der Thrombozytenmembran nachweisbar
sind. In diesem Zusammenhang werden eigene DFZ-Untersuchungen über die Expres-
sion von „thrombozytenspezifischen" G P und HLA Klasse l Antigenen bei Lagerung der
Thrombozyten in Zitratpuffer bei pH 7,2 sowie nach Behandlung mit Chloroquin bei pH
7,2 oder pH 5 (2 Stunden) oder mit Zitronensäure bei pH 3 (10 Minuten) diskutiert. Durch
diese Behandlung kann die Antigenität der HLA Klasse l Antigene reduziert oder ausge-
löscht werden, während die „thrombozytenspezifischen" GPs nahezu unverändert blei-
ben. Es konnte mithilfe von monoklonalen Antikörpern gegen die native schwere Kette
der HLA Klasse l Antigene (die jedoch nicht mit dem gesamten Heterodimer reagieren)
gezeigt werden, daß es bei der Chloroquin- oder Zitronensäurebehandlung hauptsäch-
lich zu einer Abspaltung des ß2-Mikroglobulins kommt, sodaß neue Epitope an der nati-
ven schweren Kette des HLA Klasse l Moleküls für diese Antikörper erkennbar werden.
Diese Methodik des HLA-Antigen-„Strippings" kann zur Differenzierung von Allo- oder
Autoantikörpern gegen HLA Klasse l Antigene bzw. thrombozytenspezifische Antigene

— verwendet werden. Abschließend werden Methoden zur Erkennung der Signaltransduk-
tion bei der Thrombozytenaktivierung besprochen. Zu diesem Zweck kann entweder die
Membranassoziation des GPs GMPUO, das in „ruhenden" Thrombozyten nur in den
-Granula vorliegt, oder der intrazelluläre Cäz+-lnflux bestimmt werden.
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Summary:
The present review paper discusses the use of flow cytometry for investigations ofplate-
lets in the diagnosis of disorders (disorders with deficient expression of „thrombocyte
specific" GPs (GPs: glycoproteins) and autoimmune äs well äs alloimmune throm-
bopenias). Furthermore the use offlow cytometry for basic research and patient-monito-
ring is summarized. First the apparatus requirements and the methodology of flow cyto-
metry äs well äs the appropriate preparatory techniques are mentioned, followed by an
overview of „thrombocyte specific" GPs and the significance of HLA class l antigens for
platelets. HLA class l antigens are partially inserted into the cell membrane and partially
only passively adsorbed. Our own results, obtained by flow cytometry, regarding the
expression of „platelet specific" GPs and HLA class l antigens on platelets, incubated in
citrate buffer at pH 7.2 and after treatment with chloroquine at pH 7.2 or pH 5 (for 2 hrs)

•Lab.med. 17: 115(1993) 115



Übersicht

or with citric acid at pH 3 (for 10 min), indicated that chloroquine and citric acid reduced
the antigenicity of HLA class l antigens while the antigenicity of platelet specific GPs
remained unaltered. We were also able to show that when using monoclonal antibodies
against the native heavy chain ofHLA class l antigens, which do not recognize the whole
heterodimer, the treatment of platelets with chloroquine or citric acid mainly leads to a
Splitting of the fl2-microglobulin from the heavy chain of the HLA class l molecule. Thus
the heavy chain becomes accessible to these antibodies. This method of HLA class l
antigen „stripping" makes it possible to discriminate between antibodies against HLA
class l antigens and antibodies against „thrombocyte specific" antigens. Finally, flow
cytometric methods for the investigation of signal transduction in platelet activation
are discussed, whereby either the expression of an a-granule GP (GMP140) on the cell
membrane of platelets or the increase in intracellular Ca2* ions can be determined.

Keywords:
thrombocytes - HLA antigens - „thrombocyte specific" glycoprotein - flow cytometry

Die Erforschung „thrombozytenspezifischer" Membran-
GP sowie deren Bedeutung für die Aktivierung von
Thrombozyten ist für die Gerinnungsdiagnostik, die Trans-
fusionsmedizin, die Leukämieforschung sowie für das Ver-
ständnis pathologischer Gefäßveränderungen von Bedeu-
tung [1-9]. Dazu hat die Einführung der DFZ-Technik einen
wesentlichen Beitrag geleistet. In dieser Übersicht sollen
die Methodik der DFZ, die Bedeutung der „thrombozyten-
spezifischen" Membran-GP und „thrombozytenspezifi-
scher'' Antikörper sowie DFZ Thrombozytenfunktionstests
besprochen werden. Außerdem wird über eigene verglei-
chende Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses von
Chloroquin- oder Zitronensäurebehandlung menschlicher
Blutplättchen auf die Antigenität von HLA Klasse l Dimer-
molekülen und „thrombozytenspezifischer" GP berichtet.

Durchflußzytometrie (DFZ)
Die DFZ ist im letzten Jahrzehnt zu einer unerläßlichen
Methode im Bereich der immunologischen Forschung ge-
worden. Sie ermöglicht unter anderem eine Quantifizie-
rung der Bindung polyklonaler und monoklonaler Antikör-
per an entsprechende zelluläre Bindungsstellen. Diese
Antikörper werden entweder als direkt fluorochromierte
Konjugate, biotinyliert oder unkonjugiert mit entsprechen-
den 2.-Stufe-Reagenzien verwendet (fluorochromierte An-
ti-lmmunglobulin-Konjugate, die gegen das Immunglobu-
lin des primären Antikörpers gerichtet sind, bzw. fluoro-
chromierte Avidin- oder Streptavidinkonjugate). Zwischen
Biotin und Avidin bzw. Streptavidin besteht eine hohe
Affinität. Daher sind biotinylierte Antikörper in Kombina-
tion mit konjugiertem Avidin oder Streptavidin für den
Nachweis schwach exprimierter Antigene oder bei schwa-
cher Affinität der Antikörper zum betreffenden Antigen
sehr gut geeignet. Nach Möglichkeit ist die Verwendung
direkt konjugierter Antikörper den 2-Stufenmethoden vor-
zuziehen, da sie aufgrund kürzerer Präparationsdauer eine
höhere Lebensfähigkeit der Zellen und eine Quantifizie-
rung der Antigendichte an der Zelloberfläche gewähr-
leisten.

Als Fluorochrome kommen vor allem Fluoresceinisothio-
cyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), und Peridinin-Chloro-
phyll (PerCP) in Frage. Mithilfe der Standardausdrüstung
eines geeigneten DFZs (in eigenen Untersuchungen
wurde ein FACScan (Becton & Dickinson, Mountain View,

USA) verwendet), können bei Lichtanregung mittels
Argonlaser (Wellenlänge: 488 nm) fünf Parameter erho-
ben werden: Vorwärtsstreulicht (FSC), 90°Seitenstreulicht
(SSC), Grünfluoreszenz (FL1) und zwei Rotfluoreszenzbe-
reiche (FL2 bei Verwendung von PE und FL3 bei Verwen-
dung von PerCP). Die zu untersuchenden Zellen müssen
als Einzelzellen in Suspension in Pufferlösung lebend oder
fixiert (meist mit Paraformaldehyd) vorliegen. Um repro-
duzierbare Meßergebnisse zu erhalten, bewährt sich die
Kalibration des DFZs mit monomorphen Latexkügelchen
(Durchmesser z.B. 7,1 ), die sich jedoch aus 5 unter-
schiedlichen Populationen genau definierter Fluoro-
chrombeladung zusammensetzen [10]. In eigenen Unter-
suchungen wurden zu diesem Zweck Quantum-1000-
beads (Flow Cytometric Cooperation, Res. Triangle Park,
USA) verwendet (Abb. 1). Nach dieser Einstellung des
DFZs ist aufgrund der geringen Größe der Thrombozyten
eine Erhöhung der Empfindlichkeit des Detektors für
beide Scatter-Signale vorzunehmen.

