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A-1

Hydrolyse der Phospholipide nativer und
modifizierter Iow density Lipoproteine
durch sekretorische Phospholipase A2
Typ II
R. Eckey*. M. Menschikowski* und W. Jaroß*

* Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Univer-
sitätsklinikum der Technischen Universität Dresden

Vor kurzem wurde in menschlichen atheroskleroti-
schen Plaques eine sekretorische Phospholipase AI
Typ II (PLA2 II) nachgewiesen. Frühere Untersu-
chungen hatten gezeigt, daß Iow density Lipoproteine
(LDL), deren Phospholipide durch Bienengift- oder
Pankreas-Phospholipase A2 (PLA2 I) partiell hydroly-
siert worden waren, beschleunigt von Makrophagen
aufgenommen werden.

Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit, zu unter-
suchen, ob die in den atherosklerotischen Plaques ge-
fundene PLA2 II ebenfalls in der Lage ist, die LDL-
Phospholipide zu hydrolysieren und damit die Athero-
genität der Lipoproteine zu steigern.

Die sekretorische Phospholipase A2 Typ II wurde
aus Kulturmedien von Cytokin-stimulierten HepGa-
Zellen isoliert und mit nativen oder modifizierten
LDL inkubiert. Die Modifikation der Lipoproteine er-
folgte durch Oxidation mit Kupfersulfat oder durch
Lagerung bei 6 bzw. 37°C. Die Phospholipid-Hydroly-
se der LDL wurde durch Messung der freigesetzten
Fettsäuren bestimmt.

Gegenüber frisch isolierten LDL zeigte das gerei-
nigte Enzym nur eine relativ niedrige Aktivität. Nach
geringgradiger Oxidation der Lipoproteine mit Kup-
fersulfat wurde eine Aktivitätssteigerung von ca. 25 %
gemessen, während eine starke Oxidation zu einer
Abnahme der Hydrolyserate führte. LDL, die nach
der Isolierung unterschiedlich lange (l Tag - 8 Wo-
chen) bei 6°C gelagert worden waren, wurden durch
die Phospholipase mit zunehmendem Alter schneller
hydrolysiert. Eine Lagerung bei 37°C führje bereits in-
nerhalb von 5-15 Stunden zu einer deutlichen Steige-
rung der Suszeptibilität der Lipoproteine für eine
PLA2 II-katalysierte Phospholipolyse. Ein leichter
Anstieg der Konzentration der „thiobarbituric acidre-
active substances" (TBARS) im Laufe der Lagerung
und eine protektive Wirkung von Probucol sprechen
dafür, daß die gesteigerte Suszeptibilität für eine
Phospholipolyse zumindest zum Teil auf oxidativen
Veränderungen der LDL beruht.

Da LDL, die in den subendothelialen Raum einge-
drungen sind, bekanntlich durch verschiedene Zellen
der Gefäßwand oxidativ modifiziert werden können,
liegt die Vermutung nahe, daß die in atheroskleroti-
schen Plaques nachgewiesene sekretorische Phospho-
lipase Aa über eine Phospholipid-Hydrolyse zu einer
Steigerung der Atherogenität der LDL beiträgt.

A-2

Postprandialer Lipoproteinstoffwechsel j
bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ l {
l. Heidner*, C. Hasslacher**, W. Fiehn*, E. Werle* !i
* Zentrallabor Medizinische Klinik und Poliklinik, Heidelberg j
** St. Josefskrankenhaus, Heidelberg

Bei Typ I Diabetikern treten vermehrt arterioskleroti-
sche Folgeerkrankungen auf. Dieser Tatbestand wird
nur unzureichend durch etablierte Risikofaktoren er-
klärt. Da die Nüchernlipidwerte meist im Normbe-
reich liegen, richteten wir unsere Aufmerksamkeit auf
den postprandialen Stoffwechsel. Nach Georgopoulos
(Diabetes Gare, 1994,17:1295-8) ist die Clearance der
triglyceridreichen Remnants bei Typ I Diabetikern
vermindert, auch wenn der Blutzucker gut eingestellt
ist. Deshalb untersuchten wir die Frage, ob ein gestör-
ter postprandialer Lipoproteinstoffwechsel eine der
Ursachen für das erhöhte Arterioskleroserisiko dar-
stellen kann.

Sieben Typ I Diabetiker und sieben Stoffwechselge-
sunde nahmen an der Studie teil. Das Matching wurde
nach Alter, Geschlecht und Body-Mass-Index durch-
geführt. Ausschlußkriterien waren weitere Krankhei-
ten oder die Einnahme von den Lipid-Stoffwechsel
beeinflussenden Medikamenten. Nach zehnstündigem
Fasten frühstückten die Probanden einen Shake beste-
hend aus Sahne (l g Fett/kg Körpergewicht). Himbee-
ren (zur Geschmacksverbesserung) und Vitamin A
(als Marker für die Chylomikronen). Venöse Blutab-
nahmen erfolgten nüchtern und vier Mal postprandial
im Abstand von 90 min. Bei Blutzuckerwerte unter 70
mg/dl oder über 180 mg/dl wurde durch Trauben-
zucker- oder Insulingabe therapiert. Die Probanden
tranken nur Mineralwasser und vermieden körperli-
che Anstrengung.

Folgende Analysen wurden durchgeführt: Gesamt-
Triglyzeride, Gesamt-Cholesterin, HDL, LDL und
VLDL mittels Lipoproteinultrazentrifugation, Li-
poproteinelektrophorese, Fettsäuren mittels Gas-
chromatographie, enzymatische Bestimmung der un-
veresterten Fettsäuren, Vitamin A und E mit HPLC,
Apolipoprotein Al.und B nephelometrisch.

Es liegen'uns folgende vorläufige Ergebnisse vor:
Die teilnehmenden Diabetiker waren gut eingestellt,
wie der HbAic von 7,9 % zeigt. Das Alter der Teilneh-
mer betrug im Mittel 24 Jahre. Die Triglyceride, ange-
geben als Fläche unter der Kurve, waren in der Grup-
pe der Typ I Diabetiker nicht höher:
Diabetiker: 663 mg/dl 6 h
Kontrollgruppe: 934 mg/dl 6 h

Nach unseren bisherigen Erkenntnissen haben gut
eingestellte Typ I Diabetiker eine normale Triglyze-
rid-Clearance. Qualitative Veränderungen im post-
prandialen Lipoproteinstoffwechsel bei normoglyk-
ämischen und quantitative und/oder qualitative Ver-
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änderungen bei schlecht eingestellten Diabetikern
werden zur Zeit untersucht.

A-3

Schilddrüsenhormoneinfluß auf die
cholesterintransportierenden
Lipoproteinsubfraktionen.
Eine Untersuchung in der
kapillarelektrophoretischen Auftrennung

Ch. F. Wolf*, U. Zorn*, M. G. Bachern*,
R. Wennauer*. F. S. Keck*, H. Schirrmeister**,
S. N. Reske**, A. Grünert*

* Institut f. Klinische Chemie und
·* Abt. Radiologie I I I , Universität Ulm

Fragestellung: Ein cholesterinsenkender Einfluß von
Schilddrüsenhormonen ist speziell bezüglich der LDL-
gebundenen Cholesterinfraktion beschrieben worden.
Dieser thyroxinvermittelte Effekt an dem LDL-ge-
bundenen Cholesterin .wird durch zwei Aspekte er-
klärt: 1. T4 induziert eine vermehrte Ausbildung von
LDL Rezeptoren (1); 2. T4 mindert die Apo-Bioo-Syn-
these auf der Ebene der mRNA (2). Neue Trennver-
fahren lassen eine differenzierte Betrachtung von Li-
poproteinsubfraktionen im Serum zu. Mit Hilfe der
Kapillarelektrophorese können bei unspezifischer Li-
piddetektion (Sudan-Schwarz-B) mindestens 14 Lipo-
proteinsubfraktionen dargestellt werden (3). Wir ha-
ben ein kapillarelektrophoretisches Trennverfahren
entwickelt, das den direkten Nachweis von Choleste-
rin in den aufgetrennten Lipoproteinfraktionen er-
laubt. Im Gegensatz zu vorbeschriebenen Trennver-
fahren konnten wir, gemessen an gleichzeitiger diffe-
rentieller Zentrifugation, in der LDL-Fraktion 6 Sub-
typen (Peak 9-14), in der HDL-Fraktion ebenfalls 6
Subtypen (Peak 1-6) und in der VLDL-Fraktion min-
destens 2 Subtypen (Peak 7, 8) identifizieren. Die ein-
deutige Zuweisung eines physiologischen Stellenwer-
tes dieser Subtypisierung oder auch nur die (klassi-
sche) empirische Zuordnung einer solchen Auftren-
nung zu bestimmten Krankheitsbildern fehlt bislang.

Analytik: Die kapillarelektrophoretische Trennung
der Proben erfolgt in leichter Modifikation der von
Schmitz et ai. (3) vorbeschriebenen Isotachophorese.
Dem Trennvorgang wird eine cholesterinspezifische
enzymatische Reaktion vorangestellt, deren farbge-
bendes Produkt ein Formazan ist, welches nach Auf-
trennung an den Lipoproteinfraktionen delektiert
wird.

