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Chemilumineszenz. Reaktionssysteme und ihre
Anwendung unter besonderer- Berlicksichtigung
von Biochemie und Medizin. S. Albrecht, H. Brandl

“i und Th. Zimmermann. Heidelberg: Hiithig GmbH,

1996. 85 pp. 20 Abbildungen, 6 Tabellen, zahireiche
Schemata, 24 x 17 cm, kartoniert. DM 24.—, 6S175.—,
sFr 24— 1SBN 3-7785-2501-8.

“ In der vorliegenden Monographie, eingeleitet mit ei-
~: nem Geleitwort von W. G. Wood, werden chemische
=i Vorginge besprochen, bei denen als Folge exergoner

Reaktionen sichtbares Licht emittiert wird und die
man als Chemilumineszenz, bei Reaktionen im leben-

- den Organismus auch als Biolumineszenz, bezeichnet.

i In der Einleitung wird in charmanter Weise das We-
 sen der Lumineszenz erldutert und der Leser infor-
. miert, daB ihre Historie etwa 3500 Jahre zuriickreicht
- und die ersten lumineszierenden Substanzen bereits

vor 300 Jahren hergestellt wurden. In den folgenden
beiden Kapiteln werden die Begriffe erldutert und die
theoretischen Grundlagen der Lumineszenz in iiber-

.. sichtlicher und leicht verstindlicher Weise — unter-

stiitzt durch mehrere Abbildungen und Schemata —

‘i abgehandelt. Ausfiihrlich werden die Biolumineszenz-

Svsteme des Leuchtkifers Photinus pyralis (Luciferin/
Luciferase), der Leuchtbakterien (Oxidoreductase/
Luciferase) und der Leuchtqualle (Aequorea victoria)

* sowie die Chemilumineszenz-Systeme (Luminol, Acri-

. dinium, Peroxyoxalat) und deren prinzipiellen An-
. wendungsmoglichkeiten besprochen. In einem breiten
~ Anwendungsteil findet man eine Ubersicht tiber Ein-
.+ satzmoglichkeiten von Chemi- und Biolumineszenz in
: Biochemie, Klinischer Chemie und Umweltanalytik
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und Hinweise zur notwendigen Gerateausriistung. Im

| einzelnen werden die ATP-, NADPH- und H>Oz-ab-
} hingigen Systeme und der Einsatz der Lumineszenz

bei der Durchfithrung von Immunoassays, von Immu-
noblot-Techniken, der DNA-Analytik, von moleku-
lar-biologischen Methoden und Zellstoffwechselun-
tersuchungen dargestellt. Elektrochemilumineszenz-
Systeme sind als Detektorén in der HPLC und in-auto-
matisierten immunologischen Geritesystemen geeig-
net. Ein kurzer- Ausblick zeigt, welche Herausforde-
rungen auf die Laboratoriumsmedizin noch warten.

sige Stil, die iibersichtliche Darstellungsweise und die
gute Aufmachung, verbunden mit 224 Literaturzita-
ten. lassen das Buch zu einer ‘angenehmen Lektiire
werden. Der Einsteiger findet eine sehr gute Uber-
sicht, der erfahrene Analytiker zahlreiche wichtige

|} Hinweise und Tips. M6ge dem Buch eine weite Ver-

breitung beschieden sein, der populére Preis diirfte
kein Hindernis darstellen.

Dozent Dr. Dieter Meif$ner

4 Krankenhaus Dresden-Friedrichstadt, Stadtisches Kli-
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Pathophysiologie der Atherosklerose

J. Thiery”

* Institut fur Klinische Chemie, Klinikum GroBhadern der Ludwig-
Maximilians-Universitit Minchen

Die cholesterinreichen Low Density Lipoproteine
(LDL) sind praktisch immer und unabhiingig von ih-
rer Plasmakonzentration in das Atherosklerosege-
schchen eingebunden, dennoch miissen erhohte Plas-
ma-LDL-Cholesterinkonzentrationen nicht zwangs-
laufig zu einer GefdBerkrankung fiihren. Vielmehr
wird die athcrogene Wirkung der LDL durch eine fa-
milidre KHK-Belastung, sowie andere Risikofaktoren
wie z. B. Lipoprotein (a), hohe Plasmafibrinogenspie-
gel, Bluthochdruck, Tabakrauchen, und eine diabeti-
sche Stoffwechsellage verstirkt. Andererseits verrin-
gern humorale Faktoren wie Lipoproteine hoher
Dichte (HDL), moglicherweise auch Antioxidantien,
bestimmte Zytokine und eine bisher wenig verstande-
ne genetischc Resistenz der GefdBwand gegeniiber ei-
ner Hypercholesterindmie das koronare Risiko.

Der initiale Schritt bei der Entstehung der Athero-
sklerose liegt in einer lokalen Dysfunktion des Endo-
thels infolge einer Hyperlipiddmie oder anderer Risi-
kofaktoren. Unter dem Begriff einer ,Storung“ des
Endothels versteht man dabei in erster Linie eine Be-
eintrachtigung der Barrierenfunktion der Intima fiir

Makromolekiile, insbesondere fiir LDL und VLDL~

Remnantpartikel. Es kommt zu einer Synthesestérung
von Faktoren, die normalerweise eine Adhision von
Thrombozyten an das Endothel verhindern und eine
Relaxation der glatten Muskulatur bewirken kénnen.
Als frithe Folge einer Endothelschidigung findet sich
eine reaktive Expression von Adhésionsrezeptoren
fiir zirkulierende Monozyten und T-Lymphozyten. An
der Induktion der Zelladhision sind oxidierte LDL
(oxLDL) maBgeblich beteiligt. Sie entstehen beson-
ders bei einer Hypercholesterindmie aufgrund einer
verlidngerten biologische Halbwertszeit der LDL und
dadurch verstiarkten Retention in der Intima. Dies be-
glinstigt eine zellvermittelte Oxidation der LDL, wel-
che vermutlich in abgetrennten Mikrodominen der
Intima stattfindet. OxLDL sind potentiell zytotoxisch
und besitzen chemotaktische Eigenschaften. Sie wer-
den iiber nicht séttigbare Scavenger-Rezeptoren von
monozytidren Makrophagen und auch von aktivierten
glatten Muskelzellen mit hoher Affinitidt aufgenom-
men. oxLDL sind daher maBgeblich fiir die Schaum-
zellbildung und Cholesterinspeicherung in atheroskle-
rotischen Lésionen verantwortlich zu machen.