Zur Darstellung von Thrombozyten aus dem peripheren
Blut mittels DFZ sind bestimmte präparative Schritte zu
beachten [11,12]. Es ist vor allem notwendig, weitgehend
die Aggregation der Thrombozyten zu vermeiden, um sie
im Zweifachhistogramm (FSCxSSC) als distinkte Zell-
population erkennen zu können. Die Blutabnahme sollte
in speziellen Zitrat-beschichteten Röhrchen (ACD-Röhr-
chen) erfolgen, um Blutgerinnung und Aggregation zu
hemmen. Eine hundertprozentige Abtrennung der Throm-
bozyten von den anderen Blutzellen ist nicht notwendig,
eine starke Anreicherung jedoch erforderlich. Zu diesem
Zweck können Thrombozyten-Zentrifugen oder Flota-
tionsmittel eingesetzt werden. Nach eigener Erfahrung hat
sich die Verwendung von Ficoll Hypaque (Pharmacia,
Uppsala, Schweden) in einer Verdünnung von 1:5 mit
Zitratpuffer (0,15 M C8H6Na3O7 in phosphatgepufferter
Salzlösung (PBS), pH 7,2) bewährt. In diesem Medium ver-
bleiben die Thrombozyten nach 10minütiger Zentrifuga-
tion bei 400 g im Überstand und können durch weiteres
dreifaches Waschen mittels 10minütiger Zentrifugation
bei 40Öxg mit einer Reinheit von etwa 90-95% gewonnen
werden. Für die Markierung der Thrombozyten mitfluoro-
konjugierten Antikörpern sollten Sättigungsexperimente
durchgeführt werden (Abb. 2), um jenes Thrombozyten/
Antikörper-Verhältnis herauszufinden, bei dem eine Sätti-
gung der Antigen-Bindungsstellen erreicht wird. Höhere
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Abb. 1: DFZ-Darstellung von 5 Gruppen von Latexk gelchen gleicher Gr e, aber unterschiedlicher Fluorochromierung, in Form von
Einfachhistogrammen. Die erste Gruppe von K gelchen ist nicht mit Fluorochromen beladen. Die Beladung mit Fluoresceinisothio-
cyanat oder Phycoerythrin ist ber den weiteren Gruppen in den Histogrammen f r Gr nfluoreszenz (FL1) oder Rotfluoreszenz (FL2)
angegeben.

gung der Antigen-Bindungsstellen erreicht wird. H here
Konzentrationen an Antik rper k nnen zu deren vermin-
derten Bindung an die Oberfl chenantigene derThrombo-
zyten f hren.

DFZ-Untersuchungen k nnen an frischen 113] oder tief-
gefrorenen, mit einem Cryoprotectans versehenen
Thrombozyten [14, 15] vorgenommen werden.

„ Thrombozyt re" Oberfl chenantigene
Der DFZ-Nachweis thrombozyt rer Oberfl chenantigene
ist einerseits f r die Diagnose „thrombozytenspezifi-

scher" Defizienzien, wie dem Bernard ,Soulier' Syndrom
und der Glanzmann'schen Thrombasthenie [1, 12-16], so-
wie anderseits f r die Differenzierung von Erkrankungen
vorteilhaft, die durch Antik rper gegen „thrombozyten-
spezifische" Antigene oder gegen HLA Klasse l Antigene
hervorgerufen werden (alloimmune neonatale Thrombo-
penie [17,18], Posttransfusions-Purpura [19, 20] und auto-
immune thrombozytopenische Purpura [21-23]).

a) „Thrombozytenspezifische" GP geh ren einer Gruppe
von Adh sionsmolek len an, die auch an anderen Zellen
vorkommen. Diese befinden sich vor allem auch an Gra-
nulozyten, Monozyten/Makrophagen, Endothelzellen und

.Lab.med. 17:117(1993) 117



[ ÜbtÜbersicht

Fibroblasten und sind bei der Gefäßanlagerung und Ge-
webeeinwanderung lymphoider und myeloider Zellen im
Bereich von Entzündungen von Bedeutung [siehe Über-
sicht in 24, 25). Die sog. „thrombozytenspezifischen" GP
(GP la, Ib, Ic, Ha, llbr lila etc.) sind für die Adhäsion, Aggre-
gation und für die Immunogenität der Thrombozyten ver-
antwortlich. GPIb besitzt eine starke Affinität zu GPIX und
ist der wichtigste Rezeptor für den von Willebrand Faktor
(vWF), wodurch die Thrombozytenadhäsion an patholo-
gisch veränderte Gefäßwände ermöglicht wird. GPIa ist in
die Kollagen-aktivierte Thrombozytenaktivierung invol-
viert. An nicht aktivierten Thrombozyten ist es nur
schwach exprimiert (26). GPIb ist das wichtigste Sialogly-
coprotein an der Thrombozytenoberfläche [27-29]. Die
Fähigkeit zur Thrombozytenadhäsion ist beim hereditär
bedingten Bernard-Soulier-Syndrom aufgrund der fehlen-
den oder defizienten Expression von GPIb eingeschränkt.
Auch der Thrombin-Rezeptor GPV wird bei dieser Erkran-
kung nicht oder nur vermindert exprimiert. Zu den /?3-lnte-
grinen zählt der GP-Komplex llb/llla, der von großer Be-
deutung für die Thrombozytenfunktion ist [30-36]. GPIIb/
lila fällt unter jene Integrine, die speziell die Aminosäure-
sequenz Arginin-Glycin-Asparaginsäure (RGD-Sequenz)
erkennen [37, 38]. Der GP-Komplex llb/llla fungiert an akti-
vierten Thrombozyten als Rezeptor für Fibrinogen, Fibro-
nektin, Vitronektin und vWF [31]. Auch Thrombospondin
bindet schwach an GP llb/llla, wobei jedoch eine stärkere
Bindung an die Rezeptoren VnR und GPIV erfolgt [39, 40].
Die Bildung eines GPIIb/llla-Fibrinogen-Thrombospondin-
Komplexes führt zu einer irreversiblen Thrombozyten-Ag-
gregation. GPIIb/llla liegt als Heterodimer vor und ist Kal-
zium-abhängig. Die Komplexierung von Ca2+ führt zu sei-
ner Dissoziation [41]. Neben ihrer Funktion bei derThrom-
bozyten-Aggregation spielen die erwähnten Liganden des
aktivierten GPIIb/llla-Komplexes weitere wichtige biologi-
sche Rollen. Fibronektin, als adhäsives Glycoprotein ver-
mittelt die Bindung zwischen dem Kollagen des nach Zer-
störung des Endothels exponierten Subendotheliums und
dem aktivierten GPIIb/llla-Komplex. Zusätzlich befindet
sich auch noch ein weiterer Fibronektin-Rezeptor an
Thrombozyten, der GP-Komplex Ic/lla. Er ist auch an nicht
aktivierten Thrombozyten vorhanden [34]. Die Bedeutung
der Interaktion zwischen Vitronektin und dem GP-Kom-
plex llb/llla scheint in der Adhäsion der Thrombozyten
und der Thrombusbildung bei Einwirkung starker Scher-
kräfte zu liegen [5, 42].

Wie bereits erwähnt, können die Liganden von GPIIb/llla
mit Ausnahme kleiner, synthetisch hergestellter RGD-
Peptide aus sterischen GVünden nur an den aktivierten
GP-Komplex binden. Als Konsequenz einer Aktivierung
von Thrombozyten tritt eine Konformationsänderung der
oberflächlichen Domänen des GP-Komplexes auf, so daß
auch die größeren Liganden ihre Bindungsstellen errei-
chen können [34].

Bei einer hereditären Erkrankung, der Glanzmann'schen
Thrombasthenie, bei der die Thrombozytenaggregation
beeinträchtigt ist, wird GPIIb/llla nicht oder nur fehlerhaft
exprimiert. In der sog. Cam-Variante der Glanzmann'-
schen Thrombasthenie, bei der eine defektive RGD-Bin-
dung nachgewiesen wurde, besteht eine Punktmutation
an der Position 119 Asp-Tyr des GPIIIa [12].

FSC-H\FSC-Heighi —>
ANTI-U6/3a IN ZITRATPUFFER

Abb. 2: Antikörper-Saturierungsexperiment mit Thrombozyten
unter Verwendung des monoklonalen anti-HLA Klasse l Antikör-
pers (Klon B9.12.1, Fa. Immunotech, Marseille, Frankreich). In der
oberen Bildhälfte ist ein Zweifachhistogramm (FSCxSSC) ge-
zeigt, das die Position eines Thrombozytenfensters um die
lebenden Zellen verdeutlichen soll. In der unteren Bildhälfte ist
in dreidimensionaler Darstellung eine Serie von Messungen mit
verschiedenen Antikörperkonzentrationen (Angabe über den
Gruppen) zu sehen. Bei dieser Serie wurde eine Antigensättigung
bei W g/m^ erreicht

Außer dem GPIIb/llla bilden noch andere Moleküle der
Integrinfamilie GP-Komplexe: GPIa/lla und GPIc/lla [siehe
Übersicht in 1].

Für die Differentialdiagnostik autoimmuner und allo-
immuner Thrombopenien ist es notwendig, die Spezifität
der gegen Thrombozyten gerichteten Antikörper her-
auszufinden. Diese können entweder gegen Epitope auf
„thrombozytenspezifischen" GP [43-45] oder gegen HLA
Klasse Moleküle [46-48] gerichtet sein. Die Antigene auf
„thrombozytenspezifischen1' GP wurden in der - (hu-
man platelet antigens) Nomenklatur kategorisiert [49]. Die
meisten dieser Epitope sind auf dem GPIIb/llla-Komplex
lokalisiert. Die -Nomenklatur umfaßt folgende Spezifi-
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täten: HPA-1a (Zwe, PIA1) und HPA-1b (Zwb, PIA2) Epitope
auf GPIIIa; HPA-2a (Kob) und HPA-2b (Koa, Sib") Epitope
auf GPIb; HPA-3a (Baka, Lek8) und HPA-3b Bakb) Epitope
auf GPIIb; HPA-4a (Pene

f Yukb) und HPA-4b (Penb, Yuka)
Epitope auf GPIIIa sowie HPA-5a (Brb, Zavb) und HPA-5b
(Bra, Zava, Hca) Epitope auf GPIa.