Patienten: Untersucht wurden 8 thyreoidektomierte
Patienten mit foll. oder pap. Schilddrüsenkarzinom,
die ihre hochdosierte Thyroxinsubstitutionstherapie
anläßlich einer Ganzkörper-Jod-szintigraphischen
Nachsorgeuntersuchung abgesetzt hatten. Alle Patien-

ten wurde zunächst im Zustand der manifesten Hypo-
thyreose und, nach Wiederaufnahme der Substituti-
onsthcrapie (8 Wochen später), im Zustand der (the-
rapeutisch angestrebten) latenten Hyperthyreose un-
tersucht. Der Schilddrüsenhormonstatus wurde im Se-
rum dokumentiert. Nach Ermittlung der Cholesterin-
konzentration im Serum wurden die Lipoproteinsub-
fraktionen (1-14) in der Kapillarelektrophorese auf-
getrennt. Ausgewertet wurden die aufgetrennten
Peakflächen in Prozent der Gesamtfläche. Zur (inter-
ferenz-)statistischen Bewertung der Thyroxinwirkung
auf den Cholesteringehalt der Lipoproteinsubfraktio-
nen verwendeten wir einen Wilcoxontest für verbun-
dene Stichproben. Im Sinne einer deskriptiven Stati-
stik stellen wir im Folgenden unsere Daten als Mittel-
wert ± SD dar.

Ergebnisse: Thyroxingabe senkte die Gesamtchole-
sterinkonzentration von 8,3 ± 1,1 auf 5,2 ± 0,2 mMoI/L
(p<0,05) ab. Statistisch signifikante Unterschiede
(p <0,05) bezüglich der Cholesterinbeladung der ein-
zelnen Lipoproteinsubfraktionen unter dem Einfluß
von Thyroxin (Hypo- vs. lat. Hyperthyreose) ließen
sich in den „peaks" l (8,8 ± 2,4->7,2 ± 2,3 %), 9 (18,7 ±
3,6->14,6 ± 3,1 %) und 11 (18,4 ± 4,0->17,2 ± 5,2 %)
darstellen.

Zusammenfassung: Der Einfluß von T4 auf die
LDL-gebundene Cholesterinkonzentration läßt sich
für 2 („9,11") der insgesamt 6 Subfraktionen der LDL
aufzeigen. Darüber hinaus findet sich in einer Sub-
traktion der HDL („l") ein der LDL gleichsinniger
Einfluß des Thyroxins.

Literatur

1. Chait, A.; Bierman, E.L.; Albers, J.J. (1979): Regulatory roie of
triiodothyronine in the ctegradation of lovv density lipoprotein by
cultured human skin fibroblasts. J.ClinJEndocrinol.Metab. 48:
887-889.
2. Ness, G.G. (1991): Thyroid hormone. Basis for its hypocholeste-
rolemic effect. J.Fla.Med.Assoc. 78:383-385.
3. Schmitz G.; Möllers C. (1994): Analysis of lipoproteins with
analytical capillary isotachophoresis. Electrophoresis 15(1): 31-39.

A-4

Effect of variations in oral fat and
carbohydrate load on postprandial
lipemia
S. Westphal*, A. Ambrosch*, C. Luley*

"Institut für Klinische Chemie, Otto von Guericke Universität
Magdeburg

Introduction: Since postprandial lipemia has been im-
. plicated äs a risk factor in the pathogenesis of athero-
sclerosis, we investigated the effect of oral glucose on
postprandial lipemic response.
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Methods: In a cross-over study, blood samples vvere
• taken from tvvelve young he althy volunteers until se-
ven hours postprandially. After overnight fasting, each
subject randomly received an oral fat load test (l g
fat/kg body weight plus 60 000IU retinyl palraitate/m2

body surface) with or without 75 g glucose. Lipopro-
teins carrying exogenous fat were determined by
retinyl ester fluorescence. Triacylglycerol (Tg) and
free fatty acids (FFA) were measured in whole blood
samples and lipoproteins prepared by ultracentrifuga-
tion.

As secondary parameters insulin and glucose vvere
conventionally determined.

Results: The group receiving a test meal with gluco-
se showed a markedly reduced and significantly de-
layed postprandial lipemic response. All measured
lipid parameters discriminated clearly between both
test meals in the late postprandial phase. The total
serum and VLDL-Tg concentrations postprandially
were similar with lower peak values occuring 2 hours
later than after the pure fat meal; VLDL-Tg (mmol/1)
1.43 versus 1.08; 1.04 versus 1.34 3 and 5 hours post-
prandially (p = 0.0164); total serum Tg (mmol/1) 1.87
versus 1.42,1.41 versus 1.76 3 and 5 hours after the test
meal (p = 0.0164). Retinyl palmitate and Tg in chylo-
microns were also significantly lower after a test meal
containing glucose. FFA, however, discriminated by
far best at hours l until 3 after the oral fat load test
(p = 0.003).

Conclusion: The result suggests that the combina-
tion of a fat meal with glucose may be beneficial in re-
ducing concentrations of Tg-rich lipoproteins, partly
through an effect of insulin on postprandial lipemia in
healthy subjects.

A-5

Effekte der Fenofibrät-Therapie auf den
Lipidstoffwechsel und das fibrinolytische
System bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit und Hyperlipoproteinämie
M. Heins*, F. Schoebel**, D. Stein**, R. Asseni*,
B. E. Strauer**, M. Leschke**, H. Reinauer*

* Institut für Klinische Chemie, "Klinik für Kardiologie, Heinrich-
Heine-Universität Düsseldorf

Die Hyperlipoproteinämie (HLP) ist ein wichtiger Ri-
sikofaktor in der Pathogenese der Koronarsklerose.
Zudem sind hämostaseologische Prozesse an der Ent-
wicklung von akuten Koronarsyndromen beteiligt.
Der Befund, wonach bei Patienten mit Hypertriglyze-
ridämie und Hyperinsulinämie die endogene Fibrino-
lyse beeinträchtigt ist, macht einen Zusammenhang
zwischen fibrinolytischem System und Lipid- bzw.
Glukosestoffwechsel wahrscheinlich. Ziel der Unter-
suchung war es daher, den Effekt der lipidsenkenden

Therapie mit Fenofibrat (Normalip ProTm) auf die Fi-
brinolyse, den Lipid- und Glukosestoffwechsel zu ana-
lysieren.

17 Nicht-Diabetiker (40-64 Jahre) mit manifester
KHK und HLP wurden über einen Zeitraum von 8
Wochen mit 200 mg Fenofibrat behandelt. Vor und
nach der Behandlung erhielten die Patienten um
8.00 h 75 g Glukose oral. Vor der Glukose-Gabe sowie
um 8.30 h, 9.00 h, 10.00 h und 11.00 h fand eine
Blutabnahme statt. Gemessen wurden Triglyceride
(TG), Cholesterin, HDL, LDL, Glukose, Insulin, Plas-
minogen-Aktivator Inhibitor (PAI) und Fibrinogen.

Signifikante Unterschiede ergaben sich (vor und
nach Behandlung) für TG [8.00 h 479 ± 358 vs. 239 ±
130, 8.30 h 470 ± 344 vs. 238 ± 127, 9.00 h 465 ± 344 vs.
243 ± 126,10.00 h 452 ± 319 vs. 246 ± 131.11.00 h 433 ±
283 vs. 252 ± 138 mg/dl (p <0,001 für alle Werte)],
HDL-Cholesterin [8.00 h 29 ± 6 vs. 33 ± 7 mg/dl (p =
0,001)], Glukose [8.00 h 98 ± 10 vs. 94 ± 8 mg/dl (p
<0,05)], Insulin [8.00 h U ± 6 vs. 9 ± 4 mU/1 (p <0,05)]
und Fibrinogen [8.00 h 264 ± 33 vs. 237 ± 30 mg/dl (p
<0,05)]. Bei der geringen Patientenzahl fanden wir
nach Therapie einen PAI-Abfall [6,3 ± 2,5 vs. 5,5 ±
1,9 U/ml (p = 0,076)].

Das kardiovaskuläre Risikoprofil von Patienten mit
KHK und HLP wird unter Fenofibrät-Therapie durch
die Senkung von TG, Fibrinogen, Glukose, Insulin
und PAI sowie durch einen Anstieg von HDL redu-
ziert. Wahrscheinlich wird zusätzlich die endogene Fi-
brinolyse durch eine niedrigere PAI-Aktivät verbes-
sert.

A-6 .

Homocystein als Risikofaktor für die
Arteriosklerose
R. Kirkamm*, S. Petersen*, G. Holzbach*, B. Heicke*

* Bioscientia - Institut für Laboruntersuchungen Ingelheim GmbH,
Ingelheim

Die Aminosäure Homocystein wird in mehreren Pu-
blikationen als unabhängiger Risikofaktor für einen
Myokardinfarkt und zerebrale Insulte angesehen. Ho-
mocystein entsteht als Intermediärprodukt bei der
Übertragung von Methylgruppen: es wird entweder zu
Methionin remethyliert oder über Cystathionin zu Cy-
stein und Glutathion abgebaut. Die hierfür notwendi-
gen Enzyme sind die Cystathionin-ß-Synthetase und
für die Remethylierung die Methyl-tetrahydrofolat-
Methyltransferase. Beide Enzyme benötigen als Co-
enzyme Pyridoxin (Vitamin B6) und Cobalamin (Vit-
amin B12) sowie Folsäure als Methylgruppendonator.
Die Ursachen der Homocysteinämie sind also entwe-
der ein Defekt der beteiligten Enzyme oder Vit-
aminmangelzustände, wie sie insbesondere bei der äl-
teren Bevölkerung häufig anzutreffen sind.
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Bei 3105 Patienten wurde mittels HPLC mit Fluo
reszenz-Dctcktion der Homocystcin-Spiegel im Plas-
ma bestimmt. Das Durchschnittsalter aller Patienten
lag bei 57,3 Jahren, das Durchschnittsalter der 1765
Männer bei 56,2 Jahren, das der 1340 Frauen bei 58,7
Jahren.