Das Initialstadium der Atherosklerose zeichnet sich
neben der Einwanderung von Makrophagen auch
durch eine erhohte Proliferation glatter Muskelzellen
aus. Das Wachstum und die Migration glatter Muskel-
zellen in die Intima wird durch subendothelial gelege-

nene Makrophagen gefordert, in der Schulterregion .

eines Plaques zuweilen aber auch inhibiert. Makro-
phagen setzen zahlreiche Wachstumsfaktoren frei, vor

614 J Lab Med 1996; 20 (1 1).: 609-637

allem PDGF und verwandte Stoffe, Interleukin-1 und
TNF- . Diese Mediatoren bewirken auch eine sekun-
dire PDGF-Genexpression der glatten Muskelzellen
und des Endothels. In dieses Geschehen sind T-Lym-
phozyten ecingebunden, die durch chemotaktische
Stoffe der Makrophagen angelockt werden und gleich-
falls Wachstumsfaktoren ahgeben. Andererseits kén-
nen T-Lymphozyten in einer parakrinen Reaktion
durch Freisetzung von Interferon- die Proliferation
glatter Muskelzellen auch inhibieren. Gleichzeitig
kann es zu einer Aktivierung von Interleukin-18-Con-

verting Enzym (ICE) kommen, wodurch die Apopto-
se glatter Muskelzellen und Makrophagen in lipidrei- :
chen Anteilen der Lision induziert wird. Diese Pro- -
zesse sind wesentlich fiir die erhéhte Rupturgefahr ei- -
nes Atheroms. Die Ruptur eines lipidreichen Plaques .

mit nachfolgender thrombotischen Okklusion der
Koronararterie gilt heute als Hauptfaktor fiir den t6d-
lichen Verlauf eines Herzinfarktes.

Genetik der Hypertonie beim Menschen

A. M. Sharma*

* Abteilung fiir Aligemeine Innere Medizin und Nephrologie, Uni-
versitatsklinikum Benjamin Franklin der Freien Universitat Berlin

Die essentielle Hypertonie ist ein komplexes hetero-

genes Krankheitsbild, dessen Ausprigung sowohl von |

Umwelt- als auch genetischen Faktoren bestimmt
wird. Familien-, Zwillings- und Adoptionsuntersu-

chungen zeigen, dal die Varianz des Blutdrucks zu -
30-40% von genetischen und zu 60-70% von Umwelt- |

faktoren beeinfluft wird.

Wihrend die essentielle Hypertonie offenbar poly-
genetisch vererbt wird, gibt es auch seltene monoge-
netische Formen der Hypertonie, deren molekulare
Grundlagen in den letzten Jahren teilweise aufgeklart
werden konnte.

So wurde beispielsweise gezeigt, daf} das bereits seit
den 50er Jahren bekannte Syndrom des Glucocortico-
id-supprimierbaren Aldosteronismus Folge einer Fusi-
on der ACTH-sensitiven 5° Promotorregion des Gens
fiir die 118-Hydroxylase mit der kodierenden Sequenz
des Gens fiir die Aldosteronsynthase ist. Hierdurch
kommt es zu eineg, unphysiologischen ACTH-abhéngi-

. gen Expression der Aldosteronsynthase in der Zona

fasciculata, die durch Gabe von Dexamethason sup-
primiert werden kann.

Als weiteres konnte gezeigt werden, dafl das 1963
von Liddle beschriebene Syndrom des Pseudohyperal-
dosteronismus auf Mutationen der Gene fiir verschie-
dene Untereinheiten' des im distalen Nierentubulus
vorhandenen aldosteronempfindlichen epithelialen
Natriumkanals beruht, die zu einer konstitutiven Ak-

tivierung dieses Kanals und somit zur Natriumretenti-
-7

on und Entwicklung einer Hypertonie fiihren.
Weitere seltene monogenetische Hochdruckfor-
men, bei denen in letzter Zeit Fortschritte beziiglich




der Aufklirung der molekularen Grundlage gemacht

_ wurden, sind das Syndrome des scheinbaren Mineral-

okortiokoidiiberschuB8, das Hippel-Lindau-Syndrom
sowie die verschiedenen Formen des 11-8 Hydroxyla-
se-Mangels. -

Im Gegensatz zu den monogenetischen Hochdruck-
formen konnte bei der Aufkldrung der Genetik der
essentiellen Hypertonie beim Menschen wenig Fort-
schritt gemacht werden. So konnte trotz Untersu-
chung zahlreicher Kandidatengene bisher im Rahmen
von Familien- und Geschwisteruntersuchungen ledig-
lich eine Kopplung zwischen der Hypertonie und dem
Angiotensinogen-Gen gefunden werden. Dariiber
hinaus konnte bei Kaukasiern als auch bei Japanern
eine Assoziation zwischen einer sog. M235T-Variante
des Angiotensinogen-Gens mit der Hypertonie beob-
achtet werden. Diese Variante befindet sich in einem
nahezu vollkommenen Kopplungsungleichgewicht mit

" einer weiteren Variation im Bereich der Promotorre-

i

gion dieses Gens, die offenbar zu einer gesteigerten
basalen Angiotensinogenproduktion fiihrt. Die patho-
physiologische Bedeutung dieser genetischen Varian-
ten des Angiotensinogen-Gens bleibt bisher unklar.

Inwiefern die kiinftige Entwicklung genetischer

. Screening-Verfahren zur Fritherkennung der Pri-
- disposition fiir die Entwicklung einer Hypertonie bei-

tragen wird und welche Konsequenzen hieraus zu zie-
hen wiren. bleibt abzuwarten.

Postnatales Screening von angeborenen
Defekten

A. A. Roscher*

* Abteilung fir Klinische Chemie und Biochemie, Kinderklinik der
Universitat, LMU Minchen

Angeborene Stoffwechselerkrankungen werden durch

- ererbte Defekte in einzelnen Genen hervorgerufen.