IgG-Alloantikörper, die plazentagängig und gegen fötale
oder HLA Klasse l Antigene gerichtet sind, treten bei

der alloimmunen neonatalen Thrombozytopenie auf [17,
43, 44, 50, 51]. In der Hälfte der Fälle lassen sich diese
Antikörper schon in der ersten Schwangerschaft nachwei-
sen. Kurz nach der Geburt treten beim Neugeborenen
schwere Gerinnungsstörungen und deren Folgeerschei-
nungen auf. Als besonders gefährlich erweisen sich dabei
intracraniale Blutungen.

Obwohl bei der Posttransfusions-Purpura häufig anti-HLA
Alloantikörper gefunden werden, ist deren pathogeneti-
sche Bedeutung im Vergleich zu der der Anti-HPA Antikör-
per fragwürdig. Die Erkrankung tritt häufig bei Frauen in
mittlerem Alter auf, die mit allogenen Thrombozyten wäh-
rend einer Geburt und/oder nach Bluttransfusion in Kon-
takt gekommen waren. Sie kommt mitunter jedoch auch
bei Frauen, die noch keine Kinder geboren haben und bei
Männern vor. Schon nach 5-10 Tagen können erste Blu-
tungen auftreten. Als weitere Komplikationen sind eine
schwere hämorrhagische Diathese oder intracraniale Blu-
tungen anzuführen [1]. Der Pathomechanismus dieser Er-
krankung, bei der nicht nur die transfundierten, sondern
auch autologe Thrombozyten zerstört werden können,
wurde bisher nicht ausreichend abgeklärt. Es wird ange-
nommen, daß Zwa-positive transfundierte Thrombozyten
Zwa negative Patienten immunisieren und Zwa in löslicher
Form ins Blutplasma abgeben, das entweder an die auto-
logen, Zwa-negativen Thrombozyten adsorbiert wird, so
daß diese von den neu gebildeten Antikörpern erkannt
werden oder daß sich Immunkomplexe bilden, die eben-

falls an autologe Thrombozyten gebunden werden. Die
Bindung der Alloantikörper an Thrombozyten führt zu de-
ren Zerstörung und Phagozytose nach Komplementakti-
vierung .[52, 53]. Als weitere Ursache für die Pathogenese
der Posttransfusions-Purpura wurde die vorübergehende
Bildung kreuzreagierender Antikörper diskutiert, die mit
Oberflächenantigenen autologer Thrombozyten reagieren
und ebenfalls nach Komplementaktivierung zur Zerstö-
rung der autologen Thrombozyten führen könnten [54].

Alloantikörper gegen Thrombozyten treten mitunter auch
bei Patienten auf, die aufgrund eines Knochenmarkdefekts
mehrfach transfundiert worden sind. Aus den gleichen
Gründen wie bei der Posttransfusions-Purpura kommt es
in der Folge zur Zerstörung der transfundierten Throm-
bozyten.

b) HLA Klasse l Antigene sind Heterodimere, die einerseits
aus einer schweren Kette mit einem extrazellulären Anteil,
der aus den Domänen ,, 2 und a3 zusammengesetzt ist,
aus einem transmembranen und einem zytoplasmati-
schen Anteil sowie aus dem extrazellulär nicht-kovalent
gebundenem /?2-Mikroglobulin bestehen. Durch eine
genetisch bedingte multiple Allelie ist bei den HLA Klasse
l Antigenen ein starker Polymorphismus vorhanden. Die
verschiedenen Alloantigene sind durch unterschiedliche
Aminosäuresubstitutionen im Bereich der Domänen ,, 2
charakterisiert [55]. HLA Klasse l Antigene sind teilweise
so wie an kernhaltigen Zellen in der Thrombozytenmem-
bran verankert, teilweise aber nur aufgrund der „Klebrig-
keit" der Thrombozyten-Glycocalix aus dem Blutplasma
adsorbiert [56, 57]. In fluoreszenzmikroskopischen und
DFZ-Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß eine
zweistündige Behandlung von Thrombozyten mit Chloro-
quin bei pH 5 [58-63] oder eine zehnminütige Behandlung
mit Zitronensäure bei pH 3 [64, 65] zu einer Ablösung der
adsorbierten HLA Antigene, zu einer Abspaltung des ß2-
Mikroglobulins und vermutlich auch zur teilweisen Frag-

Abb. 3: Vergleich der Sätti-
gungspunkte für die Bindung
von Antikörpern gegen HLA
Klasse /, ßz-Mikroglobulin,
gegen die native schwere
Kette der HLA Klasse 1 Anti-
gene und gegen „thrombozy-
tenspezifische " Glykoproteine
nach Inkubation in Zitratpuffer
bei pH 7,2, sowie nach Chloro-
quin-Behandlung bei pH 7,2,
pH 5 oder nach Behandlung
mit Zitronensäure bei pH 3.
Als Meßeinheit gilt die mitt-
lere Fluoreszenzintensität.
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2000

1500 -

1000 -

500 -

HLA class l 62-m HC-10 HC-A2 GPIa/lla GPIIb GPIIb/ll la
SPEZIFITÄTEN (monokl. Antikörper gegen)

C3 ZITRATPUFFER
O CHLOROQUIN (pH 6)

CHLOROQUIN (pH 7.2)
ZITRONENSAURE (pH 3)

"Lab.med. 17: 119(1993) 119



Übersicht

mentierung der schweren Kette führt. Da die meisten
polyklonalen Antikörper (auch die Allo- und Autoantikör-
per gegen thrombozytäre HLA Antigene) nur das gesamte
Heterodimer erkennen [66], führt die Abspaltung des ß2-
Mikroglobulins zum Verlust der HLA-Antigenität. In eige-
nen Untersuchungen konnte unter Verwendung spezieller
monoklonaler Antikörper, die gegen die schwere Kette
des HLA Klasse l Moleküls gerichtet sind (HC-10 167], und
HC-A2 [68D, und nicht mit dem gesamten Heterodimer
reagieren, gezeigt werden, daß Chloroquin- oder Zitro-
nensäurebehandlung zwar die HLA-Klasse l Antigenität
für herkömmliche monoklonale Antikörper {wie z.B. des
Klons W6/32) reduziert oder gänzlich entfernt, jedoch die
membranständigen schweren Ketten für diese Antikörper
zugänglich macht (Abb. 3). Da anzunehmen ist, daß bei
Chloroquin- oder Zitronensäurebehandlung adsorbierte
HLA Klasse l Antigene von der Thrombozytenmembran
entfernt werden, ist die Freilegung der schweren Kette
dieser Moleküle ein Zeichen dafür, daß membranständige
HLA Klasse l Moleküle in mit der DFZ bestimmbarer
Menge auf Thrombozyten vorhanden sind.

Wie erwähnt, ermöglicht die Chloroquin- oder Zitronen-
säurebehandlung eine Unterscheidung zwischen Antikör-
pern gegen „thrombozytenspezifische" Antigene und
Antikörpern gegen HLA Klasse l Antigene. Ursprünglich
wurde zu diesem Zweck ein fluoreszenzmikroskopischer
oder ein ELISA Nachweis an Thrombozyten eingeführt
[58-61]. Bei dieser Methode werden Thrombozyten aus
EDTA-Blut isoliert und 2 Stunden mit 200 mg/ml Chloro-
quindiphosphat in EDTA/PBS bei pH 5 behandelt. Nach
Waschen mit EDTA/PBS werden sie mit Patientenseren,
die Allo- oder Autoantikörper gegen Thrombozyten bein-
halten, inkubiert, erneut gewaschen, mit einem FITC- bzw.
Enzym-konjugierten Antikörper inkubiert und im Fluores-
zenzmikroskop bzw. nach Reaktion in Substratlösung im
ELISA-Reader untersucht. Als Kontrolle werden Thrombo-
zyten, die nicht mit Chloroquin vorbehandelt worden wa-
ren, eingesetzt. Falls die antithrombozytären Antikörper
im Blut von thrombopenischen Patienten gegen HLA-Anti-
gene gerichtet sind, reagieren sie im Gegensatz zu Anti-
HPA Antikörpern nur mit unbehandelten, nicht aber mit
Chloroquin-behandelten Thrombozyten. Bei der Immun-
fluoreszenzmethode wird nach der Chloroquinbehand-
lung eine 2minütige Fixierung der Thrombozyten mit 1%
Formaldehyd vorgenommen.

Die DFZ ist jedoch durch ihre Quantifizierbarkeit diesen
Methoden überlegen. Mit DFZ können lebende Zellen
ohne einen aldehydbedingten Verlust an Antigenität
untersucht werden. Bei den eigenen Untersuchungen
konnten die Ergebnisse früherer Arbeiten [64, 65] bestä-
tigt werden, wonach die Zitronensäurebehandlung bei pH
3 der Chloroquinbehandlung bei pH 5 überlegen ist, da
sie gegenüber der letzteren Methode anstatt 2 Stunden
nur 10 Minuten in Anspruch nimmt. Dadurch werden die
Thrombozyten lebensfähiger erhalten. Bevor bei der DFZ-
Messung tote Thrombozyten gänzlich aus dem Throm-
bozytenfenster des Streulicht-Doppelhistogramms ver-
schwinden, stören sie diese durch hohe Eigenfluoreszenz.
Außerdem führt die Chloroquinbehandlung im Gegensatz
zur Zitronensäurebehandlung zur Aktivierung eines Teils
der Thrombozyten und zu deren Aggregation.