Die Homocysteinspiegel in der Gesamtgruppe la-
gen bei 10,15 ± 3.45 ± mol/1. Auffällig und.statistisch
signifikant sind höhere Homocysteinwerte bei Män-
nern 10.52 ± 3,29 /Jmol/l gegenüber 9,66 ± 3,58 //mol/1
bei Frauen (p <0,0001). In der Regressionsanalyse
zeigt sich eine statistisch signifikante Altersabhängig-
keit der Homocystein-Werte (p < 0,0001).

Homocystein scheint ein eigenständiger, genetisch
und nutritv bedingter Risikofaktor für die Arterio-
sklerose zu sein. Erhöhte Homocysteinwerte bei Män-
nern sind mit der erhöhten Prävalenz arterioskleroti-
scher Erkrankungen vereinbar. Die deutliche Alters-
abhängigkeit der Homocystein-Werte könnte mit ei-
ner nutritiv bedingten Vitaminmangelversorgung im
Alter erklärt werden.

A-7

Besteht eine Beziehung zwischen
Parametern der Gerinnungsaktivierung
und der Fibrinolyse zum Ausmaß der
Atherosklerose im Bereich der
Karotiden?
A. (viertens*, S. Dresbach*, M. Heins*, D. Stein**,
T. M. Schiele**, M. Sitzer***, H. Steinmetz***,
M. Leschke**, B. E. Strauer**, H. Reinauer*

* Institut für Klinische Chemie
** Klinik für Kardiologie
*** Klinik für Neurologie, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf

In der Pathogenese akuter Koronarsyndrome spielen
Gerinnungsaktivierung bzw. Störungen des fibrinoly-
tischen Systems eine wichtige Rolle. Eine Aktivierung
des fibrinolytischen Systems ist möglicherweise auch
im Rahmen der Atheroskleroseprogression von Be-
deutung.

Daher untersuchten wir 120 Patienten mit koronar-
angiographisch gesicherter koronarer Herzkrankheit
im Alter von 47 bis 69 Jahren. Die Thrombinbildung
wurde durch Messung von Thrombin-Antithrombin
HI-Komplex (TAT) und Prothrombinfragment 1 + 2
(F l + 2) ermittelt. Als Parameter für die Aktivierung
des fibrinolytischen Systems wurde Plamin-o^-Anti-
plasmin-Komplex (PAP) und als Maß der lysierten Fi-
bringerinnsel die D-Dimere analysiert. Fibrinogen
wurde als Marker der Blutrheologie bestimmt. Als kli-
nisches Korrelat der Atherosklerose diente die mittels
Duplexsonographie bestimmte Intima-Media-Dicke
(IMT) im Bereich der Karotiden an vier definierten
Meßpunkten. .

Es ergab sich eine positive Korrelation zwischen
der IMT und den Plasmakonzentrationen von Fibrino-
gen (r = 0.2306; p <0,05). F 1 + 2 (r = 0,2036: p<0,05)
und PAP (r = 0,3266; p = 0,001). Außerdem korrelier-
te die F l + 2-Konzentration mit den Plasmakonzen-
trationen von TAT (r = 0,4983; p <0,001), PAP (r =
0,2468; p <0,001) und D-Dimeren (r = 0,3677:
p<0,001).

Die Korrelation von Parametern der Gerinnungs-
aktivierung, der Fibrinolyse und der Blutrheologie mit
der IMT sprechen für deren pathogenetische Bedeu-
tung im Rahmen der Atherosklerose.

A-8

A rapid, specific and sensitive screening
of less frequent susceptibility alleles in a
pool of six individual samples
S. Gehrisch*, W. Jaross*, H. Kostka*, R. Tesche*

* Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Univer-
sitätsklinikum Carl Gustav Carus der Technischen Universität
Dresden, BRD

There is growing evidence, that some diseases are as-
sociated with specific alleles of certain candidate
genes. Eventhough these susceptibility alleles were
found in patients and in healthy individuals, only in
the group of patients with the phenotypic expression
of the diseases these alleles were observed in a signifi-
cant higher frequency. Examples of this are Arg506
->Gln mutation in the factor V, the apolipoprotein
B-100 mutation Arg3500->Gln and also mutations in
the genes of the lipoprotein lipase (amino acid 9 and
291) and the hepatic triglyceride iipase (amino acid
73). The frequency of these mutations in the general
population is in the ränge from 0.1% to 5%. For the
rapid, specific and sensitive detection of heterozygote
mutation carriers in the lipoprorein lipase and hepatic
triglyceride lipase gene in larger sample groups we
developed a method to reduce the analytical effort.
Six individual samples were unified under standard-
ised conditions (DNA amount) in one pool. With
those pools the P,CRvs were carried out. The mutat-
ions were.iäentified by using restriction enzyme, in
general cutting the wildtype sequence at the position
of interest. Positive and negative pools can be easily
dfetected in the agarose gelelectrophoresis. Depending
on the allele frequency, the number of analysed sam-
ples can be remarkably reduced to less than about
30%. In case that only the mutated sequence could be
recognised with ä restriction enzyme using the
polyacrylamide gelelectrophoresis and silver staining
procedure this method can be used to perform this
.screening procedure for pooled samples.
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Long PCR on the LDL-R gene and
detection of a large deletion
Henryk Bochmann*. Siegmund Gehrisch*,
Werner Jaross*

* Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Univer-
sitätsklinikum der Technischen Universität Dresden

To demonstrate the usefulness of Long PCR to analy-
ze gene structures and large deletions we have de-
veloped a routine method to amplify the entire LDL
receptor gene, including the promotor region and in-
tron l, thus facilitating the detection of certain LDL-R
specific deletions.

For the amplication of the LDL-R gene, spanning
approximately 45.5 kB and being divided into 18
exons and 17 introns, we have designed overlapping
PCR products (ranging from 4 to 16 kB in length),
which can be amplified simultaneously overnight for
fast results using the ExpandTM Long Template PCR
System (Boehringer Mannheim).

It was possible to positively identify two samples
being, heterozygote carriers of the „5 kB French-
Canadian" deletion by applying this method. As a side
result the length of intron l of the LDL-R gene could
be established äs to be approximately 9.5 kB. The
method is sensitive enough to detect deletions in 1:10
mixes of positive controls with wildtype DNA.

It can be concluded that Long PCR äs a relatively
uncomplicated method has the potential to replace
Southern Blot analysis in rnany experiments aimed the
detection of larger structural aberrations and studies
to reveal genes structures.

A-10

The prevalence of mutations in the
! lipoprotein lipase gene in 20 families

with Familiäl Combined Hyperlipidemia
(FCHL)
H. Kostka*, S. Gehrisch, M. Freidt, l. Hoche**,

: U. Julius**, M. HanefelcT, W.-Jaross*
* Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin

l " Institut und Poliklinik für Klinische Stoffwechselforschung, Uni-
j versitätsklinikum Carl Gustav Carus der Technischen Univer-
j sität Dresden, BRD

The lipoprotein lipase (LPL) gene is one of the candi-
date genes for distinct mutations which can be found
in patienls and families expressing FCHL. We found
that the frequency of the 3 missense mutations (D9N,
G118E, N291S) was higher in the patients with hyper-
iriglyceridemia or mixed hyperlipidemia in compari-
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son to the control group (21.05% vs i.72%; p = 0.0015)
[1]. The cosegregation of these genetic variants and
the phenotypes within a family study including 20 fa-

.milies with FCHL were invcstigated to prove the hy-
pothesis that this mutations in LPL gene could act äs
susceptibility genes in FCHL. We investigated the
LPL gene in 20 families with FCHL (n = 137) by tem-
perature gradient gel electrophoresis, solid phase
sequencing and allele specific restriction analysis. The
D9N mutation was found in 15 subjects and the N291S
mutation in 10 subjects out of the screened FCHL
families. 18 carriers of one of those mutations devel-
oped a dyslipidemia. 4 of-the 7 individuals vvithout the
phenotype were younger than 35 years. Out of 112
family members without the D9N and N291S mutation
78 exhibited a dyslipidemia . Overall the frequency of
the missense mutation in the LPL gene was about
18.2% in these families but the cosegregation of the
phenotype was incomplete. Both endogenous and en-
vironmental factors are responsible for these diseases.
The different penetration and the variability of ex-
pression determine the nonhomogenous phenotype.
Each mutation by itself is considered to be only a mi-
nor factor in the development of dyslipidemia. These
results support the hypothesis that missense mutations
in the lipoprotein lipase gene may act äs susceptibility
alleles in a subgroup of patients with mixed hyperlip-
idemia. The missense mutations D9N and N291S to-
gether with other factors are responsible for dyslip-
idemia. Each missense mutation is associated with
limited correlation to expression of dyslipidemia.

