
Bücher
Instrumentelle Analytik, Grundlagen - Geräte -
Anwendungen. D.A. Skoog. J.J·. Leary. Berlin-Hei-
delberg-New York-London-Paris-Tokyo-Hong Kong:
Springer-Verlag, 1996. 898 pp, 537 Abbildungen. 86
Tabellen, 1900 2, gebunden. DM 98,00-; öS 715,40;
sFr 86,50. ISBN 3-540-60450-2.

Für die Praxis der modernen Laboratoriumsmedizin
ist die instrumentelle Analytik das wichtigste Werk-
zeug, und besonders aus dem Bereich der Klinischen
Chemie kamen und kommen bis heute vielfältige Neu-
entwicklungen auf diesem Gebiet. So ist es überra-
schend, daß die Darstellung dieses Fachgebiets in ei-
nem abgeschlossenen deutsch-sprachigen Lehrbuch
bis heute fehlt. Der rasche Wandel der Technologien
mag ein Grund dafür sein. Wer sich für die wissen-
schaftlich-technischen Grundlagen der klinischen La-
boratoriumsanalytik interessiert, mußte bisher über-
wiegend auf englisch-sprachige Einzelarbeiten oder
spezielle Monographien oder Handbuchserien (z.B.
Methods of Enzymology) zurückgreifen.

Deshalb ist dem Springer Verlag dafür zu danken,
daß er nun eine deutsche Übersetzung eines amerika-
nischen Standardlehrbuches, der „Principles of Instru-
mental Analysis" vorlegt, deren 4. englische Original-
auflage 1992 bei Saunders erschienen ist. Wenn sich
dieses Werk auch in erster Linie an Chemiker resp.
Chemiestudenten richtet, so hat doch nahezu jedes
Kapitel auch für die Laboratoriumsmedizin wichtige
Aspekte. Dank der klaren Diktion der Autoren und
der vorzüglichen Übersetzung ist es für den Laborarzt
ebenso wie für naturwissenschaftliche und technische
Mitarbeiter des medizinischen Laboratoriums eine
hervorragende Einführung in ein nicht immer einfa-
ches Arbeitsfeld;

Das Buch ist in 26 Kapitel und 6 Anhänge unter-
teilt: die ersten vier Kapitel behandeln allgemeine
Aspekte wie Operationsverstärker, Digitalelektronik,
Signal/Rauschverhältnis. In den folgenden 10 (!) Kapi-
teln werden die optischen Verfahren der chemischen
Analytik, von der UV/VIS-Spektroskopie, über AAS,
1R, und NMR bis zur Röntgenspektroskopie darge-
stellt. Es folgen Rasterelektronenmikroskopie, radio-
chemische Verfahren (mit Neutronenaktivierungs-
und Isotopen verdünnungsverfahren aber ohne RIA !)
und die Massenspektrometrie. In weiteren Kapiteln
werden elektrochemische und thermische Verfahren
behandelt. Daran schließt die' Darstellung der chro-
matographischen Verfahren (GC TLC, HPLC etc.)
an. Im letzten Kapitel werden die Automation mit
Fließ-Injektionsanalysen, Zentrifugalanalyzer, diskre-
ten Systemen und Robotics beschrieben. Auch
die Mehrschichten-Filmtechniken („Trockenanalyse")
fehlen nicht.

Die Anhänge betreffen die Auswertung analyti-
scher Daten (statistische Behandlung), elektrische
und elektronische Schaltkreise, Aktivitätskoeffizien-
ten. Elektrodenpotentiale und Standardlösungen ge-
bräuchlicher Elemente.

Amplimmun

Oligonucleotide Custom Syntheses

O Oligonucleotides column purified
O Oligonucleotides HPLC purified
O Oligonucleotides modified or labelled
O Phosphorothioate Oligonucleotides

for antisense research
O Oligonucleotide protein conjugates
O Gene assembly

Ready to Use PCR Primers

O For detection of human pathogens
O For human genetics

DNA Sequencing Services

GMP - CERTIFICATE
Detailed Information will be provided by

Amplimmun AG, Via Gravulaina
CH-7523 Madulain, Switzerland

T+41 81 851 20 00, F+41 81 8512009

Am Ende jeden Kapitels finden sich Fragen und
Aufgaben, mit denen der Leser den Erfolg seines
Selbststudiums überprüfen kann. Zahlreiche wohlge-
lungene (schwarz/weiße) Abbildungen und wichtige
.Originalzitate (bis 1991) komplettieren das Werk.
Nicht unerwähnt soll das englisch/deutsche Fachwör-
terverzeichnis bleiben, das die Übersetzer dem Werk
beigefügt haben, „... um dem Leser von englischspra-
chiger Originalliteratur eine Brücke in das Stichwort-
verzeichnis dieses Buches zu bauen und um die stren-
ge Definition der verwendeten Begriffe näherzubrin-
gen ...".