DFZ-Untersuchungen der Thrombozytenaktivierung
Wie aus dem vorher Beschriebenen verständlich, ist die
DFZ außer für die Unterscheidung zwischen HLA· und
„thrombozytenspezifischen" Antikörpern vor allem für die
Diagnose der erwähnten hereditären Defizienzien in der
Expression thrombozytenspezifischer GP von Vorteil. Die
DFZ eignet sich aber besonders für die Durchführung von
Experimenten, bei der die Interaktion der einzelnen Mem-
branrezeptoren an Thrombozyten mit ihren Liganden stu-
diert werden sollen. So kann die Bindung von Liganden
und deren Inhibition durch spezifische Antikörper unter-
sucht werden. Durch quantitative DFZ kann die Aktivie-
rung von Thrombozyten aufgrund der Bindung der Ligan-
den Fibrinogen und vWF sowie durch die verstärkte Bin-
dung von Fibronektin und Vitronektin dargestellt werden.
Da die thrombozytäre n Oberflächenrezeptoren mit dem
Zytoskeleton in Verbindung stehen, führt die Bindung der
erwähnten Liganden zu einer Signaltransduktion [69-72],
die mit einem verstärkten Calziuminflux verbunden ist.
Dieses Phänomen kann mit der DFZ unter Verwendung
spezieller Fluoreszenzproben, die von den Thrombozyten
aufgenommen werden (Fura-2, Quin-2 und lndo-1), nach-
gewiesen werden, lndo-1 ist nach Möglichkeit den beiden
anderen Proben vorzuziehen, da es zu einer SOfach stärke-
ren Fluoreszenz angeregt werden kann, eine schwächere
Affinität zu Ca2+ und eine bessere Selektivität gegenüber
Mg2+-lonen und Schwermetallen hat [73]. Bei einer UV-
Laserlichtanregung bei 355 nm resultiert unter Verwen-
dung einer geeigneten Filterkombination der Anstieg des
intrazellulären Ca2+ in einer Verschiebung der Emission
von 405 zu 485 nm. Als Maß für das intrazelluläre Ca2*
kann der Quotient der Fluoreszenzintensitäten 405/485 nm
verwendet werden [74]. Steht jedoch nur ein Argon-Laser
mit einer Anregungswellenlänge von 488 nm zur Verfü-
gung, können auch brauchbare Ergebnisse mit der Probe
Fluo-3 erzielt werden [75]. Der Anstieg intrazellulärer Ca2*-
lonen wird bei dieser Methode anhand der Fluoreszenz-
Intensitätszunahme bei 525 nm bestimmt. Aufgrund einer
Signaltransduktion verändern sich das intrazelluläre Ca2+

und der pH-Wert innerhalb von 30 Sekunden [74].

Eine weitere Möglickeit der Bestimmung der Thrombozy-
tenaktivierung besteht im Nachweis der Expression des
GMP140 (CD62), das in „ruhenden" Thrombozyten nur in-
trazellulär in den -Granula vorhanden ist. Bei der Throm-
bozytenaktivierung kommt es zu einer Sekretion und
Membranassoziation des'GMP140. Membrangebundenes
GMP140 kann infolgedessen durch entsprechende mono-
klonale Antikörper (z.B. SZ51 [76] und fluorochromierte
2.-Stufe-Antikörper nachgewiesen werden. Diese Me-
thode wurde bei Untersuchungen der Dysfunktion von
Thrombozyten, die durch Antibiotika verursacht worden
war [77], oder bei der Feststellung des Aktivierungsgrades
von Apherese-Thrombozytenkonzentraten [78, 79] ange-
wandt. Ebenso konnte mit der DFZ anhand der verstärkten
Expression von GPIb und GPIIb/llla an der Oberfläche der
Thrombozyten von Diabetikern gezeigt werden, daß im
Blut diesen Patienten vermehrt große und aktivierte
Thrombozyten zirkulieren [80].

Diese Übersicht sollte zeigen, daß die Behandlung von
Fragestellungen im Bereich der Thrombozytenfunktion
mit Hilfe der DFZ bei geeigneter präparativer Vorberei-
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tung und Kalibration des DFZ schnelle und reproduzier-
bare Ergebnisse liefert. Die Verwendung dieser Methodik
ist sowohl für die Grundlagenforschung als auch für die
klinische Diagnostik und die Patientenüberwachung hin-
sichtlich derThrombozytenfunktionen bei bestimmten Er-
krankungen oder bei immunmodulierender Therapie von
Nutzen.
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Glykosylierungsprofil der Akute-Phase-Proteine
(APP) als differentialdiagnostischer Marker
bei rheumatischen Erkrankungen
Glycosylation profile of acute-phase proteins äs a marker
in the differential diagnosis of rheumatic diseases
W. Müller, P. Hrycaj
Hochrhein-Institut für Rheumaforschung und Rheumaprävention, Bad Säckingen (D)/Rheinfelden (CH)

Zusammenfassung:
In den letzten Jahren wurde den Veränderungen der Glykosylierung der Akute-Phase-
Proteine bei rheumatischen Erkrankungen eine zunehmende Beachtung geschenkt. Die
Bestimmung der sogenannten Mikroheterogenität dieser Proteine mittels der Affinitäts-
Elektrophorese mit dem Lektin Concanavalin A (ConA) ermöglicht aufgrund der unter-
schiedlichen Reaktivität der genannten Proteine mit dieser Substanz verschiedene Ent-
zündungsformen zu unterscheiden. Das entgegengesetzte Verhalten dieser Reaktivität
bei akuten und chronischen Entzündungen läßt diese Zustände mit guter Sensitivität
differenzieren. Die Bestimmung des Glykosylierungsprofils der Akute-Phase-Proteine
erweitert die differentialdiagnostische Möglichkeiten bei entzündlich-rheumatischen Er-
krankungen.

Schlüsselwörter:
Akute-Phase-Proteine- Mikroheterogenität- Differentialdiagnose

Summary:
In the last yearsf therehas been increasing interest in the glycosylation changes of acute-
phase proteins in patients with various inflammatory conditions. The determination of
the so-called microheterogeneity of these proteins by affinity immunoelectrophoresis
with the lectin concanavalin A makes itpossible to differentiate between acute inflamma-
tion, characterized by an increase in reactivity of acute-phase glycoproteins with conca-
navalin A, and chronic inflammatory states, in which a decreased reactivity of acute-
phase glycoproteins has been observed. Differences in the glycosylation pattern enable
the detection ofintercurrent bacterial infections in patients with rheumatoid arthritis äs
well äs in those with systemic lupus erythematosus. Moreover, it is also possible to
differentiate between some rheumatic diseases (e.g., polymyalgia rheumatica versus
polymyositis/dermatomyositis) which have similar clinical appearance, but differ in the
pattern of glycosylation of acute-phase proteins.

- Keywords:
acute-phase proteins - microheterogeneity- rheumatic diseases - differential diagnosis

r-. . . Plasmaeiweißkörper, deren Konzentration auf einen adä-
bmieitung quaten Reiz um mindestens 25% ansteigt. Als „negative"
Gewebsschädigungen unterschiedlicher Genese, wie bak- Akute-Phase-Proteine werden von manchen Autoren die-
terielle und entzündlich-rheumatische Prozesse sowie jenige Proteine bezeichnet deren Plasmakonzentration als
Gewebsnekrosen führen innerhalb weniger Stunden zu Folge der Gewebsschädigung absinkt (1).
humoralen zellulären und metabolischen Reaktionen die Je nach Höhe des ssenen Anstieges bzw. Abfalls
f±\A^P*t*e~*e^°2eu > K

bez«lch
x

n
/
et..wH

erden können vier Gruppen von Akute-Phase-Proteinen unter-(Tab. 1). Eine besondere Rolle ist h.erbe, den Veranderun- schieden werden7fab> 2) (2):
gen der Serumkonzentration und Struktur der soge-
nannten Akute-Phase-Proteine zuzumessen. Zur Gruppe Die erste Gruppe beinhaltet Proteine, deren Konzentration
der sog. „positiven" Akute-Phase-Proteine gehören die sich bei einem adäquaten Stimulus um etwa 50% erhöht.