4w a

[,

Derzeit sind monogene 5082 Gendefekte beschrieben,
die iiber 350 definierte—Krankheitsbilder bewirken.
Diese Defekte sind zwar im Einzelfall selten, in der
Summe jedoch sind sie ein hochst relevantes gesund-
heitspolitisches Problem. Sie reprisentieren mehr als
5% der pidiatrischen Hospitalisationen, 8,5% der
kindlichen Todesfille und fiihren vielfach zu bleiben-
der geistiger Behinderung. Die Gesamtfrequenz die-
ser Erkrankungen betrégt 10 auf 1000 Lebendgebore-
ne.
Das Neugeborenen-Screening zur Fritherfassung
angeborener Stoffwechselkrankheiten ist heute ein
fester Bestandteil der Priventivmedizin zur Vermei-
dung von Behinderungen. Es gliedert sich in 2 Haupt-
bereiche. )

1) Obligates unselektives Screening der gesamten
Neugeborenpopulation

Es dient zur Erfassung weniger hiufiger, jedoch gut

behandelbarer  Stoffwechselerkrankungen. Damit

KongreB fir Laboratoriumsmedizin 1996 ~ Referenten-Abstracts

werden in Deutschland im sog. ..Guthriescreening®
flaichendeckend die drei wichtigsten Defekte erfaBt
(Phenylketonurie, Galaktosimie, Hypothyreose). In
regionalen oder Pilotprogrammen wird auch auf das

* Vorliegen von adrenogenitalem Syndrom, Biotinida-

semangel, Cystische Fibrose oder Glukose-6-Phos-
phat-dehydrogenase Mangel gescreent.

Die Situation des Screenings ist derzeit in Deutsch-
land und auch im internationalen Umfeld durch geén-
derte Gesundheitsstrukturen (Tendenz zu Friihentlas-
sung erfordert methodische Umstellungen). technolo-
gische Fortschritte und rasch zunehmende Kenntnisse
durch das Humangenomprojekt einem starken Wan-
del unterworfen. Die Einfiihrung der Technik der
Tandem-Massenspektrometrie ermoglicht im Prinzip
das simultane und kosteneffektive Screening von iiber
20 Defekten aus der gleichen getrockneten Blutprobe
auf Filterpapierkarten; damit verbunden sind jedoch
auch viele noch ungeltste medizin-ethische Abwi-
gungsfragen und Probleme der Qualitiitssicherung.
Gleichzeitig ergeben sich bisher nicht zugingliche
Priventionsmdglichkeiten (z. B. zur Vermeidung ein-
zelner Ursachen des plotzlichen Kindstodes).

2) Selektives Screening bei bereits erkrankten

Neugeborenen oder Siuglingen
Damit werden nur bei Vorliegen von Symptomen die
Vielzahl der iibrigen Defekte diagnostiziert. Dies er-
folgt ganz iiberwiegend mit spezialisierten chromato-
graphischen Verfahren des Metabolitenscreening auf
Aminoaduren, Organische Sduren, Fettsduren, Oligo-
saccharide und/oder mit einfachen Globaltesten (Tref-
ferquote ca. 1:25 angeforderte Untersuchungen). Fiir
einzelne Krankheitsgruppen werden diese Verfahren
zunehmend durch DNA-analytische Methoden er-
ganzt.

Nur ein Teil der damit zusitzlich erfaten Erkran-
kungen ist praventiven MaBnahmen zugéinglich. Fiir
viele der bisher unbehandelbaren Stoffwechseldefekte
werden jedoch derzeit weltweit Gen-Ersatztherapien
entwickelt und erprobt, wodurch sich eine stark zu-
nehmende Notwendigkeit fiir gezielte Frithdiagnostik
ableitet.

~ Bestimmung von Zytokinen zur

Infektionsdiagnostik bei Frih- und
Neugeborenen

M. WeiB*, A. Willeitner**, H. Kister*

* Abteilung fiir Infektionsimmunologie, Dr. von Haunersches Kin-
derspital, Klinikum Innenstadt der Universitat Minchen

* Abteilung fiir Neonatologie, Kinderpoliklinik, Klinikum Innen-
stadt der Universitdt Minchen

Die Diagnostik von akuten Infektionen bei Frith- und
Neugeborenen ist durch die zu Beginn oft nur diskret

.ausgeprigten und uncharakteristischen klinischen

Zeichen erschwert. Die rasche Diagnose einer bakte-

J Lab Med 1996; 20 (11) : 609-637 615
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riellen Infektion bei den besonders geféhrdeten Frith-
geborencn hat groBe Bedeutung fiir dic rechtzeitige
Einleitung ciner antibiotischen Behandlung.

Bis heute gibt ¢s lir dic Fritherkennung einer Sep-
sis beim nconatologischen Patienten kein zuverléssi-
ges klinisches Score-System. Deshalb werden Entziin-
dungsparameter gesucht, die schon bei Auftreten ei-
nes klinischen Verdachts auf eine Infektion hinweisen.
Die in der Piidiatrie weit verbreitete Bestimmung des
C-reaktiven Proteins (CRP) ist fiir die Akutdiagnostik
in der Neonatologie weniger hilfreich, da dieses Aku-
te-Phase-Protein bei Neugeborenen verzogert ansteigt
und oft erst nach der klinischen Diagnose eines Sepsis-
verdachts positiv wird.

Als Alternativen zum CRP und anderen Parame-
tern wie Differentialblutbild und Leukozyten-Elastase
kommen neben dem zirkulierenden Adhésionsmo-
lekiil clCAM-1 z. B. proinflammatorische Zytokine in
Frage. Die Zytokine Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-
o), Interleukin-18 (IL-1B) und Interleukin-6 (IL-6)
werden beim kaskadenférmigen Ablauf einer Entziin-
dungsreaktion frithzeitig im Organismus gebildet und
erscheinen bei einer schweren Infektion in der Zirku-
lation. Neben der Bestimmung der erhhten Zytokine
selbst konnen bei einer Infektion auch im Uberschufl
gebildete l6sliche Zytokinrezeptoren (sTNF-R,
sIL-6R) oder der IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1ra) im
Blut gemessen werden. Auch héimato-poetische
Wachstumsfaktoren wie der Granulozyten-Kolonie-
stimulierende Faktor (G-CSF) steigen bei der Infekti-
on Neugeborener zur Stimulation der Granulopoese
an und konnen als frither Infektionsparameter unter-
sucht werden. Als ein weiterer, neuer Marker der Ent-
ziindungsreaktion wird das Procalcitonin (PCT) disku-
tiert.