Natürlich haben viele Techniken, die in dem Buch
beschrieben werden, (bis heute) keinen Eingang ins
klinische Laboratorium gefunden. Sich jedoch dar-
über zu informieren, gibt dem Labordiagnostiker, der
über den Tellerrand des Faches hinausblicken will, ei-
ne Fülle von Anregungen. Andererseits erlaubt die
ebenso kompetente wie knappe Darstellung ge-
bräuchlicher labordiagnostischer Analysentechniken,
wie z. B. voltametrischer Sensoren für Sauerstoff, Glu-
cose, Sucrose, Lactose und Ethanol oder Kapillarzo-
nenelektrophorese in kurzer Zeit eine Fülle essentiel-
ler Information zu gewinnen.

Für die Handbibliothek eines professionellen klini-
schen Laboratoriums kann die Anschaffung dieses ge-
lungenen und gut gestalteten Buches uneingeschränkt
empfohlen werden, zumal sein Preis als sehr moderat
bezeichnet werden kann.

Prof. Dr. Dr. H. Keller, Zürich
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C-7

Rapid Semi-Automated Genotyping of
Factor V Leiden by PCR and an
Oligonucleotide Ligation Assay
R. B. Zotz*. G. Giers*, B. Maruhn-Debowski*,
R. E. Scharf*
4 Institut für Hämostaseologie und Transfusionsmedizin, Heinrich-

Heine-Universität, Düsseldorf

Background: Resistance lo clegradalion of coagulation
faclor V by activated protein C is associated with a
point mutation in which adenine is substituted for gua-
nine al nuclcotide 1691 in the gene coding for factor
V. To date, this specific mutation appears to be the
most common inherited abnormality which predispo-
ses to venous thrombosis. Therefore, a reliable, fast
and automatable System for the diagnosis of the de-
scribed point mutation is required. Conventional me-
thods have disadvantages for a large scale DNA dia-
gnosis, which include the need for electrophoresis or
are time- and cost consuming.

Methods: An alternative strategy of DNA diagnosis,
the allele-specific oligonucleotide ligation assay, was
adapted for diagnosis of the point mutation of factor
V. Following PCR amplification of the target DNA,
the procedure was performed automatically on a robo-
tic Workstation with an integrated ELISA reader using
a 96-well microtiter plate. Allele-specific restriction
enzyme site analysis was performed to confirm the ge-
notypes.

Results: In DNA samples from 40 normal, 20 affect-
ed heterozygous, and 3 affected homozygous individu-
als the genotypes determined with the conventional al-
lele-specific restriction enzyme site analysis were in
100% concordance with the ELJSA-based oligo-
nucleotide ligation assay.

Conchision: The PCR-oligonucleotide ligation as-
say applied äs automated detection System for the
identification of the coagulation factor V point mutati-
on allows the rapid, reliable, and large scale analysis of
patients at risk for thrombosis.

C-8

APC-resistance: Automated detection of
the point mutation in the factor V gene
K. Klingler*, S. Grote*, G. Hölzern* and K. Wielckens*

'Institut für Klinische Chemie der Universität zu Köln

point mutation in the factor V mRNA has been de-
monstrated to cause resistance of factor Va to proteo-
lytic cleavage by APC With a 10-fold increased risk of
thrombosis and a 5% prevalence in the general popu-
lation for the heterozygos state of this mutation,
knowledge about the palients genetic disposition is of
great importance in situations like pregnancy, surgery,
usc of oral contraceptives and immobilisation.

Our intention was to develop an assay able to detect
this mutation which is not only suitable for the specia-
list but can be performed in the setting of an average
laboratory for clinical chemistry and which can be
used äs a screening test. To reach this goal, chemistry
and equipment usually available in such laboratories
had to be integrated into the assay, toxic substances,
special procedures and manual work had to be avoi-
ded whenever possible. Therefore DNA-sequencing
or procedures requiring high purity-DNA were no op-
tions because these methods either require the use of
special equipment, of toxic chemicals or need a lot of
manual work and are expensive. Instead, we based the
assay on the fact that a Mnl l restriction site disap-
pears in the mutated gene.