'Lab.med. 17: 123 (1993) 123



Übersicht

Tabelle 1: Akute-Phase-Reaktionen

1. Lokale Reaktionen
Ausschüttung von Mediatoren (lysosomale Enzyme, Hist-
amin, Serotonin, Prostaglandine), Vasodilatation, Chemo-
taxis, Produktion von Sauerstoffradikalen
2. Systemische Reaktionen
Schmerz, Fieber, allgemeine Stoffwechselreaktionen,
Veränderungen im Serumspiegel von Eisen, Kupfer, Zink,
Veränderungen im Serumspiegel der Proteine

Zu dieser Gruppe gehören Coeruloplasmin und die Kom-
plementkomponenten C3 und C4. Die zweite Gruppe um-
faßt Akute-Phase-Proteine, deren Konzentration nach ei-
nem entsprechenden Reiz um das 2- bis 4fache ansteigt,
wie dies beim ,-sauren Glykoprotein (AGP), dem ,-Pro-
teinaseinhibitor (Pl), dem ,-Antichymotrypsin (ACT), dem
Haptoglobin (Hp) und dem Fibrinogen der Fall ist.

In die dritte Gruppe werden die Akute-Phase-Proteine ein-
geordnet, deren Konzentration im Rahmen einer Gewebs-
schädigung über das 1000fache ansteigen kann, wie man
dies beim C-reaktiven Protein (CRP) und dem Serum-
amyloid A (SAA) beobachtet. Die vierte Gruppe beinhaltet
„negative" Akute-Phase-Proteine, wie Albumin und
Transferrin.

Die Mechanismen, die die Biosynthese der Akute-Phase-
Proteine steuern, sind bisher nur teilweise bekannt. Die
Synthese dieser Proteine erfolgt vor allem in der Leber

und es wird angenommen, daß Zytokine, die im entzünde-
ten Gewebe produziert und freigesetzt werden, eine ent-
scheidende Rolle in diesem Prozeß spielen (3, 4). Wich-
tigstes dieser Zytokine scheint nach in vitro- wie auch in
vivo-Befunden lnterleukin-6 (IL-6) zu sein (5), doch sind
wahrscheinlich auch lnterleukin-1 (IL-1), Tumornekrose-
faktor (TNFa) und Interferon (INF-y) von Bedeutung.
Zytokine steuern aber offensichtlich nicht nur die Syn-
these, sondern auch die Glykosylierung der Akute-Phase-
Proteine (6, 7). Der stimulierende Einfluß der Zytokine
kann sich also einerseits in den Veränderungen des Se-
rumspiegels der Akute-Phase-Proteine, andererseits aber
auch in den Veränderungen des Giykosylierungsmusters
der Akute-Phase-Glykoproteine widerspiegeln.

Akute-Phase-Proteine als Glykoproteine
Die quantitativen Veränderungen der Akute-Phase-Pro-
teine sind sehr gut bekannt und werden alltäglich in der
Klinik diagnostisch genutzt. Die Bestimmung des C-reakti-
ven Proteins kann hierbei als bestes Beispiel gelten. Dem-
gegenüber ist die Bedeutung der Veränderung des Giyko-
sylierungsmusters der Akute-Phase-Glykoproteine erst in
den letzten Jahren näher untersucht worden.

Bekanntlich zirkulieren alle Akute-Phase-Proteine mit Aus-
nahme des C-reaktiven Proteins, und des Serumamyloid
A in Form von Glykoproteinen im Serum. Als typisches
Beispiel sei das o^-saure Glykoprotein erwähnt, ein ein-
fach strukturiertes Protein, an das kovalentfünf Heterogly-
kanseitenketten gebunden sind (8). Sein Molekularge-

Tabelle 2: Klassifikation der menschlichen Akute-Phase-Proteine
Elektrophoretische

Mobilität
Normale

Plasmakonzentration
(g/l)

Positive APP

Gruppe 1
, (Anstieg um 50%)

Coeruloplasmin
C3-Komplementkomponent

a2
ß

0,15-0,60
0,80-1,70

Gruppe II
(Anstieg 2-4x)

arsaures Glykoprotein
Gh-Antitrypsin
ch-Antichymotrypsin
Haptoglobin
Fibrinogen

ttl

Cti

2

0,55-1,40
2,00-4,00
0,30-0,60
0,40-1,80
2,00-4,50

Gruppe III
(Anstieg > 1000x)

C-reaktives Protein
Serumamyloid A

,
Alb

< 0,010
< 0,005

Negative APP

Albumin
Transferrin

Alb 35,0-55,0
2,0-4,0
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Abb. 1: Charakteristische Konfiguration der Heteroglykan-Moleküle der Akute-Phase-Glykoproteine.
Abkürzungen: Sia = Sialinsäure; Gal = Galaktose; GIcNac = N-Acetylglykosamin; -Man = -gebundene Mannose;ß-Man =ß-gebundene
Mannose; Asn = Asparagin

wicht beträgt 41 kD, wovon 45% Heteroglykane ausma-
chen. Dieser hohe Gehalt an Heteroglykanen macht dieses
Glykoprotein zum Prototyp für die Bestimmung der Zuk-
keranteile von Akute-Phase-Glykoproteinen (9).

Die im ,-sauren Glykoproteinmolekül und auch in
den anderen Akute-Phase-Glykoproteinen vorhandenen
Heteroglykane haben zwei, drei oder vier Seitenketten, die
sogenannte bi-, tri- oder tetraantennäre Strukturen bilden
(2, 8, 9, 10) (Abb. 1). Die unterschiedlichen Anteile dieser
Heteroglykanmoleküle am Gesamtmolekül bestimmen die
sogenannte Mikroheterogenität der Akute-Phase-Pro-
teine.

Zur Unterscheidung der Struktur der Glykoproteine wur-
den verschiedene Methoden entwickelt wie chemische
Analysen, enzymatische und physikalische Methoden, die
Lektin-Säulen-Chromatographie, die Lektin-Affinitäts-Dif-
fusionstechniku.a. (9,11,12). Eine der meist verwendeten
Methoden ist die Affinitäts-Elektrophorese mit Lektinen
als Trägersubstanz (13). Die Lektine sind pflanzliche Pro-
teine, die die Fähigkeit besitzen, spezifisch mit einzelnen
Monosacchariden der Heteroglykanseitenketten von Gly-

koproteinen zu reagieren (8), weshalb in der Affinitäts-
Elektrophorese verschiedene Zuckerstrukturen von Akute-
Phase-Proteinen zu unterscheiden sind. Besonders oft
wird das -Mannose-spezifische Lektin-Concanavalin A
(ConA) benutzt. Die Bindung der Oligosaccharide oder
Glykoproteine mit ConA ist von dem Vorhandensein der
zwei -gebundenen, nichtreduzierenden endständigen
Strukturen oder der a-geb"undenen, 2-O-substituierten
Mannose mit freien C-3-, C-4- und C-6-Hydroxylgruppen
im Glykanmolekül abhängig (14), wobei das mittelstän-
dige, zur ^-Mannose gebundene N-Acetylglykosaminmo-
lekül die Bindung inhibiert. Da nur die biantennären, nicht
jedoch tri- oder tetraantennären Zuckerseitenketten der
Akute-Phase-Glykoproteine die oben erwähnten Struktu-
ren besitzen, hängt die Gesamtaffinität der jeweiliegen
Proteinmoleküle von der Gesamtzahl der bianten-nären
Heteroglykane ab (15).

Bei der Untersuchung des ^-sauren Glykoproteins, aber
auch verschiedener anderer Akute-Phase-Glykoproteine
erlaubt die Affinitäts-Elektrophorese vier verschiedene
Mikroheterogenitätsvariante zu objektivieren (2, 8, 10)
(Abb. 2):
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Abb. 2: Glykosylierungsmuster des a-T-sauren Glykoproteins (A) und des -1-Antichymotrypsins (B). 0 = die nicht mit ConA reagierende
Variante, 1 = die schwach mit ConA reagierende Variante, 2 = die deutlich mit ConA reagierende Variante, 3 = die stark mit ConA
reagierende Variante

1. Glykoproteine, die nicht mit ConA reagieren, da sie
keine biantennären Heteroglykanstrukturen besitzen
(Variante 0)

2. Schwach mit ConA reagierende Glykoproteine, die
eine biantennäre Zuckerstruktur haben (Variante 1)

3. Deutlich mit ConA reagierende Glykoproteine mit zwei
biantennären Zuckerstrukturen (Variante 2).

Gelegentlich beobachtet man eine vierte mikroheterogene
Fraktion (Variante 3), die besonders häufig in Seren von
Patienten mit akuten Entzündungen gefunden wird.

Die unterschiedlichen Quantitäten der o.e. mikrohetero-
genen Fraktionen lassen bei der Untersuchung des -,-sau-
ren Glykoproteins drei verschiedene Glykosylierungs-
muster erkennen (Abb. 3). Das erste Muster, das bei Ge-
sunden, aber auch bei Patienten mit systemischen Lupus
erythematodes und Neoplasien gefunden wird, ist durch
einen etwa gleich hohen Peak der Variante 0 und 1 ge-
kennzeichnet (8, 16). Die stärker mit Concanavalin A rea-
gierende Komponente 2 kommt hierbei nur in niedriger
Konzentration vor.

Bei chronischen Entzündungen ist die Serumkonzentra-
tion der Fraktion 0 deutlich höher als die der Komponente
1. Die Komponente 2 ist wie beim Gesunden nur in niedri-
ger Konzentration oder überhaupt nicht nachweisbar (2,
8, 10, 17).