Den Stellenwert verschiedener Entziindungsmar-
ker (cICAM-1, IL-6, IL-1ra) zur Friihdiagnostik von
Infektionen untersuchen wir prospektiv in einer multi-
zentrischen Studie bei Frithgeborenen unter 1500 g.
Nach ersten Auswertungen steigen sowohl IL-6 als
auch IL-1ra schon 1 bis 2 Tage vor der klinischen Dia-
gnosestellung einer Sepsis an, wahrend cICAM erst
am Tag der Infektionsdiagnose erhoht ist.

Fetaler und perinataler
Bilirubinstoffwechsel

H. Schlebusch*

* Abteilung fiir Klinische Chemie und Hamatologie, Zentrum fiir
Geburtshilfe und Frauenheilkunde der Universit4t Bonn

Die fetale Bilirubinproduktion beginnt bereits vor der
10. Schwangerschaftswoche. Mit zunehmendem Alter
des Feten steigen die Plasma-Bilirubinkonzentratio-

nen von < 0,8 mg/dl in der 15. SSW auf etwa 2,0 mg/dl

in der 32. SSW an; diese Werte finden sich auch in der
Nabelschnur des gesunden Neugeborenen. .

618 J Lab Med 1996; 20 (11) : 609-637

Weder die fetale noch die neonatale Leber kann Bi-
lirubin glucuronieren. Das Bilirubin in der fetalen Zir-
kulation ist deshalb unkonjugiert, und nur in dieser
Form kann es iiber die Plazenta ausgeschieden wer-
den. Konjugiertes Bilirubin hingegen kann weder in
feto-maternaler noch in materno-fetaler Richtung die
Plazenta passieren.

Die physiologische Hyperbilirubindmie des gesun-
den Neugcborenen, die am 3-4 Lebenstag ihr Maxi-
mum erreicht, 148t sich im wesentlichen erkldren
durch (a) eine im Vergleich zum Erwachsenen erhoh-
te Abbaurate der Erythrocyten, (b) die in den ersten
Lebenstagen niedrige Glucuronierungskapazitdt der
Leber und (c) einen gesteigerten enterohepatischen
Kreislauf des Bilirubins. Dariiber hinaus spielen fiir
den Einzelfall genetische und exogene Faktoren (z. B.
Stillen) eine wichtige Rolle.

Eine Abgrenzung von physiologischer und patholo-
gischer Hyperbilirubinamie ist schwierig; fiir Reifge-
borene gelten 7 mg/dl in den ersten 24 Stunden und
12,5 mg/dl danach als Richtwerte. Hohere Werte sind
oft ein entscheidender Hinweis auf eine Reihe unter-
schiedlicher neonataler Erkrankungen; nicht selten
bleiben jedoch auch hohe, therapiebediirftige Werte
unerklart.

Die Therorie des ,freien“, d. h. nicht konjugierten
und nicht an Albumin gebundenen Bilirubins spielt
eine zentrale Rolle in der Diskussion iiber die Entste-
hung des Kernikterus bzw. der Bilirubinencephalopa-
thie.

Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dafl unter
bestimmten pathologischen Bedingungen (z. B. As-
phyxie, Hyperkapnie, Septikdmie) auch an Albumin
gebundenes Bilirubin die Blut-Hirn-Schranke passie-
ren kann. Dariiber hinaus gibt es Hinweise, daB Biliru-
bin generell (in geringem Umfang) die Blut-Hirn-
Schranke passiert und da3 im Gehirn des Neugebore-
nen ,Clearing-Mechanismen“ (Bilirubin-abbauende
Enzyme?) existieren miissen. Die unzweifelhaft hohe-
re Empfindlichkeit des Frithgeborenen gegeniiber Bi-
lirubin lieBe sich dann nicht nur durch Unterschiede in
der Durchléssigkeit der Blut-Hirn-Schranke, sondern
auch in der Clearing-Kapazitit deuten.

~ Antikérper Diagnostik des Typ 1

Diabetes - .
E. F. Lampeter*, H. Kolb*

* Diabetes-Forschungsinstitut an der Heinrich-Heine-Universitét,
Dusseldorf

Die der Manifestation des akuten Insulinmangels vor-
ausgehende lange Phase einer chronisch-progressiven
Inselentziindung birgt die Mdglichkeit einer Friihdia-
gnose des Typ 1 Diabetes durch Nachweis von krank-
heitsassoziierten Antikorpern. Zur Zeit beschrénken
sich Friihdiagnostik und Priventionsversuche meist




auf bekannte Risikogruppen fiir Typ 1 Diabetes. Die-

se sind:

1. erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabetikern

2. neuentdeckte nicht adipdse, nicht Insulin-bediirfti-
ge Diabetiker im Alter unter 40 Jahren

3. Patienten mit autoimmunen Morbus Addison

Weitere Indikationen zu Antikorperdiagnostik be-
stehen bei manifestem Diabetes:

1. Differentialdiagnose: Abgrenzung des Typ 1 Diabe-
tes von allen nicht immunogenen Diabetesformen
2. Gestationsdiabetes: Prognostische Beurteilung, ob
nach Beendigung der Graviditit ein Typ 1 Diabetes

zu erwarten ist.