The assay is comprised of 4 steps. A quick DNA
preparation method (DY NAL, magnetic beads) re-
presents the first Step which is followed by the amplifi-
cation of a 95 bp fragment during which DIG-dUTP is
incorporated. In the third part, amplified DNA is dige-
sted with Mnl 1. Finaily, DNA is bound to the wall of a
strepavidin coated testtube of the ES 300 System
(Boehringer Mannheim) via a biotinylated oligo-
nucleotid which was used to amplify the DNA. The
amount of DIG-dUTP bound to the testtube is deter-
mined using an digoxigenin-antibody coupled to the
enzyme peroxidase. Since the length of the fragment is
reduced if the Mnll restriction site is present, less
DIG-dUTP is bound to the wall of the testtube.
whereas digestion of muta ted DNA does not reduce
the amount of DIG-dUTP bound to the testtube.The
ratio between digested and undigested sample is cal-
culated.

This assay is not only fast and especially reliable in
detecting the heterozy got state, but in addition allows
the handling of several samples simultanously.

We tested 207 samples from healthy individuals in
order to determine the prevalence of this mutation. 16
(7.7%) samples were found to be heterozygot for the
mutation atpositipn 1691.

Proteolytic cleavage of factor Va, caused by activated
protein C (APC), is an important mechanism in limit-
ing clot formation in haemostasis. Recently, a single
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C-9

APC-Resistance: Evaluation von vier
Testen der zweiten Generation auf dem
Behring Coagulation Timer (BCT)
M. Heins*, G. Kappert*, D. Söhngen**, H. Reinauer*

* Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik,
** Klinik für Hämatologie, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf

Seit der Entdeckung 1993 gilt die Resistenz gegen ak-
tiviertes Protein C (APC) als die häufigste Ursache für
thromboembolische. Komplikationen. Die ersten coa-
gulometrischen Tests konnten Patienten mit verlän-
gerter APTT und heterozygote Merkmalsträger nur
unzureichend vom Wildtyp abgrenzen, so daß häufig
molekularbiologische Untersuchungsverfahren not-
wendig waren, um Patienten im Entscheidungsbereich
abzugrenzen. Untersucht wurden drei neue Clotting-
tests, die die Inhibition von APC auf den F V messen
(Coatest APC Resistance (A), ProC APC (B) und
Akzelerin-Inaktivierungs-Test (C)) und ein chromo-
gener Test, der die Inhibition von F VIII bestimmt
(Immunochrom APC Response (D). Der Normbe-
reich wurde anhand 50 gesunder Probanden im Alter
von 29-57 Jahren bestimmt. Er lag für A bei einer Ra-
tio von 2,30-2,92, für B von 2526-2,68, für C von
2,09-3,71 und für D bei einer Akzelerin-Inaktivierung
von 64-229%. Die Präzision von Tag zu Tag (5 Tage,
n = 10) lag mit einem normalen und einem grenzwerti-
gen positiven Kontrollplastna für A bei 4,4 vs. 1,9%,
für B bei 2,0 vs. 2,3%, für C 42,0% vs. nicht meßbar
und für D 6,6 vs. 9,1%.

Bei 27 Patienten mit Lupusantikoagulanz wurde B
bei 9 Proben gestört (5 nicht meßbar und 4x falsch po-
sitiv), A 6x gestört (falsch positiv), D 9x gestört (8x
falsch positiv und Ix falsch negativ).

22 von 121 Patienten (11-88 Jahre) sind mit A deut-
lich positiv getestet worden (Ratio <2,00). Diese wur-
den durch B ebenfalls alle, durch C 17 und durch D 19
als positiv erkannt. Von*22 grenzwertig getesteten
Proben (Ratio 2-2,3) waren 14 bei B, bei C nur 4 und
bei D 17 positiv für F V Leiden. Mit den 77 negativen
Analysen von A stimmten bei B und C jeweils 66 und
bei D 61 überein.

Die neuen Tests sind bezüglich ihrer Störanfällig-
keit deutlich besser geworden. Lupusantikoagulantien
stören die Analytik bei dem Akzelerin-Inaktivierungs-
test am wenigsten. Eindeutig positive Proben werden
vom Coatest APC Resistance und vom Pro C APC
übereinstimmend detektiert. Grenzwertige Proben
werden mit dem Akzelerin-Inaktivierungstest wegen
der hohen Unpräzision am schlechtesten erfaßt.