Bei akuten Gewebsschädigungen wie etwa akuten bakte-
riellen Infektionen, der Pankreatitis oder Traumen ist die
Concanavalin -Reaktivität des ansäuren Glykoproteins
erhöht, was sich in einer relativen Erhöhung der Kompo-
nenten 1 und 2 sowie evtl. dem Auftreten einer 3. Kompo-
nente widerspiegelt (8, 18, 19).

Um Veränderungen des Glykosylierungsmusters zu quan-
tifizieren, wird der sogenannte Reaktivitätskoeffizient be-
rechnet (Abb. 3), der ein Maß für die relative Konzentra-

tion der mit Concanavalin A reagierenden und mit Conca-
navalin A nicht reagierenden Glykoproteine darstellt. Hier-
bei wird nach planimetrischer Quantifizierung der einzel-
nen Fraktionen die Summe der Fraktion 1 bis 3 durch die
Fraktion 0 dividiert. Durchschnittlich beträgt der Reaktivi-
tätskoeffizient des AGP beim Gesunden 1,28±0,25, ist bei
akuten Entzündungen wegen des höheren Anteils von
Glykoproteinen mit biantennären Zuckerstrukturen er-
höht, bei chronischen Entzündungen dagegen erniedrigt.
Dementsprechend können sich die Unterschiede des
Glykosylierungsmusters im Krankheitsverlauf bei Über-
gang von akuten in chronisch-entzündliche Erkrankungen
ändern. Im Akutstadium ist eine erhöhte Reaktivität der
Akute-Phase-Glykoproteine mit ConA zu beobachten, die
sich im weiteren Verlauf bei Fortdauer der Infektion zu-
nehmend erniedrigt, um sich mit Verschwinden der Infek-
tion wieder zu normalisieren (20).

Veränderungen der Glykosylierung
der Akute-Phase-Proteine
bei rheumatischen Erkrankungen
Die meisten rheumatischen Erkrankungen stellen be-
kanntlich chronische Entzündungen dar. Ein typisches
Beispiel ist die chronische Polyarthritis, bei der die Serum-
spiegel der Akute-Phase-Proteine wie z. B. des C-reaktiven
Proteins oder des Serumamyloid A mit zunehmender ent-
zündlicher Aktivität der Erkrankung ansteigen, weshalb sie
als Aktivitätsparameter angewandt werden. Im Gegensatz
dazu beobachtet man bei zunehmender Aktivität eine Er-
niedrigung in der ,-saures Glykoprotein-Concanavalin A-
Reaktivität (21, 22).

Sicher kann die Bestimmung des Glykosylierungsmusters
der Akute-Phase-Proteine nicht als ideale Methode für die
Untersuchung der Aktivität der Erkrankung angesehen
werden. Viel aussagekräftiger sind hier die Bestimmung
des oben genannten C-reaktiven Proteins, des Serum-
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B

o 0 0

A - RC=1.28±0.25. Vorkommen bei Gesunden, Neoplasien und dem systemischen Lupus erythematodes.

B - RC<1.03. Anteil der biantennären Oligosacchariden im AGP erniedrigt (Komponente 0 erhöht).
Vorkommen bei chronisch-entzündlichen Erkrankungen, wie der chronischen Polyarthritis,
der Spondylitis ankylosans und chronischen bakteriellen Infektionen.

C - RC>1.53. Anteil der biantennären Oligosacchariden im AGP erhöht (zusätzlicher Peak 3).
Vorkommen bei akuten bakteriellen Infektionen, Verbrennungen, dem Myokardinfarkt,
der Pankreätitis,

Reaktivitätskoeffizient (RC) =
Summe aller mit ConA reagierenden Varianten (1-3)

Variante 0 (nicht mit ConA reagierend)

Abb. 3: Unterschiedliche Glykosylierungsmuster des alpha-1-sauren Glykoproteins.

amyloid A oder einfach die altbewährte Blutsenkung. Es
gibt jedoch klinische Situationen, in denen diese Metho-
den versagen, insbesondere bei interkurrenten Infektio-
nen.

Bekanntlich stellen Infektionen bei den Patienten mit chro-
nischer Polyarthritis ein ernstes Problem dar. Nach Unter-
suchungen von Baum (23) ist die Mortalität bei der chroni-
schen Polyarthritis wegen der Infektionen höher als in der
Gesamtpopulation, wohl bedingt durch eine Immun-
schwache, die durch die Erkrankung selbst oder die An-
wendung von Immunsuppressiva bedingt ist.

Da akute Infektionen einen erhöhten, chronische Poly-
arthrititiden dagegen einen erniedrigten Reaktivitätskoef-
fizienten des ,-sauren Glykoproteins aufweisen, erschien
es möglich, die Infektion mit Hilfe des Reaktivitätskoeffi-
zienten des genannten Proteins zu erfassen. Hierfür haben
die Untersuchungen von Pawlowski et al. den Beweis ge-

liefert (24). Im Gegensatz zu verminderten Reaktivität des
ansäuren Glykoproteins mit Concanavalin A bei den Pati-
enten mit der aktiven chronischen Polyarthritis zeigte sich
bei der chronischen Polyarthritis-Gruppe mit Infektionen
eine Erhöhung des Reaktivitätskoeffizienten des genann-
ten Proteins. Wenn bei der aktiven chronischen Polyarthri-
tis ein Reaktivitätskoeffizient von 1,00 als Grenzwert ange-
nommen wird, so ergibt sich für den Nachweis einer Infek-
tion durch den Anstieg dieses Koeffizienten eine Sensitivi-
tät von 100% und eine Spezifität von 79. Nimmt man da-
gegen bei dieser Erkrankung einen Reaktivitätskoeffizien-
ten von 1,27 als Grenzwert an, so beträgt die Sensitivität
73%; die Spezifität 100%. Eine dritte Fraktion wurde über-
haupt nur bei den chronischen Polyarthritiden beobachtet
die eine gleichzeitige Infektion aufwiesen, womit diesem
Peak eine Sensitivität und Spezifität von 100% zukommt.
Obwohl die Infektion von einem Anstieg der Serumkon-
zentration des CRP und AGP begleitet wurde, waren die
Unterschiede im Vergleich zur aktiven Polyarthritis zu
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Tabelle 3: Bestimmung der Mikroheterogenität der Akute-Phase-
Proteine in der Differentialdiagnose der rheumatischen Erkran-
kungen

1. Nachweis der Akuität und Chronizität entzündlicher
Prozesse bei bakteriellen Infektionen und auch be-
stimmten rheumatischen Erkrankungen wie z. B. der '
Spondylitis ankylosans

2. Abtrennung infektiöser Prozesse von rheumatischen
Erkrankungen bei der chronischen Polyarthritis, dem
systemischen Lupus erythematodes und dem juvenilen
Morbus Still

3. Differenzierung zwischen einzelnen rheumatischen
Erkrankungen wie der Polymyalgia und der Poly-/Der-
matomyositis

niedrig, um eine ausreichende Sensitivität und Spezifität
zu erreichen. Aufgrund dieser Studie scheint der Reaktivi-
tätskoeffizient ein sehr sensitiver diagnostischer Parame-
ter zur Aufdeckung einer Infektion bei Patienten mit chro-
nischer Polyarthritis zu sein. Einschränkend zu diesen Be-
obachtungen muß jedoch betont werden, daß bei der
chronischen Polyarthritis offensichtlich im Frühstadium
auch eine Erhöhung des Reaktivitätskoeffizienten vor-
kommt, ohne daß eine Infektion vorhanden ist (25).

Besonders wichtig ist die rechtzeitige Diagnose einer In-
fektion bei Patienten mit systemischem Lupus erythema-
todes (SLE), denn oft ist eine entsprechende Differenzie-
rung aufgrund der klinischen Symptomatik nicht möglich,
kommen doch Fieber und Allgemeinsymptome sowohl
beim aktiven SLE wie auch beim SLE mit gleichzeitiger
Infektion vor. Die Differentialdiagnose dieser beiden Zu-
stände hat aber weitreichende therapeutische Konsequen-
zen, erfordert doch die Exazerbation des SLE eine Erhö-
hung der Corticosteroiddosen und evtl. den Einsatz von
Immunsuppressiva, während bei bakteriellen Infektionen
eine intensive Therapie mit Antibiotika erforderlich ist.
Auch hier kann die Bestimmung der Mikroheterogenität
klinisch relevante Informationen liefern. Während bei Pa-
tienten mit aktivem Lupus keine Veränderungen der Gly-
kosylierung der Akute-Phase-Proteine im Vergleich zu Ge-
sunden zu beobachten sind, steigt die Reaktivität dieser
Proteine mit ConA bei interkurrenten Infektionen wesent-
lich an, weshalb sich aktive Fälle von systemischen Lupus
erythematodes von solchen mit Begleitinfektionen mit
hoher Sensitivität (83%) und Spezifität (100%) unterschei-
den lassen (16).