Methoden: Inselzell-Antikorper (ICA) binden ver-
schiedene zytoplasmatische Inselantigene und werden
mit indirekter Immunfluoreszenz an humanen Pan-
kreasschnitten nachgewiesen. Pankreasschnitte ande-
rer Spezies sind zum Nachweis der ICA nicht geeig-
net. Zur Qualititskontrolle werden regelméBig inter-
nationale ICA-Proficiency-Tests durchgefiihrt: Der
préadiktive Wert der ICA ist im wesentlichen von der
nachgewiesenen Konzentration im Serum und dem
Alter abhingig. Weil die Bestimmung der ICA auf-
wendig und nur schwer standardisierbar ist, wurde
nach besser definierten Autoantikdrpern beim Diabe-
tes gesucht. Seit kurzem sind Test-Kits fiir Antikorper
gegen Glutamatdekarboxylase (GADA) verfiigbar
bzw. werden fiir Antikérper gegen die Tyrosinphos-
phatase 1A-2A (bzw. deren Fragment ICA 512) ent-
wickelt. Autoantikorper gegen diese definierten Mo-
lekiile treten beim Typ 1 Diabetes und Préidiabetes
fast ebenso haufig auf wie ICA. Der pradiktive Wert
beider Antikorper ist gut, es fehlen aber noch interna-
tionale Standards. Insulin-Autoantikérper (IAA) wer-
den spontan in der pridiabetischen Phase gebildet und
sind im Alter 5 Jahren zu fast 100% bei Manifestation
nachweisbar, wihrend schon ab dem zwanzigsten Le-
bensjahr weniger als 20% der neuaufgetretenen Fille
IAA positiv sind. Entsprechend liegt die Wertigkeit
der Bestimmung als Ergidnzungsparameter im Vor-
schulalter. .

Eine neue Qualitdt der Friihdiagnostik wird durch
die Kombination der verschiedenen Antikorperteste
erreicht. Personen mit positivem Befund fiir zwei oder
mehr der genannten Autoantikérper haben ein deut-
lich erh6htes Erkrankungsrisiko.

Laboratoriumsuntersdéhungen bei
chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen

A. Holstege*

* Klinik und Poliklinik fiir Innere Medizin |, Universitdt Regensburg

Zu den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
werden die Colitis ulcerosa und der Morbus Crohn ge-
rechnet. Beide Erkrankungen sind nach der Erstmani-
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festation durch chronische Verliufe mit wiederholtem
Auftreten von Rezidiven gekennzeichnet. Die Er-
krankung bleibt in beiden Fillen hiufig nicht auf den

. Darm beschrénkt, sondern kann mit extraintestinalen

Manifestationen und Komplikationen einhergehen.

Laborchémische Untersuchungen dienen verschie-
denen Zielen: 1. zur Beurteilung der Krankheitsakti-
vitét; 2. zur Einschétzung des- Risikos fiir einen erneu-
ten Schub der Darmerkrankung; 3. zur Erkennung
von Mangelzustidnden an Eiwei. Vitaminen und Spu-
renelementen: 4. zur Bestimmung krankheitsspezifi-
scher Parameter und S. zur Diagnostik extraintestina-
ler Komplikationen.

Zur Einschitzung der Krankheitsaktivitit werden
die Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit, Serum-
albumin und Héamoglobin herangezogen, die Bestand-
teil verschiedener Aktivititsindices beim Morbus
Crohn und der Colitis ulcerosa sind. Die Entziin-
dungsaktivitdt wird verldBlich durch das C-reaktive
Protein und andere Akut-Phase Proteine beurteilt.
Erhohungen dieser Parameter im Serum kénnen auf
einen akuten Schub der Erkrankung hinweisen. Die
Bestimmung von Cytokinen im Blut, die eine Akut-
Phase Reaktion auslosen, bietet gegeniiber der Mes-
sung des C-reaktiven Proteins keine Vorteile. Mangel-
zustdnde konnen durch die Bestimmung von Albu-
min, Eisen, Zink, Selen, Kalzium. fettloslichen Vit-
aminen, Vitamin B12 und Folsidure erfa3t werden.

Ausreichend sensitive und krankheitsspezifische
Marker, die eine Differenzierung von Morbus Crohn
und Colitis ulcerosa ermdglichen wiirden, existieren
nicht. Ein erster Ansatz hierzu sind die p-ANCA (an-
tineutrophilen cytoplasmatischen Antikorper), die

- hédufiger bei einer Colitis ulcerosa anzutreffen sind.

Hinweise auf eine extraintestinale . Komplikation, wie
die primir sklerosierende Cholangitis, lassen sich iiber
die Erh6hung von Cholestaseparametern im Blut er-
fassen.

Pathogenese, Diagnostik und
Verlaufskontrolle der Leberfibrose

A. M. Gressner*

* Abteilung fiir Klinische Chemie und Zentrallaboratorium, Klini-
kum der Philipps Universitat, Marburg

Die Fibrose ist das biochemisch, morphologisch und
klinisch markanteste Merkmal der Leberzirrhose.
Letztere hat als Terminalstadium chronisch-aktiver
Lebererkrankungen auf nutritiv-toxischer (z. B. Alko-
holabusus), posthepatitischer (HBV, HCV), parasita-
rer (Schistosomiasis) und genetischer Basis stiindig an
Privalenz zugenommen und stellt wegen der langdau-
ernden Morbititdt ein wichtiges sozialmedizinisches
und 6konomisches Problem dar.

Die Aufklirung der zelluliren und molekularen
Mechanismen der Fibrogenese ist in den letzten Jah-
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ren cntscheidend vorangckommen (1). Der Aktivie-
rung der subendothelial gelegenen retinoid- halllgcn
.Feuspcicherzellen® (Ito-Zellen) kommt vorrangige
palhogcnulschc Bedeutung zu, da durch parakrine,
autokrine und juxtakrine Aktivicrungsmechanismen,
dic von geschiddigten Hepatozyten, aktivierten Leber-
makrophagen und disaggregicrenden Thrombozyten
ausgehen, ihre phiinotypische Differenzierung zu
Myofibroblasten induziert wird. Myofibroblasten sind
dic wichtigsten Produzenten der extrazelluliren Ma-
trix in der geschidigten Leber. Sic expremieren nicht
nur verschiedene Typen von Kollagenen und Proteo-
glykanen, sondern auch ein breites Spektrum an struk-
turcllen Glykoproteinen und Hyaluronan und tragen
somit zur ExzeB-Deposition von Matrixkomponenten,
insbesondere im subendothclialen Bereich bei. Beson-
ders potente Zytokine der Fibrogenese sind TGF-f,
PDGF. TGF-o. IGF-1. aber auch Endothelin-1, FGF
u.a. Proinflammatorische Chemokine (z. B. MCP-1,
MIP-2) konnen im Sinne eines pathogenetischen cir-
culus vitiosus den fibrogenen ProzeB unterhalten.