D-1

Diagnostische Wertigkeit
flowzytometrischer Parameter beim
Immunmonitoring nach
Herztransplantation
G. Dinnebier*, R. Siekmeier*, S. M. Tugtekin**,
H. Reichenspurner**, S. Schüler**, W. Jaroß*

* Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
** Herz-und Kreislaufzentrum Dresden der Medizinischen Fakultät

der Technischen Universität Dresden

Ziel der Studie war 1.) der Vergleich der diagnosti-
schen Wertigkeit verschiedener nicht-invasiver Me-
thoden (Flowzytometrie und IM EG [intramyocardia-
les Elektrogramm]) im Rahmen der Früherkennung
von Rejektionen sowie 2.) die Untersuchung des Ver-
haltens der mit diesen Methoden gewonnenen Para-
meter im Rahmen der Abstoßungstherapie (Methyl-
prednisolon, Anti-T-Lymphozyten-Globulin [ATG]
bzw. OKT3).

Untersucht wurden die Parameter der Flowzytome-
trie (CD2, CD3, CD4, CD8, HLA-DR/CD3, CD56,
CD19) und das IMEG über einen Zeitraum von bis zu
6 Monaten nach Herztransplantation.

Die folgenden Beobachtungen und Schlußfolgerun-
gen schienen uns berichtenswert:

Noch vor einem Potentialabfall im IMEG kann bei
einer Abstoßung, definiert durch IMEG und Echokar-
diographie, die Gesamt-Lymphozytenzahl deutlich
ansteigen. Aufgrund der geringen Kosten einer auto-

.matischen Leukbzytendifferenzierung sollte daher
routinemäßig ein engmaschiges Monitoring mit die-
sem Parameter erfolgen.

HLA-DR+CD3+ Lymphozyten können vor einer
Abstoßung deutlich erhöht sein (bis 44%). jedoch sind
in einigen Fällen auch Werte <10% zu beobachten.

Die CD4+/CD8+ Ratio ist kein Anhaltspunkt für
eine bevorstehende Rejektion.

War nach alleiniger Methylprednisolon-Therapie
einer Abstoßungsreaktion die zusätzliche Gabe von
ATG notwendig, zeigte ein weiterer Anstieg der Zahl
der CD8+ Lymphozyten sowie des Anteils der HLA-
DR+CD3+ Lymphozyten während und nach der Ga-
be von Methylprednisolon die Ineffektivität dieser
Therapie in diesem Fall an. InrGegensatz dazu sank
die Zahl der CD4+ Lymphozyten, wodurch falsche
Schlußfolgerungen bzgl. der therapeutischen Effekti-
vität gezogen werden könnten.
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D-2

Isolation and Characterization of Human
Anti-Aprotinin Antibodies from Heart
Transplant Patient: Strong
Immunoreactivity with [Arg15]Aprotinin
T. Brinkmann*. R. Körfer**, H.R. Wenzel"*,
H. Tschesche*", K. Kleesiek*

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

" Klinik für Thorax- und Kardiovaskularchirurgie, Herz- und Dia-
beteszentrum Nordrhein-Westfalen, Universitätsklinik der Ruhr-
Universität Bochum, Bad Oeynhausen

*** Lehrstuhl für Biochemie, Fakultät für Chemie, Universität Biele-
feld

Aprotinin, a bovine serine protease inhibitor has been
usecl for a major reduction in the need for blood units
in open-heart surgery. However, potential risks are as-
sociated with high-dose aprotinin administration e.g.
annphylactic reactions have occasionally been report-
ed.

We developed an enzyme immunoassay to determi-
ne aprotinin specific IgG antibodies. Antibodies were
detected in serum of a 33 year old man who showed
anaphylactic reactions during heart transplantation
under aprotinin re-exposition (test dose of 40,000 KIU
Trasylol). IgM specific antibodies were not found. The
antibodies were isolated by affinity chromatography
by aprotinin immobilised on CNBr activated Sepharo-
se.

The crossreactivity was tested by a competitive en-
zyme immunoassay (50% Inhibition) against different
aprotinin homologues and other human Kunitz-type
protease inhibitors e.g. bikunin and tissue factor path-
way inhibitor (TFPI). In comparison with native apro-
linin (immunoreactivity = 100%) the crossreaction of
[Arg15]aprotinin was 76%, of [Val15]aprotinin 15%
and of isoaprotinin l, [ A la14'38] aprotinin and [se-
col5/16]aprotinin less than 10%. An immunoreactivi-
ty with bikunin and TFPI was not detected. Similar re-
sults were obtained with polyclonal anti-aprotinin
antibodies from rabbit.