References

1. Gehrisch et al. (1994) Point mutations in lipoprotein lipase
(LPL) gene in normal (N) and combined hyperlipidemic (CH) sub-
jects. Atherosclerosis 109,61

B-1

Cloning, Sequencing and PCR-based
Differential Detection of Partial cDNAs
Encoding the Human Cardiac Types V
and VI Adenylyl Cyclases
J.-N. Volff, J. Giray*, V. Tittelbach*, P. Lemke*,
D. Ratge*, H. Wisser*
* Department of Clinical Pathology, Robert Bosch Hospital and

Dr. Margarete Fischer-Bosch Institute for Clinical Pharmacology,
Stuttgart, Germany

Adenylyl cyclase (AC)-activating ß-adrenoceptor res-
ponses are attenuated wilh age in heart. A modifica-
tion of the translation rate of AC gene(s) may be in-
volved in rats (1). Our aim is to study the expression of
the preponderant AC types V and VI in relation with
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agcing and hearl disorclors in human heart. f3ccause of
thc high similarity bctvvecn both enzymes in mammali-
nns, a RT-PCR estimation of transcriplion was prefer-
red to a Northern blot slralcgy for thc specific dctec-
tion of cach mRNA. The firsl stcp was to clone and
sequcncc pariial cDNAs for both enzymes, whose
scquenccs had not bcen reported until now for Homo
sapiens.

DNA primers dcrived from cDNAs of mammalian
types V and VI enzymes were used to amplify the cor-
responding human cDNAs from human atrial tissues.
A partial cDNA of 316 base pairs (bp) was obtained
for the type V AC, whose nucleotide (nt) and deduced
aminoacid (aa) sequences presented 95% and 100%
identity, respectively, with the other type V mamma-
lian enzymes. A lower homology was found with the
known type VI sequences at the nt (80%) and aa
(85%) levels. A 222 bp partial cDNA was cloned for
the human type VI AC. Its nt and aa sequences pre-
sented more than 90% and 97% identity, respectively,
with those of other mammalian type VI ACs and
about 80% with those of the type V enzymes. In the
overlapping domain, both cloned cDNAs presented
81 % nt homology. A small variable region allows the
specific RT- PCR detection of each mRNA category,
which is verified with restriction enzymes cutting spe-
cifically in one mRNA species. Construction of inter-
nal Standards are underway to study the expression of
both genes through competitive RT-PCR.

Reference
1. Tobise et al.: Circ Res 1994;74:596-603.

Expression of protein was reported äs the factor of a
Standard protein prcparation obtained from MNL of a
healthy person,

Results: A wide interindividual variability of Gsr/
and Gja protein expression was observed among all
patients (N = 25). Neither pre- and postop. nor
between palients with and without AFib significant
differences between Gs« and Gja values were found.
However the Gsa/Gia ratio post-op. increased signifi-
cantly (p= 0.03) in patients with AFib but decreased
(p = 0.09) in those without AFib. The difference of the
Gsa/Gia ratios (pre-post) in patients with and without
AFib was highly significant (p = 0.005).

postop.
AFib

yes (n=8)
no(n=17)

Gsa/G«
ratio preop.

0.95 ± 0.46
1.79 ±1.21

Gsa/Gia
ratio post op.

1.66 ±0.72
1.23 ±0.56

P

0.03*
0.09

Quantitation of Gsa mRNA-levels showed no signi-
ficant change neither between pre- and postoperative
preparations nor between patients with and without
AFib. Results of Gja mRNA-quantitations and the
Gsa/Gia mRNA ratio will be shown.

Condusions: Our results show that not only the Gia
content but the Gsa/Gia ratio and perioperative chan-
ges of the Gsot/Gia ratio are important for the appea-
rance of AFib. A rise of the Gsa/Gia ratio appears to
be associated with the occurrence of AFib. As Gsa
mRNA-levels do not alter, changes must be caused by
different G-ia mRNA-levels, rates of translation or pro-
tein stabilities.

B-2

Possible Role of G Proteins in Atrial
Fibrillation after Aortocoronary Bypass
Surgery

V. Tittelbach*, D. Ratge*, P. Lemke**, K. Mörike***,
M. Schwab***, J.-N. Volff*, J. Giray*, H. Wisser*

* Depts. of Clinical Pathology and
** Thoracic & Vascular Surgery, Robert-Bosch- Krankenhaus
*** Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut für Klinische Pharmakolo-

gie, Stuttgart, Germany

Objective: Atrial fibrillation (AFib) occurs in up to
40% of patients after aortocoronary bypass (ACB)
surgery. A reduced Gja content has been implicated äs
a mechanism of cAMP-dependent arrhythmogenesis
in animal experiments (1).

Material and Methods: Mononuclear leukocytes
(MNL) pre- and postoperative were isolated from
whole blood of patients undergoing ACB surgery. Gja
and Gsaproteins äs well äs mRNA-levels were analy-
zed (Western blotting and semiquantitative RT-PCR).

Reference

1. Grimm M et al.: Naunyn-Schmiedeberg's Ach Pharmacol, Sup-
pl. 351, R102 [1995]

B-3

Concentration of myosin-light-chain 1 in
plasma after cardiologic interventional
treatment

C. Liebrich*, W. R. Külpmann*, A. Mügge**,
P. Schulzeck*

* Institut für Klinische Chemie l
** Abteilung Kardiologie, Medizinische Hochschule Hannover

The release kinetics of myosin-light-chain l (MLC-1)
were studied in 24 men and 9 women, who underwent
different elective cardiological interventions at one"

. (n = 25), two (n = 6) or three (n = 2) lesions:
Percutaneous transluminal coronary angioplasty

(n= 41), rotablation (n = 6), directional coronary
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athercctomy (n = 4) and stcnt Implantation (n = 8).
Blood samplos wero takcn before and 0 h, 2 h, 4 h, 6 h,
S h. 24 h and 48 h aftcr Intervention.

MLC-1 was dctcrminecl in plasma by an enzyme-
immunonssay (KONE), which was performcd on a
dedicalcd Instrument (Quartus, KONE).

The refercnce interval was estabiished by measure-
menl of samplcs collectcd from 107 healthy blood
clonors (ränge: 40-65 years).

In addition CK and CK-MB activity was measured
äs well äs myoglobin and troponin T concentration.

In 6 patients MLC-1 concentration exceeded the
upper limil of the reference interval (2.80 pg/1) up to
100% (ränge 3.41 -5.87 &/\) 24h or 48h after Interven-
tion. In one of these patients a borderline elevation of
MLC-1 (2.83 /Jg/l) was observed immediately after
Intervention, which was accompanied by an increased
CK activity (102 U/l), but a „normal" activity of
CK-MB (6 U/l). In all other samples CK activity was
within the reference interval. In 7 patients myoglobin
concentration was elevated within 2 h to 8 h after
Intervention, in 8 patients troponin T concentration
exceeded the upper reference limit (0.1 ji/g/1) after
24h, in two of them already after 6 h and in one of
them already after 4 h. One Patient had a single
elevation of troponin T after 8 h.

It was concluded that MLC-1 is a sensitive myocar-
dial marker, which detects cell lesions later than myo-
globin, but more specific. It does not exceed specificity
and sensitivity of troponin T.

B-4

Zusammenhang zwischen Big
Endothelin-1-Plasmakonzentrationen
und Indikatoren der linksventrikulären
Funktion
C. Haug*. H. Osterhues**, W. Koenig**, M. Hoeher**,
V. Hombach**, A. Grünert*

* Institut für Klinische Chemie
** Innere Medizin II, Klinikum der Universität Ulm

Endothelin-1 ist ein aus 21 Aminosäuren bestehendes,
stark vasokonstriktorisch sowie auch mitogen wirksa-
mes Peptid, das seine Wirkung vorwiegend über para-
krine oder autokrine Mechanismen auszuüben
scheint. Sowohl Endothelin-1 als auch das aus 38 Ami-
nosäuren bestehende Vorläuferpeptid Big Endothe-
lin-1 können jedoch auch im Plasma nachgewiesen
werden. In bisherigen Untersuchungen wurden bei
Patienten mit Herzinsuffizienz erhöhte Endothelin-1-
Plasmakonzentrationen beobachtet. In dieser Studie
sollte untersucht werden, ob die Plasmakonzentratio-
nen des Vorläuferpeptids Big Endothelin-1 mit Indi-
katoren der linksventrikulären Funktion korrelieren.

Von 90 Patienten (61 Männer, 29 Frauen, mittleres
Aller 61 Jahre; Koronare Herzkrankheit n = 76, Hy-
pertonie n = 41, Hyperlipidämie n = 39) wurden un-
mittelbar vor Beginn einer Herzkatheteruntersuch u ng
arterielle Blutproben entnommen. Die Proben wur-
den in EDTA-Monovetten abgenommen und sofort
zenlrifugiert. Die Plasmaproben wurden bei -80 °C
aufbewahrt. Die Big Endothelin-1-Plasmakonzentra-
tionen wurden mit zwei verschiedenen ELISA-Test-
kits bestimmt: a) mit einem neuen Assay ohne vorhe-
rige Probenextraktion (Biomedica, Wien, Österreich;
Kreuzreaktivität: Big Endothelin-1 100%, Endothelin-
1, -2 und -3 <1%; Intraassay Variationskoeffizient 4,9%
(n = 11), Interassayvariationskoeffizient 6,9% (n =
12), b) mit einem ELISA nach vorausgegangener Sep
Pak C18-Extraktion (Amersham, Buckinghamshire,
England; Kreuzreaktivität: Big-Endothelin-1 100%,
Endothelin-1 <0,028%, Endothelin-2 und -3 <0,006%.
Intraassayvariationskoeffizient 5,9% (n = 18), Interas-
sayvariationskoeffizient 9,0% (n = 22); Wiederfindung
nach Extraktion: 91,3 ± 5,7% (n = 14)). Die Ergebnis-
se sind als Mittelwerte ± SEM dargestellt, zusätzlich
wurden lineare Regressionsanalysen durchgeführt.