Die Diagnostik und Verlaufskontrolle der Leberfi-
brose bezieht sich vorwiegend auf die nicht-invasive
Erfassung der Synthese (Fibrogenese) und Degradati-
on (Fibrolyse) der Bindegewebskomponenten der Le-
ber, wobei neben Degradationsprodukten des Kolla-
genstoffwechsels (z. B. PIIINP, PIVCP, PIVNP) auch
Komponenten von strukturellen Glykoproteinen (z.
B. Laminin-P1, Undulin, Tenascin) und komplette
Kohlenhydratpolymere (Hyaluronan) enzym- und ra-
dioimmunologisch quantifiziert werden (2). Zytokin-
bestimmungen (z. B. von TGF-B) sind bisher diagno-
stisch nicht eingesetzt worden, was auch an analyti-
schen Problemen liegt. Zukiinftige Parameter konn-
ten Integrine, Matrix-Metalloproteinasen und TIMP-1
darstellen.
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Diagnostik von Stérungen im
Eisenhaushalt

L. Thomas*

* Laboratoriumsmedizin, Krankenhaus Nordwest, Frankfurt

Storungen im Eisenstoffwechsel verursachen eine
Anémie. Etwa 10% der Bevolkerung und 40% der kli-
nischen Patienten haben eine Andmie. Etwa 90% der
Anidmiker hat eine Storung im Eisenhaushalt.

Aufgabe der Laboratoriumsdiagnostik ist es,
Stérungen im Eisenhaushalt zu erkennen und ein Me-
thodenspektrum zur Ursachenabklarung und ~dem
Therapiemonitoring vorzuhalten.
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Drei Plasmaproteine spielen eine Schlisselrolle im
Eisenhaushalt, das Ferritin als Eisenspeicherprotein,
Transferrin als Eiscn-Transportprotein sowie der
Transferrin-Rezeptor, der den Eintritt des eisenbela-
denen Transferrins in die Zelle kontrolliert. Die Kon-
zentration dieser Proteine im Plasma steht in einer di-
rekten Beziehung zu ihrem Gehalt in den Geweben.

Die Konzentration des Ferritins und des Transfer-
rin-Index reflcktieren den Eisenhaushalt der Gewebe.
die Konzentration des Transferrinrezeptors die Ver-
sorgung der Zelle mit Eisen.

Das Verhalten der MeB3grofie des Eisenhaushaltes
unter besonderen Situationen wie Schwangerschaft,
Wachstum, Entziindung, Dialyse wird aufgezeigt.

Salmonellosen und labordiagnostische
Differentialdiagnosen

M. Kist*

* Institut fUr Medizinische Mirobiologie und Hygiene, Universitéts-
Klinikum Freiburg

Enteritis-Salmonellosen zédhlen in Deutschland mit ei-
ner jahrlichen Inzidenz zwischen 50-200 gemeldeten
Fiillen/100.000 Einwohnern zu den hiufigsten bakteri-
ell verursachten Darminfektionen. Inzidenzgipfel fin-
den sich im Sommer und in der Altersgruppe bis zum
5. Lebensjahr. Die wichtigsten Infektionsquellen der
letzten 5 Jahre waren Hiihnereier, gefolgt von Geflii-
gelfleisch. Die Krankheit beginnt nach einem kurzen
Prodromalstadium mit Kopf- und Gliederschmerzen
héufig mit Ubelkeit, Erbrechen und Bauchkrimpfen.
Hinzu kommen Fieber fiir 1-2 Tage und Durchfille,
die in der Regel nach einer Woche spontan sistieren.
Das klinische Spektrum der Salmonellose reicht vom
symptomlosen Verlauf bis hin zur lebensbedrohlichen
Sepsis mit Organabsiedelungen, wie sie sonst nur fiir
den sehr seltenen Abdominaltyphus typisch ist. Bei
niherer Analyse sind beim Krankheitsbild der Enteri-
tis-Salmoneliose jedoch durchaus typische, insbeson-
dere altersabhingige. Modifikationen zu erkennen:
Die Symptome hohes Fieber, Leukozytose und blutig-
schleimige Durchfille treten signifikant gehduft im

" Kindesalter auf, wahrend der assymptomatische Ver-

lauf, der 'vorwiegend wissrige Durchfall, Arthralgien
sowie Kopf- und Gliederschmerzen typisch fiir das Er-
wachsenenalter sind. Anscheinend wird der klinische
Verlauf zusétzlich durch das jeweilige Infektionvehi-
kel und die Infektionsdosis beeinflufit.

Die moglichen Diffentialdiagnosen der Enteritis-
Salmonellose werden im wesentlichen bestimmt durch
das Alter des Patienten, das klinische Bild, die Reise-,
die Lebensmittel- und ggf. die Medikamentenanamne-

se. SchlieBlich spielt es eine Rolle, ob es sich um einen -

ambulanten oder stationidren Patienten handelt. Bei
Kleinkindern bis zum vollendeten zweiten Lebensjahr
sind differentialdiagnostisch stets Rotaviren, bei bluti-
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gen Durchfillen auch EHEC auszuschlieBen. Im