Eine gewisse Bedeutung kommt auch der Bestimmung
des Glykosylierungsprofils des ,-sauren Glykoproteins
und des ,-Antichymotrypsins in der Differentialdiagnose
einzelner rheumatischer Erkrankungen zu. Nach den bis-
herigen Befunden scheint z.B. eine Abgrenzung der chro-
nischen Polyarthritis zum systemischen Lupus erythema-
todes bis zu einem gewissen Grad aufgrund des Reaktivi-
tätskoeffizienten der Akute-Phase-Glykoproteine möglich.
Besondere Beachtung wurde dem Reaktivitätskoeffizien-
ten des ,-sauren Glykoproteins und des ch-Antichymo-
trypsins bei der Abtrennung der Polymyositis/Dermato-
myositis von der Polymyalgia rheumatica geschenkt.

Während sich bei der letztgenannten Erkrankung mit und
ohne begleitende Arteritis temporalis ein Abfall des Re-
aktivitätskoeffizienten der beiden Glykoproteine fand,
konnte bei der Poly-/Dermatomyositis ein Anstieg der
Reaktivität der beiden Akute-Phase-Proteine mit Concana-
valin A beobachtet werden (26). Dieses entgegengesetzte
Verhalten in den Glykosylierungsmustern erlaubt eine
Unterscheidung der beiden erwähnten Erkrankungen,
welche durch die Bestimmung des C-reaktiven Proteins
nicht möglich ist, ist doch die Sensitivität und Spezifität
der CRP-Bestimmung hierbei weit geringer als die-
jenige des Reaktivitätskoeffizienten der Akute-Phase-Pro-
teine.

Schließlich sei noch erwähnt, daß es offensichtlich durch
die Bestimmung des Glykosylierungsmusters des ^-sau-
re n Glykoproteins möglich ist, die Aktivität der Spondylitis
ankylosans zu erfassen (27), beobachtet man doch im Exa-
zerbationsstadium der Erkrankung das Auftreten eines
dritten Peaks und eine Normalisierungstendenz des im
chronischen Stadium der Erkrankung erniedrigten Reakti-
vitätskoeffizienten.

Die differentialdiagnostische Bedeutung der Bestim-
mung der Mikroheterogenität der Akute-Phase-Proteine
ist in Tabelle 3 zusammengefaßt.

Sicherlich stellt die Bestimmung des Glykosylierungsmu-
sters der Akute-Phase-Proteine eine wertvolle Bereiche-
rung der Labordiagnostik rheumatischer Erkrankungen
dar, doch dürfen die Befunde des Glykosylierungsmusters
dieser Proteine nie für sich allein gesehen werden, son-
dern sollen immer nur im Zusammenhang sowohl mit
den klinischen wie auch mit den Laborbefunden verwer-
tet werden.
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Bestimmung von Eicosanoiden
in biologischem Material
Determination of eicosanoids in biological material
D. Pallapies
Abteilung für Pharmakologie und Toxikologie, Ruhr-Universität Bochum

Zusammenfassung:
Eine Eicosanoid-Bestimmung in biologischem Material ist prinzipiell mit unterschied-
lichen, voneinander unabhängigen Methoden möglich: Bioassay, Radioimmunoassay,
Enzymimmunoassay, Gaschromatographie/Massenspektrometrie, Hochdruckflüssig-
keitschromatographie (HPLC). Zur Zeit stellt der Radioimmunoassay die auf diesem Ge-
biet am weitesten verbreitete Methode dar, deren Vorteile in verhältnismäßig guter Sen-
sitivität, Spezifität und Geschwindigkeit, in der kommerziellen Verfügbarkeit radioaktiv
markierter Eicosanoide und spezifischer Antikörper und in dem einfachen methodischen
Prinzip liegen. Radioimmunologische Eicosanoid-Bestimmungen sind im allgemeinen in
Gewebe-Inkubationsmedien und proteinfreien Organperfusaten zuverlässig durchzufüh-
ren, während exakte Messungen von Urin- und Plasmaspiegeln wegen der Vielzahl mög-
licher unspezifischer Interferenzen wesentlich komplizierter sind. Für eine Validierung
der mittels Radioimmunoassay gewonnenen Daten bietet sich die HPLC an, die auch die
Separation von im Radioimmunoassay kreuz-reagierenden Eicosanoiden ermöglicht.

Schlüsselwörter:
Eicosanoide- Radioimmunoassay- Hochdruckflüssigkeitschromatographie

Summary:
Determination of eicosanoids in biological material can be performed by several in-
dependent methods such äs bioassay, radioimmunoassay, enzyme immunoassay, gas
chromatography/mass spectrometry, high pressure liquid chromatography (HPLC). Rs-
dioimmunoassay is the most widely used method becäuse of its relatively high sensi-
tivity, specificity and speed, the commercial availability of radiolabeled eicosanoids and
specific antibodies and becäuse of its simple methodology. In general, eicosanoid con-
centrations in tissue incubation media or protein-free perfusates can be reliably deter-
mined, while exact measurement of urine and plasma levels is much more complicated
becäuse of various non-specifical interfering factors. For validation of data obtained by
radioimmunoassay, HPLC, which is also used for Separation of eicosanoids cross-re-
acting in radioimmunoassays, is preferred.

Keywords:
eicosanoids - radioimmunoassay - high pressure lic/üid chromatography

Die Eicosanoide umfassen eine Vielzahl von Verbindun- in Kombination mit Massenspektrometrie, Chemilumines-
gen sehr unterschiedlicher biologischer Aktivität, die ent- zenz-, Enzym- und Radioimmunoassay und Hochdruck-
weder als Prostaglandine (PG) und Thromboxane (TX) zu flüssigkeitschromatographie (HPLC) mit UV-Detektion. Mit
den Cyclooxygenaseprodukten oder als Hydroperoxy- verschiedenen Bioassays läßt sich zwar die Freisetzung
eicosatetraensäuren, Hydroxyeicosatetraensäuren oder instabiler Eicosanoide aus Organen und Geweben konti-
Leukotriene (LT) zu den Lipoxygenaseprodukten des Ära- nuierlich und unmittelbar bestimmen, allerdings sind Spe-
chidonsäurestoffwechsels zählen (Abb. 1). Wegen der z.T. zifität und Präzision dieser Methodik deutlich geringer als
nur sehr geringen Struktur- oder Konfigurationsunter- die anderer Methoden, so daß eine Validierung der Resul-
schiede zwischen den Arachidonsäuremetaboliten ist es täte beispielsweise durch Zusatz eines selektiven Rezep-
entscheidend, daß die zur quantitativen Eicosanoidbe- torantagonisten erfolgen sollte (1). Als nachteilig ist auch
Stimmung verwendeten Methoden eine hohe Spezifität die oft sehr begrenzte Anzahl meßbarer Proben pro biolo-
besitzen. Prinzipiell sind Eicosanoidbestimmungen in bio- gischem Präparat anzusehen. Beispiele für Eicosanoid-
logischem Material mit folgenden, voneinander unabhän- Bioassays stellen die PGI2-Bestimmung anhand der in-
gigen Methoden möglich: Bioassay, Gaschromatographie hibitorischen Wirkung auf die Thrombozytenaggregation
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(2), die PGE2-Bestimmung anhand der kontraktilen Wir-
kung auf isolierte Rattenmagenstreifen (2) oder die Cystei-
nyl-LT-Bestimmung mittels des Meerschweinchenileums-
assays (3) dar. Für LTB4 ist ein Bioassay beschrieben, der
auf der lokalen Extravasation radioaktiv markierten
Serumalbumins nach intradermaler LTB4- und PGE2-ln-
jektion basiert (4). Im Unterschied dazu lassen sich Eicosa-
noide mit Hilfe der Gaschromatographie/Massenspektro-
metrie hochspezifisch und präzise bestimmen. Die Mas-
senspektrometrie ist die""einzige Methode, die eine for-
male Identifizierung der Eicosanoide ermöglicht. In Kom-
bination mit der Gaschromatographie läßt sich deshalb
eine zuverlässige quantitative Eicosanoidanalyse durch-
führen. Allerdings müssen andere interferierende biologi-
sche Stoffe auch bei dieser hochspezifischen Methode ge-
gebenenfalls berücksichtigt werden (5). Entscheidende
Nachteile der Kombination aus Gaschromatographie und
Massenspektrometrie sind lange Analysendauer und
hohe Kosten.

Die heute am meisten verwendeten Verfahren zur Eicosa-
noidbestimmung sind Immunoassays, sowohl Enzym-
immunoassays als auch Radioimmunoassays. Für beide
Typen von Immunoassays ist natürlich die Spezifität des
jeweiligen Antikörpers entscheidend. Daneben ist bei bio-
logischem Material die Reinheit der zu analysierenden
Proben von besonderer Relevanz. Dabei haben sich Sep-
Pak- bzw. HPLC-Reinigung bewährt. Werden die mögli-
chen Störfaktoren entsprechend berücksichtigt und elimi-
niert, so zeichnen sich Immunoassays durch besonders
hohe Sensitivität, Analysierbarkeit einer großen Proben-

zahl pro Tag sowie durch gute Spezifität und Präzision
aus. Als spezieller Typ des Immunoassays ist der Chemi-
lumineszenzassay zu erwähnen, bei dem Hapten-Katala-
se-Konjugate mit den Eicosanoiden um die Antikörperbin-
dungsstellen konkurrieren. Bei noch höherer Sensitivität
bis 10~18 mol/l weist der Chemilumineszenzassay aller-
dings eine niedrigere Präzision auf als der Radioimmu-
noassay und ist etwas aufwendiger in der Durchführung
(6).