Die Big Endothelin-1 Plasmakonzentrationen wie-
sen eine signifikante negative Korrelation mit der
linksventrikulären Auswurffraktion (r = -0,46 und r =
-0,40, p <0,001, n = 90) und eine signifikante positive
Korrelation mit dem linksventrikulären enddiastoli-
schen Druck (r = 0,40 p <0,001 und r = 0,36 p <0,01,
n =90), dem linksventrikulären enddiastolischen (r =
0,52 und r = 0,48, p <0,001, n = 90) und endsystoli-
schen (r = 0,56 und r = 0,50, p <0,001, n = 90) Volu-
menindex und dem mittleren (r = 0,52 p <0,001 und r =
0,46 p <0,01, n = 42) und enddiastolischen (r = 0,53
p<0,001 und r = 0,48 p <0,01, n = 42) pulmonalarteri-
ellen Druck auf. Mit dem Herzzeitvolumenindex und
den systoli- sehen, diastolischen und mittleren Blut-
druckwerten konnte dagegen keine signifikante Kor-
relation nachgewiesen werden. Der Big Endothelin-1
ELISA ohne Probenextraktion ergab signifikant nied-
rigerere Resultate als der ELISA mit Probenextrakti-
on (0,9 ± 0,1 fmol/ml versus 2,7 ± 0,2 fmol/ml, n = 90),
jedoch zeigte sich eine enge Korrelation zwischen den
mit den beiden Assays ermittelten Resultaten (r = 0,86
p <0,001, n = 90).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daß auch die
Plasmakonzentrationen des Vorläuferpeptids Big
.Endothelin-1 mit Indikatoren der linksventrikulären
Funktion und mit dem pulmonalarteriellen Druck
korrelieren. Beide verwendeten Assays scheinen Ver-
änderungen der Big Endothelin-1-Plasmakonzentra-
tionen in ähnlicher Weise widerzuspiegeln. Da ein Big
Endothelin-1-ELISA ohne vorherige Probenextrakti-
on im Routinelabor leicht durchzuführen ist, könnte
diese Bestimmung bei der Diagnostik oder Therapie-
überwachung der linksventrikulären Insuffizienz un.d
der pulmonalen Hypertonie von Nutzen sein.
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B-5

Plasmakatecholaminkonzentration in
Ruhe und unter Belastung bei koronarer
Herzerkrankung (KHK) und nach
Herztransplantation (HTx)
H. Weisser*. D. Jaeger**, M. Krieg*

* Institut für Klinische Chemie, Transfusions- und Labora-
toriumsmedizin

** Abteilung für Kardiologie, Universitätsklinik Bergmannsheil,
Bochum

Die Plasmakatecholaminkonzentration kann als Indi-
kator für das Ausmaß der sympathoadrenergen Akti-
vitätserhöhung und als humoraler Prognoseparameter
bei Herzinsuffizienz genutzt werden. Fragestellung
der vorliegenden Studie war, ob sich Patienten mit
KHK (A = NYHA 0-1; B = NYHA II-III) in ihrer
sympathoadrenergen Aktivität von solchen nach HTx
(C = NYHA 0-L ohne Abstoßung; D = NYHA II-ITI,
mäßige Abstoßung) unterscheiden. Hierzu wurden
hämodynamische Parameter sowie die Katecholamin-
Konzentration in Ruhe und nach 50 Watt Belastung
bestimmt. Blut wurde, aus der A. pulmonalis in
EGTA-Röhrchen aufgefangen. Die Katecholamin-
Bestimmung im Plasma erfolgte mittels HPLC und
elektrochemischer Detektion, die statistische Auswer-
tung mittels Student-t-Test (p < 0.05).

NA
A
SV
Cl
PCWP

NA
A
SV
Cl
PCWP

A (n = 15)
Ruhe 50 Watt

317±37 569±80
97±19 124±17
70±5 104±5

2.7±0.2 5.4±0.3
6.9±0.4 18.5±1.6

C(n = 15)-~ '
Ruhe 50 Watt

283±44 924±72
63±11 109±16
63±2 101 ±5

2.6±0.1 4.8±0.3
9.3±0.6 20.8±1.7

B (n = 10)
Ruhe 50 Watt

404±46 936±179
75±13 116±29
49±5 63±6

2.3±0.3 3.7±0.4
11.6±2.6 28.7±4.1

D (n = 6) '
Ruhe 50 Watt

377±48 2768±358
42±13 205±47
39±2 66±4

2.3±0.1 4.4±0.2
14.2±1.7 29.3±1.6

NA/A: Noradrenalin/Adrenalin (ng/l ± SEM); SV: Schlagvolumen
(ml ± SEM); Cl: Cardiac Index (l/min/m2 ± SEM); PCWP: Pulmonal-
kapillarer Verschlußdruck (mmHg ± SEM)

KHK- und HTx-Patienten unterscheiden sich in
Ruhe nicht in ihrer Katecholamin-Konzentration und
Hämodynamik. HTx-Patienten weisen jedoch unter
Belastung trotz vergleichbarer Hämodynamik signifi-
kant (p <0.005) höhere NA-Kpnzentrationen auf, wo-
bei darüber hinaus ein signifikanter (p <0.005) Unter-
schied zwischen Patienten mit und ohne Abstoßungs-
reaktion besteht. Die nach Belastung höhere sympa-
thoadrenerge Aktivität bei HTx-Patienten könnte

möglicherweise eine systemische Kompensation der
lokalen sympathischen Denervierung des transplan-
tierten Herzens darstellen.

B-6

Klinische Relevanz von
KohlenhydratdefizientemTransferrin
(CDT) in der Detektion von chronischem
Alkoholabusus
U. M. Schmitt*, D. Jüngst**, M. Bilzer**,
M. Wächtler***, P. Stieber*, D. Seidel*

* Institut f. Klinische Chemie
** Medizinische Klinik I I , Klinikum Großhadern
*** Stadt. Krankenhaus Schwabing, München, FRG

Das Kohlenhydratdefiziente Transferrin wurde viel-
fach als der Parameter schlechthin zur die Detektion
des chronischen Alkoholabusus beschrieben. Ziel un-
serer Untersuchung war die Erlangung eindeutiger
Ergebnisse hinsichtlich der klinischen Relevanz von
CDT sowie die methodische Vergleichbarkeit zweier
Nachweisverfahren.

Wir untersuchten die Seren von 405 Patienten, dar-
unter 42 gesunde Kontrollpersonen, 285 Patienten mit
unterschiedlichsten Lebererkrankungen, die wichtig-
ste differentialdiagnostische Gruppe in dieser Proble-
matik, und 78 lebergesunde Patienten mit anderen Er-
krankungen. 333 Patienten hatten einen täglichen Al-
koholkonsum unter 60 Gramm, 72 Personen lagen
deutlich über dieser Grenze. Wir verwendeten die
zwei Assays CDTect von Kabi Pharmacia und den
axis%CDTvonBiorad.

Unter Berücksichtigung der von den Herstellern
angegebenen Grenzwerte ermittelten wir für den
axis%CDT eine Spezifität von 91,9% bei 47,2% Sensi-
tivität, für den CDTect erhielten wir für Männer eine
Spezifität von 86,8% und eine Sensitivität von 35,7%,
für Frauen eine Spezifität von 95% bei einer Empfind-
lichkeit von 0%.

Unsere Daten zeigen, daß die Spezifität und die
Sensitivität des CDT bei weitem nicht ausreichen, um
klar zwischen Personen mit einem chronischen Alko-
holmißbrauch und Abstinenzlern bzw. „moderate
drinkers" zu unterscheiden. Daher muß vor dem Ein-
satz des CDT in dieser Fragestellung aufgrund der
ernsthaften Konsequenzen für die betroffenen Perso-
nen dringend gewarnt werden.

J Lab Med 1996; 20 (11): 638-689 651
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B-7

Autoantikörper gegen den
Auerbach'schen Plexus bei Achalasie
W. B. Storch

Universität Heidelberg, 69469 Weinheim, Netztal 32

Fragestellung: Die AchaJasie ist eine Erkrankung un-
klarer Äliologie der Speiseröhre, bei der es zu einem
Untergang des Auerbach'schen Plexus kommt. Wir
beschrieben unlängst das Vorkommen von Autoanti-
körpern gegen Auerbach'schen Plexus bei Patienten
mit dieser Erkrankung. Die vorliegende Studie an ei-
nem größeren Patientengut bestätigt die Befunde.

Material und Methode: Untersucht wurden Seren
von 67 Patienten mit primärer Achalasie, wobei die
Diagnose manometrisch, radiologisch und endosko-
pisch gestellt worden war. Als Kontrollen dienten Se-
ren von 54 Gesunden etwa gleichen Alters, ferner von
12 Patienten mit kongenitalem Megacolon, 12 Patien-
ten mit Myasthenia gravis, 12 Patienten mit Spei-
seröhrenkrebs und 11 Patienten mit peptischer Öso-
phagitis. Die Antikörper wurden mittels standardisier-
ter indirekter Immunfluoreszenz nachgewiesen. 4
dicke Kryotomschnitte eines Gewebsblockes aus Rat-
tenmagen, -niere und -leber dienten als antigenes Sub-
strat, ein FITS-markiertes Anti-Human-IgG als Kon-
jugat. Um die Neuronenstruktur zu beweisen, wurde
eine Doppelimmunfluoreszenz mit monoklonalen An-
tikörpern gegen das 68 kd Neurofilamentprotein und
einem Cy 3-markierten Anti-Maus-Immunglobulin
durchgeführt. Eine Fluoreszenz des Zytoplasmas des
Auerbach'schen Plexus bei mindestens 1:20 verdünn-
tem Serum wurde als positiv bewertet.