«+ | Schulalter kommt als wichtigste Differentialdiagnose

der fieberhaften Enterokolitis die Campylobacteriose
in Betracht. Ab dem jungen Erwachsenenalter spielt
zunehmend die Reiseanamnese eine richtungsweisen-
de Rolle. Shigellosen, die Campylobacteriose aber
auch Parasiten wie Blastocystis hominis, Cyclospora
cayetanensis, Lambliasis und Amobiasis kommen nach
Reisen in entsprechende Endemiegebiete in Betracht.
Rezidivierende Abdominalschmerzen, Appendizitis-
dhnliche Verldufe, Erythema nodosum und Begleitar-
thritis sind richtungsweisend fiir die Yersiniose. Ver-
zehr von Rohmilch oder Frischgefliigelfleisch, Baden
in natiirlichen Gewdassern und lindliches Umfeld las-
sen an Campylobacteriose denken, Verzehr von rohen
Eiern oder Gefrierhdhnchen sind eher typisch fiir die
Salmonellose. Campylobacter-, Salmonellen-, Shigel-
len- und Yersiniainfektionen sind charakteristische
Befunde bei ambulanten Patienten, wihrend Rotavi-
ren und Clostridium difficile typischerweise bei sta-
tiondren Patienten nachgewiesen werden, letztere be-
sonders nach Antibiose, Immunsuppression und chir-
urgischen Eingriffen mit perioperativer Prophylaxe.
Finden sich Blut und Schleimablagerungen im Stuhl,
ist neben der Salmonellose in erster Linie an die Cam-
pylobacteriose, die Shigellose sowie an Infektionen
mit C. difficile oder EHEC zu denken. Hier kann die
Untersuchung des Stuhls auf Granulocyten ggf. hilf-
reich sein, allerdings erlaubt ein fehlender Granu-
locytennachweis keinen a priori Ausschlu3 dieser In-
fektionen.

Mikrobiologische Diagnostik der
Reisediarrhée nach Aufenthalt in
tropischen Regionen

P. Wutzler*

* Klinikum der Friedrich-Schiller-Universitat Jena, Institut fur Anti-
virale Chemotherapie, Erfurt---

Die Diarrhée ist die haufigste akute Erkrankung bei
Reisen in tropische Gebiete. Wihrend eines 14tégigen
Aufenthaltes treten bei 20 bis 50% der Touristen ga-
strointestinale Beschwerden auf, die alle , Aktivité-
ten* ldhmen konnen. Die klinische Symptomatik wird
meist bestimmt von schleimigen bis wassrigen Durch-
fillen. begleitet von mehr oder weniger heftigen
Bauchschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen. Dysenteri-
sche Formen mit blutigen Stuhlentleerungen sind
ebenfalls zu beobachten. Meist klingen die Erschei-
nungen innerhalb weniger Tage ab, nur selten ent-
wickelt sich eine chronische Diarrhoe. Besonders ge-
fihrdet durch schwere und langanhaltende Infektio-
nen sind Kinder bis zum zweiten Lebensjahr.

Das Erregerspektrum umfaBt zahlreiche Bakterien,
Viren und Protozoen, die regional unterschiedliche
Bedeutung haben. Die hochste Infektionsgefahr geht
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in allen tropischen Gebieten von enterotoxischen E.
coli-Stimmen (ETEC) aus. Demgegeniiber spielt die
Cholera als Reiseerkrankung nur eine untergeordnete

_Rolle.

Eine itiologische Abklarung der Reisediarrhée, die
aufgrund der Erregervielfalt eine breite Palette dia-
gnostischer Verfahren voraussetzt, unterbleibt in der
Regel bei den auf wenige Tage beschriinkten akuten
Erkrankungen. Am héufigsten wird der Laborarzt im
Heimatland mit der Abklarung der chronischen For-
men der Diarrhée konfrontiert, bei denen die Sympto-
me lénger als zwei Wochen anhalten bzw. die durch
rezidivierende Durchfille charakterisiert sind. Sie
werden vor allem durch Shigellen, Salmonellen, Cam-
pylobacter jejuni, E. histolytica, G. lamblia und bei
Kleinkindern durch enteropathogene E. coli (EPEC)
hervorgerufen. Uber die Bedeutung chronischer ente-
raler Virusinfektionen gibt es noch keine verlidBlichen
Daten. Inwieweit die Labordiagnostik erfolgreich ist,
héingt sowohl von der addquaten Untersuchungstech-
nik als auch von der Dauer der Erregerausscheidung
sowie der Gewinnung und dem Transport der Unter-
suchungsproben ab.

Aktuelle virale Zoonosen

D. H. Kriiger*

* Institut fur Medizinische Virologie, Universitéts-Klinikum Charité
der Humboldt-Universitat, Berlin -

Tiere stellen ein wichtiges Reservoir fiir Viren mit hu-
manpathogener Wirkung dar. Gut bekannte Beispiele
sind Influenza- und Tollwutviren. Viele der sogenann-
ten ,emerging viruses“ (Viren mit zunehmender Be-
deutung oder Verbreitung) sind Erreger von Zoono-
sen. Der Vortrag soll sich auf drei aktuelle Infektio-
nen konzentrieren, bei denen die Erreger und ihre
(mogliche) Ubertragbarkeit auf den Menschen gegen-
wirtig intensiv untersucht werden.

Hantaviren sind die Erreger von Renalen und Pul-
monalen Syndromen. Sie sind weltweit verbreitet und
werden mit den Ausscheidungen von Nagetieren auf
den Menschen iibertragen. Bestimmte Virustypen
sind mit spezifischen tierischen Reservoiren assoziiert
und konnen unterschiedlich schwere klinische Verldu-
fe auslosen. Eine Ubertragung von Mensch zu Mensch
wurde nicht beobachtet. Die Infektionsdiagnostik er-
folgt am giinstigsten durch IgM- und IgG-Antikdrper-
nachweis (ELISA, Indirekte Immunfluoreszenz, Im-
munblot). Auch der Antigen- und Nukleinséurenach-
weis in Biopsie- und Autopsiematerial ist moglich.

Filoviren rufen Hamorrhagische Fieber mit hoher
Letalitdt hervor. Durch jiingste Ebola-Ausbriiche in
Afrika wurde verstirkt die Aufmerksamkeit auf diese
Infektionen gelenkt. Man geht vom Vorliegen einer
Zoonose aus, wobei das natiirliche Virusreservoir bis-
her unklar ist (Affen?). Eine Mensch-zu-Mensch-
Ubertragung ist moglich. Die spezifische Diagnostik
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crfolgt iiblicherweise durch Antigennachweis (EIA)
aus Korpermaterialien und/oder Nukleinsdurcdetekti-
on mittels PCR. Der Antikérpernachweis kommt ins-
besondere bei fulminanten Verliufen zu spét. Ein im-
munhistochemischer Nachweis aus Biopsicmatcrial
kann auch unter den Bedingungen von Entwicklungs-
landern relativ einfach durchgefiihrt werden.