Radioimmunoassays und HPLC
Da Eicosanoide zu kleine Moleküle sind, als daß sie selbst
immunogen sein könnten, ist es notwendig, sie an makro-
molekulare Carrier zu koppeln, um eine Immunreaktion
hervorzurufen. Obwohl PG mehrere reaktive Gruppen be-
sitzen, werden PG-lmmunogene gewöhnlich durch chemi-
sche Reaktionen mit der Carboxylgruppe synthetisiert.
Ringstruktur und 15-Hydroxylgruppe werden dann zu im-
mundominanten Gruppen. Mittels Carbodiimiden (7) bei-
spielsweise wird die Aminogruppe eines Proteincarriers -
im allgemeinen bovines Serumalbumin - an das PG ge-
koppelt. Cysteinyl-LT können gut über ihre freie Amino-
gruppe mittels Glutaraldehyd an Albumin gekoppelt wer-
den (8). Das Hapten-Carrier-Konjugat wird nach Dialyse in
destilliertem Wasser gelöst, mit Freundschem Adjuvans
emulgiert und subkutan Kaninchen oder Meerschwein-
chen Injiziert. Ein bis zwei Wochen nach wiederholten
Boosterinjektionen in Intervallen von mehreren Wochen
bis Monaten kann Antikörper enthaltendes Plasma ge-
wonnen werden. Prinzipiell sind beim Arbeiten mit Radio-
immunoassays möglicherweise störende Faktoren zu be-
achten und, soweit möglich, auszuschließen: dazu gehört
z. B', die Aufrechterhaltung möglichst konstanter Bedin-
gungen bezüglich pH, Temperatur und lonenkonzentratio-
nen der Puffer (9, 10). Störeffekte können ebenso auf der
Verwendung von Antikoagulanzien oder protektiven Sub-
stanzen beruhen. Bei Verwendung heterologer Standards
muß eine entsprechende Kreuzreaktivität vorliegen. Eine
Mindestanforderung an einen validen Radioimmunoassay
besteht darin, daß ein Parallelismus zwischen verschiede-
nen Verdünnungen von Standard einerseits und unbe-
kannten Eicosanoidkonzentrationen in biologischem Ma-
terial andererseits besteht (9, 10). Zur Validierung des Ra-
dioimmunoassays sollten generell, vor allem während der
Entwicklung eines neuen Assays, parallel Eicosanoidbe-
stimmungen mittels einer anderen Methode durchgeführt
werden wie z.B. Bioassay oder Gaschromatographie/Mas-
senspektrometrie. Die Validität eines Immunoassays
sollte auch überprüft werden, indem man zu biologischen
Proben exogenen Standard zugibt. Danach sollte eine ent-
sprechende Erhöhung der Gesamtmenge des Eicosanoids
im Assay meßbar sein. Das immunoreaktive Antigen muß
darüber hinaus, wenn möglich in mehreren chromatogra-
phischen Systemen, mit korrespondierendem Standard
ko-chromatographieren (11, 12). Zusätzliche Validierung
kann erzielt werden, indem man ein Enzym zugibt, das die
zu messende Substanz so verändert, daß ihre Immunore-
aktivität im entsprechenden Assay aufgehoben wird (13).
Bislang sind allerdings nicht für alle Eicosanoide hochspe-
zifische Antikörper verfügbar, so daß der Immunoassay
allein zur exakten Bestimmung mancher Eicosanoidkon-
zentrationen nicht ausreicht. PGE, und sein aktiver Meta-
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bolit 13,14-Dihydro-PGE, einerseits (14), die Cysteinyl-LT
LTC4, LTD4, LTE4 andererseits (15) lassen sich z.B. dann
eindeutig quantifizieren, wenn sie zunächst mittels HPLC
voneinander getrennt und die Eluate anschließend radio-
immunologisch untersucht werden. Die HPLC ist ein Mit-
tel der Wahl zur Reinigung und Separation biologischen
Materials nach vorheriger Sep-Pak-Extraktion. Aufgrund
unterschiedlichster unspezifisch interferierender Substan-
zen ist die radioimmunologische Bestimmung von Eicosa-
noiden in biologischem Material in den meisten Fällen nur
nach Reinigung möglich (16). Eine Extraktion bei sauren
pH-Werten ist z.B. notwendig für die Bestimmung von
PGE2 und PGF2n in menschlichen Urinproben (12) oder im
Magensaft (17). Dabei wird Chloroform oder Diethylether
für die Extraktionen der weniger polaren PG der A- und E-
Serie, Essigsäureethylester für Extraktionen der PG der F-
Serie verwendet (18). Um Aufschluß über die „recovery"
zu erhalten, sollte man Tritium-markierte Eicosanoide
denselben Reinigungsverfahren unterziehen wie die bio-
logischen Proben (19). Dagegen ist es vorzuziehen, Pro-
stanoide im Plasma ohne vorherige Extraktion direkt zu
bestimmen (20, 21), da die Gefahr der Interferenz anderer
Substanzen, insbesondere von Arachidonsäure, nach Ex-
traktion größer ist. Arachidonsäure ist im Plasma zum
weitaus überwiegenden Teil an Proteine wie Albumin ge-
bunden und interferiert in dieser Form kaum in Immu-
noassays, während nach Extraktion freie Arachidonsäure
in hohen Konzentrationen oft signifikant mit Eicosanoid-
Radioimmunoassays interferiert. Ein besonderes Problem
bei der Bestimmung von TX- und PG-Plasmaspiegeln
stellt die zusätzliche Synthese dieser Eicosanoide wäh-
rend der Probengewinriung dar. Werden direkt bei der
Blutentnahme ein Cyclooxygenasehemmer wie Acetylsa-
licylsäure oder Indometacin sowie Natrium-EDTA als Anti-
koagulans zugegeben, so kann eine Synthese von TX und
PG in vitro zu einem großen Teil verhindert werden (22,
23). Dennoch sind die mittels Radioimmunoassay be-
stimmten Plasma-TXB2-Spiegel oft sehr variabel. Wäh-
rend auch eine artifizielle Synthese primärer PG und von
6-Keto-PGF1e möglich ist, werden die 15-Keto-13,14-Dihy-
dro-Metaboliten von PGE2 und PGF2o und die entsprechen-
den Urinmetaboliten nicht bei der Gewinnung von Plas-
maproben gebildet. Sie sind daher häufig ein vorzuzie-
hender Meßparameter zur Erfassung von Änderungen der
PG-Biosynthese in vivo. Die Analyse der LT-Spiegel in Blut
und Urin bedarf im allgemeinen einer vorherigen Extrak-
tion und Reinigung. Dagegen lassen sich LT wie auch an-
dere Eicosanoide mit wesentlich geringerem Aufwand zu-
verlässig in Organperfusaten und Gewebeinkubationsme-
dien analysieren (18, 24). Die Bestimmung der in vitro-
Synthese-Kapazität eines Gewebes ist in den meisten Fäl-
len einer Bestimmung von „Eicosanoidgewebskonzentra-
tionen" vorzuziehen. Sie ergibt sicherere Resultate, da Ei-
cosanoide kaum im Gewebe gespeichert werden, sondern
vielmehr nach Stimulation neu synthetisiert werden, so.
daß „Gewebskonzentrationen" oft nur die Synthese wäh-
rend Präparation und Homogenisation eines Gewebes
widerspiegeln. Im Gewebe vorhandene inaktivierende
Enzymaktivität kann zusätzliche Interferenzen bedingen
(25). Generell sollte eine längere Lagerung der zur Eicosa-
noidbestimmung vorgesehenen biologischen Proben ver-
mieden werden. Können die Proben nicht unmittelbar
analysiert werden, so sollten sie gefroren aufbewahrt wer-

den. Insbesondere bei Piasmaproben ist eine Lagerung
bei -70°C zu empfehlen, da bei -20°C bereits nach eini-
gen Wochen Veränderungen der Immunoreaktivität beob-
achtet wurden (23). Wiederholtes Frieren und Auftauen
biologischen Materials ist zu unterlassen, da dadurch
ebenfalls die Immunoreaktivität entscheidend verändert
werden kann (23, 26).

Zusammenfassend ist festzustellen, daß diverse Metho-
den zur Eicosanoidbestimmung zur Verfügung stehen,
von denen heute Radio- und Enzymimmunoassays sowie
die HPLC die am weitesten verbreiteten darstellen. Mit
diesen Methoden lassen sich Eicosanoide unter Beach-
tung entsprechender Vorbereitung der Proben auch in
relativ großer Probenanzahl in Plasma, Urin, Magensaft,
Organperfusaten und Gewebeinkubationsmedien hinrei-
chend präzise bestimmen.
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