Ergebnisse: 42 der 67 Patienten mit Achalasie wie-
sen positive Resultate auf, aber nur 4 der Gesunden
und keiner der übrigen Kontrollen (Spezifität 93%,
Sensitivität 63%, p <0,0001).

Schlußfolgerungen: Die Ergebnisse belegen, daß
Autoantikörper gegen den Auerbach'schen Plexus bei
der Achalasie vorkommen. Sie lassen vermuten, daß
Autoimmunmechanismen in die Pathogenese invol-
viert sind. Die Ursache der Antikörperbildung und
ihre Bedeutung sind derzeit jedoch unbekannt.

Dank:
Ich danke allen Kollegen, die geholfen haben, u. a.

Seren überließen, insbesondere H. Bosseckert, T.
Ebel, F. Eckardt, H. Hecker und T. Junginger. Der
Firma Henning, Berlin, danke ich für die finanzielle
Unterstützung.

B-8 ?
Ein immunofunktioneller Assay (IFA) zur i
Messung von biologisch wirksamen !
Wachstumhormonen im Serum
R. A. Dressendörfer*, Z. Wu*. C.-D. Pflaum*, j
C. J. Strasburger* j

* Medizinische Klinik, Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximi-
lians-Universität, München.

Verschiedene Immunoassays, die im Labor zur Be-
stimmung von Wachstumshormonen (hGH) einge-
setzt werden, erzielen unterschiedliche Resultate.
Dies läßt die Relevanz der cut-off Werte bei Provoka-
tionstesten zur Diagnosestellung eines Wachstums-
hormonmangels anzweifeln. Wir entwickelten einen
immunofunktionellen Assay für hGH, der nur solche
hGH Isoformen delektiert, die beide Bindungsstellen
für den hGH Rezeptor besitzen und daher in der Lage
sind, ein biologisches Signal an Zielzellen zu initiieren:
ein monoklonaler anti-hGH Antikörper, der die Bin-
dungsstelle 2 des hGH Moleküls erkennt, ist als Fan-
gantikörper immobilisiert. In einem 2. Inkubations-
schritt bildet biotinyliertes rek. hGH-Bindungsprotein
(hGH-BP), das mit dem extra-zellulären Anteil des
hGH Rezeptors strukturell identisch ist, an jene Anti-
körper komplexierten hGH Isoformen, die auch eine
intakte Rezeptorinteraktionsstelle l aufvveisen. Nach
einem halbstündigen 3. Inkubationsschritt mit Europi-
um markiertem Streptavidin wird das Signal im
DELFIA® Fluorometer gemessen. Der lineare Meß-
bereich des Assays liegt zwischen 0,2 und 100 /L/g/L.
Die Interassay V. K.s liegen in 8 konsekutiven Assays
für 3 Seren mit hGH Konzentrationen von 0,43, 5,3
und 19,2 pg/L bei 12,8,9,4 und 7,9%. Die Intraassay V.
K.s liegen für dieselben Seren bei ISfacher Bestim-
mung bei 8,5, 7,3 und 6,1%. Endogenes hGH-BP bis
zu einer Konzentration von 2000 pM interferiert nicht,
Kreuzreaktionen zu plazentarem Laktogen tritt nicht
auf. Im Vergleich von IFA- und RIA-Ergebnissen va-
riiert der Anteil funktioneller hGH Formen zwischen
50% und 95%. Da der IFA zur Bestimmung von hGH
im Serum im Gegensatz zu herkömmlichen Immuno-
assays nur biologisch aktive hGH Formen detektiert
schlagen wir diesen IFA als zukünftige Methode der
Wahl zur Messung von hGH im Serum vor.

Literatur

Storch WB, Eckardt VF, Wienheck M, Eberl T, Auer PG, Hecker
A, Junginger T, Bosseckert H. Autoantib'odies to Auerbach* s plexus
in achalasia. Cellular.and Molecular Biology 1995; 1033-8
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Immunfluoreszenz - eine Labormethode zum mikroskopischen Nach-
weis von Antigenen und Antikörpern. Sie wird z. B. zum Erregernachweis
in histologischen und zytologischen Präparaten und zur Tumorzelldiffe-
renzierung eingesetzt. Darüber hinaus kommt ihr eine entscheidende
Bedeutung bei der Diagnose von Autoimmunkrankheiten zu.
Die Immunfluoreszenzfibel - ein reich bebildertes Handbuch für die täg-
liche praktische Arbeit im Labor-wurde 1979 in ihrer ersten Auflage be-
gründet. Auf kaum einem Gebiet der Medizin sind so viele neue
Erkenntnisse zu verzeichnen wie in der Immunologie. Die zweite Auflage
des Werkes geht sowohl auf Nachweismethoden ein, die bereits zum
festen Bestandteil der Routinediagnostik geworden sind, als auch auf

„neueste Forschungsergebnisse wie die Entdeckung der Antikörper gegen
den Auerbach-Plexus und gegen Podozyten. Der Einsatz moderner tech-
nischer Verfahren wie konfokale Laserscanning-Mikroskope oder neue-
rer Fluorochrome ermöglicht in einzigartiger Weise den simultanen und
empfindlichen Nachweis verschiedener Substanzen. In der Hand des
Erfahrenen ist die Immunfluoreszenz daher durch keine andere
Suchmethode zu ersetzen.

Preisstand: I.Oktober 1996
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B-9

Verläßlichkeit und Informationsgewinn
aus der Messung von Serum-
Thyreoglobulin (TG) mit Hilfe eines
Immunoradiometrischen Assays (IRMA)
bei Patienten mit Immunthyreopathie
(ITP)
A. Dittrich*. A. von zur Mühlen*, F. Schuppert*

•Abteilung Klinische Endokrinologie, Medizinische Hochschule
Hannover

Einleitung: Die Messung von TG mit Hilfe von
Radioimmunoassays (RIA) ist gut etabliert in der
Schilddrüsen-(SD-)Karzinomnachsorge. Leider kön-
nen anti-TG die TG-Messung bei diesen Assays
stören. Spezifische monoklonale Antikörper in neuen
IRMA reduzieren diese Interaktion erheblich. Hier-
durch wurde es möglich, über l Jahr TG bei 245 Pati-
enten ITP-Patienten zu messen. 40 Blutspender dien-
ten als Kontrolle. Die TG-Werte wurden mit endokri-
nen und klinischen Parametern in Relation gesetzt.

Methode: Um Interferenzen der TG-Messung zu er-
kennen, wurde die Wiederfindung (WF) bestimmt.
Außerdem wurden die folgenden endokrinen Parame-
ter gemessen: TT3, TT4, TBG, TSHbasaN anti-TPO und
TSH-Rezeptor-AK (TRAK). Das SD-Volumen wur-
de sonographisch bestimmt, Zur statischen Auswer-
tung wurden T-test und ANOVA angewendet. Ein
p <0,05 war signifikant.

Ergebnisse: Die WF lag bei allen Blutspendern
>70%. 40 von 245 ITP-Patienten (16,3%) hatten eine
erniedrigte WF und wurden von den weiteren Analy-
sen ausgeschlossen. Der Anteil von WF <70% sank
von 51% bei anti-TG >500 U/ml auf 22% bei
100-500 U/ml und 3% bei anti-TG <100 U/ml. In der
gesunden Kontrollgruppe korrelierte TG positiv mit
SD-Volumen, TT4 und negativ mit TSHbasai· Eine po-
sitive Korrelation von TG mit SD-Volumen und TT3
konnte bei Basedow-Patienten (n = 136) nachgewie-
sen werden, nicht aber bei Patienten mit einer atrophi-
schen Thyreoiditis (n = 23), Hashimoto-Thyreoiditis
(n = 18) oder euthyreoter ITP (n = 28). Anti-TG kor-
relierte negativ mit TG bei Basedow- und Hashimoto-
Patienten. TG stieg mit wachsendem SD-Volumen bei
allen Patienten an, während Unterschiede in der SD-
Funktion keinen signifikanten Einfluß auf den TG-Se-
rumspiegel hatten.

Zusammenfassung: Aus unseren Ergebnissen
schließen wir, daß der von uns verwendete IRMA ein
verläßliches Verfahren für die Messung von TG bei
Patienten mit ITP darstellt. Unsere Analysen zeigen,
daß das SD-Volumen die Größenordnung des TG-Ti-
ters vorgibt, innerhalb derer andere Parameter wie
TSH, TRAK und SD-Medikation ihre Einflüsse den
TG-Spiegel ausüben. ·

B-10

Mangelnde Plausibilität nicht-
radioimmunologischer FT3-
Bestimmungen
R. Paul, Y. Schnitt

Institut für Labormedizin, Klinikum Darmstadt

Da die Bestimmung des· FT3 oft von Klinikern ange-
fordert wird, kommen häufig nicht-radioimmunologi-
sche Methoden zur Anwendung, die neben des Vor-
teils eines hohen Automationsgrades auch eine
schnelle Durchführbarkeit bieten. Da die Resultate
dieser FT3-Bestimmungen wiederholt nicht mit der
klinischen Situation der Patienten in Übereinstim-
mung zu bringen waren, wurden bei n = 291 Proben
die klinischen Daten der Patienten mit den Ergebnis-
sen verschiedener Methoden verglichen. Als Referenz
für die FT3-Bestimmung wurde der Test RIA-gnost
FT3 (Fa. CIS, Dreieich) gewählt, als nicht-radioimmu-
nologische Techniken wurden für FT3 der Axsym (Fa.
Abbott, Wiesbaden), der ES 600 (Fa. Boehringer,
Mannheim) und der 600 (Fa. Eurogenetics,
Köln) benutzt.