Fir die ibertragbarcn spongioformen Encepha-
lopathicen (Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung, Kuru u. a.)
sind die Natur des Erregers und seine mogliche Trans-
mission vom Tier weitgehend ungeklirt. Die Infektion
wird mdglicherweise nicht durch Viren, sondern nach
Meinung mehrerer Forschungsgruppen durch Prionen
(PrPs) ausgeldst, die eine zelluldre Proteinspecies
(PrP°) umkonformieren, so daf3 diese dann selbst wie-
der infektiés sein kann. Erregerspezifische Nukle-
insiiuren oder Antikorper konnen zur Diagnostik
nicht herangezogen werden. Die Labordiagnose be-
ruht vorwiegend auf neuropathologischen Befunden
(Histomorphologie, Immunhistochemie). Die gegen-
wiirtigen Bestrebungen richten sich auf die Etablie-
rung priklinischer Nachweisverfahren der PrPs-Ak-
kumulation in leicht zugénglichen Korpermaterialien.

Klinische Relevanz der ,virus load“-
Bestimmung im Serum HBV-, HCV- und
HIV-infektionskranker Patienten mittels
der (RT-) PCR

H. W. Doerr*, A. Berger*, J. Braner*

* Institut fir Medizinische Virologie der Universitatsklinik Frankfurt
am Main

In den letzten Jahren wurde das diagnostische Test-
spektrum viraler Erkrankungen durch molekularbio-
logische Verfahren stark erweitert. Zwischen den ver-
schiedenen Methoden zur quantitativen Nukleinsdu-
rebestimmung bestehen zum Teil erhebliche Unter-
schiede. Die diagnostische Relevanz dieser neuen Me-
thoden gegeniiber den bewihrten Verfahren der Vi-
russerologie muf fiir jedes Virus definiert werden.

Fiir den Direktnachweis des Hepatitis C Virus
(HCV) ist die PCR das derzeitig einzige diagnostische
Verfahren. Fast alle im Antikorpernachweis positive
Patienten sind auch im RNA-Nachweis positiv. Daher
haben wir quantative Testmethoden und Tests zur Be-
stimmung des HCV-Genotyps etabliert, um den
Krankheits- und Therapieverlauf besser beurteilen zu
koénnen.

Bei der Hepatitis B gibt es eine breite Palette sero-
logischer Verfahren zum direkten und indirekten Er-
regernachweis. Die Messung von HBe-Antigen und
Bestimmung des HBs-Antigen-Titers haben sich- in
unserer Laborroutine als sehr gute Verlaufsparameter
der Therapie erwiesen. Hier sollten molekularbiologi-

sche Verfahren nur bei gezielten Fragestellungen .

(z.B. Escape-Mutanten, Bestimmung der Infektio-

sitat) verwendet .werden. Bei dem HIV-Therapiemo-
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nitoring stellt dic kombinierte Messung von CD4-Zell-
zahlen und der Virusbeladung z. Z. die zuverlissigste
Verlaufskontrolle dar, wogegen die Bestimmung des
p24-Antigen nicht sensitiv genug ist. Nach Ermittiung
des Basiswertes sollte die Messung der HIV-RNA Ko-
picnzahl 2-4 Wochen nach Therapiebeginn/-umstel-
lung und weiter in ein- bis dreimonatigen Abstidnden
erfolgen. Nach unseren Erfahrungen wird ein Thera-
pieerfolg erst bei Reduktion der viralen Nukleinsidure
um mehr als 0,7 Logstufen angezeigt.

Aufgrund des hohen Kosten- und Arbeitsaufwan-
des, den die modernen ‘Methoden mit sich bringen.
muB aber deren breite Anwendung diskutiert und ihre
zusitzliche Aussagekraft neben anderen zu bestim-
menden Parametern diskutiert werden.

Qualitatskontrolle in der diagnostischen
Virologie im Hinblick auf die
Laborakkreditierung

H. Zeichhardt* und K.-O. Habermehl*

* Institut fur Klinische und Experimentelle Virologie, Universitatkli-
nikum Benjamin Franklin, Freie Universitét Berlin

Die Qualititskontrolle ist eine wesentliche Vorausset-
zung der virologischen Laboratoriumsdiagnostik und
beinhaltet:

- Praventive AllgemeinmaBnahmen, u.a. in der prina-
lytischen Phase wie Materialauswahl, -transport und
-lagerung. . .

—Interne Qualitatssicherung mit Uberwachung von
Instrumenten und Geriten, Kontrolle von Reagenzi-
en und diagnostischen Seren, Mitfithren von Kon-
trollprdparaten bekannter Spezifitit und Titer,
Schulung des Personals usw.

— Externe Qualititssicherung mit regelm#Big durchge-
fiihrten Ringversuchen.

— Postanalytische Phase mit Befunderstellung und
-libermittlung.

Fiir die externe Qualitdtskontrolle sind die von
INSTAND organisierten 14 Ringversuchsprogramme
in der Virologie von der Bundesirztekammer autori-
siert. Die richtige Testdurchfiihrung von virologischen
Labortesten wird durch ein Zertifikat bestitigt. Die
Teilnahme ist i.a. freiwillig. Fiir Blutbanken und La-
boratorien,  die fiir Blutbanken virologische Teste
durchfiihren (Bestimmung von HBsAg, Anti-HCV,
Anti-HIV-1, Anti-HIV-2) ist die Ringversuchsteilnah-
me seit 1993 Pflicht. Die Akkreditierung nach DIN
EN 45001 ist eine freiwillige Leistung und gibt einem
medizinischen Labor die formelle Anerkennung der
Kompetenz fiir bestimmte Leistungen. Diagnostische
Laboratorien (Universitit, Krankenhaus, niedergelas-

sener Bereich) werden i.a. im gesetzlich nicht geregel-

ten Bereich akkreditiert. Grundlage der Akkreditie-
rung werden die vom Sektorkomitee Medizinische La-
boratorien der Zentralstelle der Léander fiir Gesund-
heitsschutz bei Medizinprodukten (ZLG) erarbeiteten