Diskrepante Resultate ergaben sich bei n = 42 Pro-
ben (14,4%). Diskrepanzen fanden sich zwischen den
verschiedenen nicht-radioimmunologischen Testen,
sowohl zwischen diesen und dem Referenztest (z.B.
FT3 RIA versus JFT3 AIA600: r = 0,45) als auch zwi-
schen den nicht-radioimmunologischen Testergebnis-
sen und der klinischen Situation des Patienten. Dabei
handelte es sich um Patienten aus der Gruppe der In-
tensivstationen des Klinikums, um Patienten mit ent-
gleistem Diabetes bzw. Patienten mit anderen schwe-
ren Erkrankungen. Die Ergebnisse des Referenztestes
für FT3 und die Ergebnisse der Bestimmungen von
TSH und FT4 untereinander waren übereinstimmend,
ebenso der Vergleich dieser Daten mit der klinischen
Situation der Patienten.

Daraus muß gefolgert werden, daß die Anwendung
nicht-radioimrhunologischer Verfahren besonders im
Kollektiv schwerkranker Patienten mit unzureichen-
der Plausibilität einhergeht. Die Hersteller haben dies
zumindest teilweise,erkannt und mit einer Einführung
neuer Teste reagiert, die ihre Bewährungsprobe noch
bestehen müssen. Bevor durch diskrepante Meßwerte
eine Verunsicherung der Kliniker hervorgerufen wird,
sollte eher auf die Bestimmung des FT3 verzichtet
werden.
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C-1

Plasma Level of Erythropoetine (EPO),
Creatine Content in RBC (CREA) and
Erythrocyte Density (EDT) in Patients
with Different Forms of Anemia
G. Stamminger**, U. Devaux*, B. Brux *, J. Gross*

* Institute of Pathological and Clinical Biochemistry, University
Hospital Charite Humboldt University, Berlin

** Klinikum Chemnitz gGmbH, Institute of Laboratory Medicine,
Chemnitz

Anemia ist the most common hematological complica-
tion of many chronic diseases and of pregnancy. The
pathogenesis of anemias is complex and includes chan-
ges in the iron metabolism, a reduced erythropoesis
and shortened life span of red blood cells. The aim of
the present study is to evaluate the behaviour of EPO,
CREA and EDT in different forms of anemia and
their relationship to the plasma levels of transferrin
and ferritin and to erythrocytic criteria (MCV, MCH,
MCHC). Anemias of the following forms were stu-
died: pregnancy, chronic diseases (gallbladder and bile
ducts, liver cirrhosis, pancreatitis, chronic inflammati-
on and autoimmune diseases), anemia at infectious
diseases and tumors.

All anemias (6,2-6.7 mmol Hb/1) showed increased
levels of EPO, CREA and EDT [median, (2,5 th-95 th
percentile)]:

Disease/State

Controls

Pregnancy

Diseases of
gail bladder
and bile ducts
Liver cirrhosis '

Lnflammation

Malignomas

n

53

58
41

29

36

29

EPO
fag/O

85,3 . .
(39,4-191)
150
(47-921)
23fr—
(108-1000)

177
(91-1000)
162
(57-1000)
143
(70-987) . .

CREA
(μπιοί/
IRBC)

530
(211-770)
682
(293-1534)
640
(288-1995)

925
(565-1786)
642
(229-1365)
751
(296-2027)

EDT
(% Iow
density
RBC)

<1,0

2,3
(0,5-20,2)
9,1 -
(0,9-50,6)

6,3
(1,1-23,1)
4,6
(0,9-46)
9,0
(0,9-40,9)

Conclusiotis: increased EPO reflects mainly a Situa-
tion of oxygen deficiency, CREA appears to be an in-
dicator of mean cell age, the increased level observed
may indicate an ineffective erythropoesis in the forms
of secundary anemias, The EDT reflects the concen-
tration of cellular hemoglobin and/or non-hemoglobin
proteins and may indicate a disturbed erythropoesis.
The highest values were measured in microcytic and
hypochromic anemias. An increased number of Iow
density cells were also found in some patients with

normochromic anaemias. This fact may probably be a
result of dislurbed synthesis of non-hemoglobin pro-
teins.

C-2

Genetic Typing of Human Platelet
Antigens (HPA-1,2,3,4,5) using PCR and
an Oligonucleotide Ligation Assay in a
Semi-Automated System
R. B. Zotz*, B. Maruhn-Debowski*, G. Giers*,
R. E. Scharf*

* Institut f r H mostaseologie und Transfusionsmedizin, Heinrich-
Heine-Universit t, D sseldorf

Background: Alloimmunization against human plate-
let antigens (ΗΡΑ) is of importance in neonatal al-
loimmune thrombocytopenia, posttransfusion purpu-
ra, and refractoriness to platelet transfusion therapy in
multiply transfused patients. Recently, HPA-1 has
been identified s an inherited risk factor for coronary
thrombosis. In this report, we describe the adaptation
of a multiplex PCR with an automated oligonucleotide
ligation assay (OLA) technique for genotyping of
ΗΡΑ.

Methods: In the oligonucleotide ligation assay two
oligonucleotides are hybridized to target DNA and, if
there is perfect complementarity, the DNA ligase co-
valently joins the oligonucleotides. Only the joined

. oligonucleotides can be detected in an ELISA assay.
In contrast to the ligase chain reaction procedure, no
additional cycling step is necessary for the ligation in
this assay.

Results: The genotypes determined with the ELI-
SA-based oligonucleotide ligation assay were in 100%
concofdance with results obtained by conventional al-
lele-specific restriction enzyme site analysis, PCR am-
plification with sequence-specific primers and pheno-
typing.

Conchision: Compared to other methods currently
used, the OLA approach has the advantage of high
sensitivity, high specificity, and rapid assay performan-
ce in addition to the potential of automation and the
possibility to use a multiplex PCR with simultaneous
amplification of different ΗΡΑ Systems.

Acknowledgment: We are grateful to Dr. Paul Met-
calfe at the National Institute for Biological Standards
and Control, Hertfordshire, United Kingdom, for con-
firmation of the HPA-1 genotypes by PCR amplificati-
on with sequence-specific primers.
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Deutsche Ausgabe
Herausgegeben von Kurt J. G. Schmailzl
1995. 2 Bände. XXXVI, 3.010 Seiten mit 865 s/w-Abbildungen, 134 Farbabbildungen und
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Harrisons Innere Medizin ist das weltweit meistgelesene umfassende Standardwerk der Inneren
Medizin. Die 13. Auflage zeichnet sich durch eine erweiterte Einführung in die klinische Medizin aus.
Es wird auf den Einfluß sozialer Faktoren auf die Gesundheit eingegangen; die unterschiedlichen kli-
nischen Manifestationen der Erkrankungen, abhängig vom Lebensalter, werden speziell berücksich-
tigt. Ein ausführliches Kapitel über HIV-Infektion und AIDS-Erkrankung repräsentiert den aktuellen
Wissensstand. Besondere Beachtung finden die neuen Erkenntnisse im Bereich der Molekulargenetik
und Gentherapie, wobei jeweils auf den Bezug zur klinischen Praxis hingewiesen wird. Weiterhin fin-
den die Fortschritte im Bereich der Pharmakologie und der Therapie maligner Erkrankungen
Berücksichtigung. Die »Bibel« der Inneren Medizin zeichnet sich aucJi in der deutschen Ausgabe
durch ihre unvergleichliche Komplexität und detaillierte Abhandlung der einzelnen Teilgebiete aus.
Als Novum enthält das vorliegende Werk darüber hinaus Addenda, die von führenden Kapazitäten für
den deutschsprachigen Leser erarbeitet wurden. So wird zusätzlich auf die unterschiedlichen
Usancen in Therapie und Diagnostik im deutschen Sprachraum eingegangen. Die Unterlegung der
Addenda durch ein helles Grauraster ermöglicht eine schnelle Orientierung. Auf diesem Wege ist ein
Nachschlagewerk entstanden, das sowohl für den in Klinik, Praxis und Lehre tätigen Arzt als auch für
Studenten der Humanmedizin unentbehrlich ist. .

Preisstand: 1. Januar 1996
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C-3

Bestimmung der monozytären
HLA-DR-Antigen Expression mit Hilfe
eines immunologischen Mikrotiter-
Platten-Assays
W. Möckel*, K. Klingler*, G. Hölzern* und
K. Wielckens*

* Institut für Klinische Chemie der Universität zu Köln

HLA-Klasse-II-positive Monozyten präsentieren den
T-Helfer-Zellen (CD4+) bakterielle Antigene. Die
Effizienz der Antigenpräsentation ist u.a. abhängig
von der Dichte der HLA-Klasse-II Moleküle an der
Zelloberfläche der Monozyten. Nach schweren Trau-
mata und in der Folge septischer Prozesse kann es zu
zu einer deutlichen Verminderung der HLA-DR Ex-
pression kommen. Das Persistieren einer HLA-DR
Expression von <30% (normal: 70-100%) über meh-
rere Tage ist mit einer Mortalität von cirka 90% bei
septischen Patienten verbunden. Das rechtzeitige Er-
kennen solcher Zustände ermöglicht die Einleitung
therapeutischer Maßnahmen (Plasmaaustausch-The-
rapie, Gabe von Interferon-), die über die Aufhebung
der bestehenden Immunparalyse zu einer deutlichen
Reduktion der Mortalitätsrate führen.

Bisher war die Bestimmung des Anteils der
HLA-DR-positiven Monozyten an der Gesamtpopu-
lation der Monozyten nur mit Hilfe der Durchfluß-
zytometrie möglich. Da Durchflußzytometer nur an
wenigen, großen Kliniken zur Verfügung stehen, kann
bisher nur ein kleiner Teil der in Frage kommenden
Patienten von dieser diagnostischen Möglichkeit pro-
fitieren. Zudem erlaubt die Durchflußzytometrie kei-
ne Quantifizierung der auf den Monozyten befindli-
chen HLA-DR Moleküle

Unter Verwendung von magnetischen Partikeln, die
an ihrer Oberfläche mit~spezifischen Antikörpern ge-
gen CD 14 beschichtet sind, werden die Monozyten
isoliert. In Korabination mit einer enzymatischen Indi-
kator-Reaktion wird die HLA-DR Expression der Zel-
len quantifiziert. Dieses Assay ermöglicht somit die
Bestimmung der HLA-DR Expression von Monozyten
mit der Hilfe eines üblichen Mikrotiter-Platten-Photo-
meters. Damit besteht in Zukunft auch an kleineren
Kliniken die Möglichkeit, das Ausmaß der Immunpar-
alyse bei gefährdeten Patienten zu kontrollieren.

C-4

Lymphozytentypisierung (CD 4/CD 8)
am Hämatologieautomaten
(CoulterSTKS)
U. Fahron*, H. Lahnor**, C. Niederau*, H. Reinauer*

* Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik, Hein-
rich-Heine-Universität Düsseldorf

** Coulter Electronics GmbH, Krefeld

Die Bestimmung der Zahl der CD 4- und CD 8-Lym-
phozyten stellt eine wichtige Meßgröße in der Dia-
gnostik, Verlaufs- und Therapiekontrolle der HIV-Er-
krankung sowie anderer Erkrankungen des Immunsy-
stems dar. Bisher war hierfür ein aufwendiges, teures
Durchflußzytometriesystem erforderlich, welches mit
fluoreszenzmarkierlen Antikörpern die Detektion er-
laubt. Es ist wünschenswert, die Subtypisierung auf
der vorhandenen Hardware eines hämatologischen
Labors vornehmen zu können. Diese Hämatologie-
automaten haben überwiegend keine Einrichtung zur
Fluoreszenzdetektion. besitzen aber die Möglichkeit,
über Streulicht- und Impedanzmessungen Partikelfor-
men und -großen zu bestimmen und mittels geeigneter
Software definierte Partikelpopulationen voneinander
zu differenzieren und zu quantifizieren.

Zur Differenzierung der CD 4- bzw. CD 8-Lympho-
zyten von anderen Subpopulationen sollte daher ein
von diesen Automaten auswertbares Signal generiert
werden. Der Antigennachvveis geschieht dabei über
.spezifische monoklonale Antikörper, die kovalent an
Latexpartikel definierter Form und Größe (Beads) ge-
bunden sind. Nach der Bindung dieser Beads an die an-
tigentragenden Lymphozyten entsteht eine „neue" Par-
tikelpopulation, die mit der VCS-Technik in der Clu-
steranalyse des Coulter STKS identifiziert werden kann.

Wir haben dieses System (Coulter Cyto-Sphere am
Coulter STKS) mit unserer durchflußzytometrischen
Routinemethode (Coulter EPICS XLII) verglichen.
Die Korrelationskoeffizienten zeigen eine exzellente
Vergleichbarkeit sowohl für die prozentualen Zellzah-
len als auch für die diagnostisch wichtige CD 4/CD 8-
Ratio (n = 75):
CD4 [%]: r = 0,995; STKS = 0,971 EPICS + 0,271;
CD8 [%]: r = 0,988; STKS = 0,945 EPICS + 0,683;
Ratio : r = 0,971; STKS = 1,015 EPICS - 0,007.
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C-5

Nachweis von Tumorzellen im peripheren
Blut. Technische Möglichkeiten und
klinische Realität am Beispiel des
Melanomzellnachweises
K. J. Lackner, A. Becker, U. Hübner, G. Schmitz

Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Klinikum
der Universität Regensburg

Der Nachweis einzelner Tumorzellen im peripheren
Blut insbesondere zur Erfassung der sog. minimal resi-
dual disease von diagnostischem Interesse. Zahlreiche
Publikationen lassen vermuten, daß dieses Ziel in der
Routincdiagnoslik mit amplifizierenden Verfahren re-
lativ problemlos erreichbar ist. Es zeigt sich jedoch,
daß die erforderliche Sensitivität nicht ohne weiteres
erzielt wird. Ausgehend von der Überlegung, daß das
zu analysierende Probenvolumen wenigstens dreimal
so groß sein sollte wie das Volumen, in dem eine ein-
zelne Tumorzelle nachgewiesen werden soll, ist es rea-
listisch, den Nachweis von einer Zelle pro ml Blut an-
zustreben und dafür 3-5 ml Vollblut zu analysieren.
Gleichzeitig muß die Nachweismethode eine patholo-
gische Zelle pro ml zuverlässig delektieren, was etwa l
in 107 kernhaltigen Zellen entspricht. Prinzipiell sind
Voranreicherungsverfahren für bestimmte Tumorzel-
len möglich. Im Hinblick auf eine breite Anwendbar-
keit der Verfahren unabhängig von bestimmten Tu-
morzellcharakteristika ist jedoch der Einsatz von Me-
thoden, die keine Voranreicherung erfordern und da-
mit das Risiko eines selektiven Tumorzellverlustes be-
inhalten, anzustreben. In unserem Labor haben wir
eine Methode etabliert, die darauf beruht, die Ery-
throzyten des Vollbluts zu lysieren, die kernhaltigen
Zellen durch Zentrifugation zu sammeln und die
RNA für die RT-PCR zu isolieren. Im Anschluß an
eine nested PCR wird das Amplikon parallel zur Aga-
rosegelelektrophorese durch enzymatische Verfahren
nachgewiesen. Am Beispiel des Melanomzellnachwei-
ses über die Amplifikation der Tyrosinase mRNA er-
gibt sich eine Sensitivität für Routineanwendungen
zwischen 1-5 Zellen/ml Blut. Diese Sensitivität reicht
nach ersten Untersuchungen allerdings nicht aus, um
bei der Mehrzahl der Patienten mit metastasierenden
Melanomen einen positiven Tumorzellnachweis zu lie-
fern. Diese Daten zeigen einmal mehr, daß neben ei-
ner kritischen Methodenevaluation auch die klinische
Wertigkeit der Befunde für die einzelnen Assays über-
prüft werden muß.

C-6

Determination of Tissue Factor Pathway
Inhibitor (TFPI) Using Monospecific
Antibodies Against Each of the Three
Kunitz-Type Domains
C. Tiemann, T. Brinkmann, K. Kleesiek

Institut für Laboratoriums- und Transfusionsmedizin, Herz- und
Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen, Universitätsklinik der
Ruhr-Universität Bochum, Germany

Tissue factor pathway inhibitor (TFPI), which is main-
ly synthesized by endothelial cells, is a natural anticoa-
gulant in the extrinsic pathway of blood coagulation.

For TFPI detection we synthesized polyclonal mo-
nospecific antibodies directed against each of the
three Kunitz-type domains. Antisera were obtained by
immunisation of rabbits with synthetic oligopeptides
representing the reactive site of each inhibitory do-
main: domain 51: 26CAFKDDGPCKAIMKR41. do-
main 52: 101EDPGICRGYITR112 and domain 53:
192PADRGLCRANENR204.

Each TFPI domain was detected by the correspond-
ing antiserum on the surface of endothelial cells
(HUVEC, ECV304, EA.hy 926) and synovial cells
(McCoy) by flow cytometry. The TFPI expression on
endothelial cells was significantly higher in compari-
son to synovial cells.

We investigated the heparin-mediated release of
surface-bound endothelial TFPI. For this, cellular
TFPI synthesis and translocation was inhibited by pu-
romycin and monensin, respectively. In comparison to
endothelial cells incubated without these intracellular
inhibitors the TFPI concentration on the cell surface
was not decreased under the influence of heparin.
However, an increased TFPI concentration was mea-
sured by a chromogenic Substrate assay in the cell cul-
ture medium after incubation with heparin.

In addition/TFPI was detected by Western blot
analysis of lipoprotein fractions with antisera corre-
sponding to each single domain. In contrast to domain
61 and 52, the third domain was not detected, thus in-
dicating that domain 53 is associated with lipoproteins.

Our results show, that full-length TFPI is presented
on the cellular surfaces of endothelial cells and each
single domain can be detected by monospecific antibo-
dies in flow cytometry. Due to the surface localization
of TFPI domain 53, we suggest that the third domain is
not the TFPI binding site on endothelial membrane.
In addition our .flow cytometric analysis have not
shown any heparin mediated release of surface bound
TFPI. Thus, we suggest that TFPI is released from in-
tracellular Stores induced bv extracellular induction.
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