Our results show that human anti-aprotinin anti-
bodies are mainly directed against the reactive site of
aprotinin. We have demonstrated that a single modifi-
cation in the reactive site dramatically decreases the
binding of human- antibodies directed against the wild-
type inhibitor. From this we conclude that the reactive
site exposes the major epitope resulting in a major tar-
get site for antibodies in a species independent way,
and it should be expected that the recombinant aproti-
nin homologue [Arg15]aprotinin, which is scheduled
for therapy in open- heart surgery, will have similar
immunogenic effects äs vvildtype aprotinin.

D-3

Detection of HGV RNA in Blood Serum of
Heart Transplant Patients
C. Wolff*, D. Wolff*, D. Hörnschemeyer,
M. Körner", R. Koffer**, K. Kleesiek*

* Institut für Laboratoriums- und Transfusionsmedizin and
** Klinik für Thorax- und Vaskularchirurgie, Herz- und Diabetes-

zentrum Nordrhein-Westfalen, Universitätsklinik der Ruhr-Uni-
versität Bochum, Bad Oeynhausen

Investigations in blood donors have shown a high pre-
valence (1-2%) of infections with the recently disco-
vered hepatitis G virus (HGV). However, a frequent
virus transmission by blood transfusion, which is most
likely, has not yet been proved. Furthermore, the fre-
quency and pathogenicity of HGV infections in immu-
nosuppressed transplant patients has not been studied.

We investigated blood samples from 243 adult heart
transplant (HTX) patients under immunosuppressive
therapy and 224 blood donors with two HGV specific
nested RT PCR assays. The blood samples were also
tested for the prevalence of CMV DNA and HCV
RNA by PCR. In 142 HTX patients, serum transami-
nases, bilirubin, hyaluronic acid, and neopterin were
determined äs markers for liver function.

Overall, 58 from 243 HTX patients (24%) were
HGV RNA positive, among them 34 from 60 patients
(57%) who were treated with a mechanical circulation
assist device (which initially require frequent transfu-
sions). The prevalence of HGV RNA in the serum of
HTX patients depended on the number of blood
transfusions. Viremia was detected in 9, 25, 63, and
82% of those patients who received less than 10,
11-20, 21-60, and more than 61 units of erythrocyte
concentrates. In coritrast, only 3 from 224 blood do-
nors (1.3%) were HGV RNA positive. HCV RNA
was not detected in any HTX patient or blood donor.
CMV DNA was not detected in any of the HGV RNA
positive HTX patients. Serum transaminases, biliru-
bin, hyaluronic acid, and neopterin levels did not dif-
fer significantly between HGV RNA positive and
HGV RNA negative patients.

Our results demonstrate that HGV viremia is highly
prevalent in HTX patients and closely correlated with
the frequency of blood transfusions. So far, there is no
indication that HCV viremia is directly related to the
use of a mechanical circulation assist device. In our
study no specific clinical feature (e.g. liver disease) has
been associated with HGV infections.
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D-4

Interleukin pattern and T-lymphocyte
subsets after liver transpiantation
D. Kunz*. S. Piatek**, T. Manger**, H. üppert** and
C. Luley*

* Institut für Klinische Chemie
** Klinik für Chirurgie, Otto-von-Guericke Universität Magdeburg

Introdncrion: In the early phase after liver transpianta-
tion a complex immune monitoring program was per-
formed including flow cytometric analysis of lym-
phocytic and monocytic surface markers and the de-
termination of interleukins 6 and 8 and sIL-2 receptor
using the Immulite analyzer (DPC Biermann) in se-
veral body fluids. The aim was to differentiate be-
tween rejection, infection or immunotherapeutic over-
suppression.

Rcsults: In the first week after transpiantation we
determined the absolute T-cell number, the HLA-DR
expression of monocytes and the interleukins in the
peripheral blood, in bile and in other drainage fluids.
When the T-cell number was higher than 150/ , the
expression of CD25, CD45RO, HLA-DR on T-cells
was additionally measured. The results of the immune
monitoring program were interpreted in connection
with the time course of typical liver enzyme activities
in blood. The dramatically decrease of the CD4/CD8-
ratio in combination with an increase of HLA-DR and
CD45RO expression on T-cells were strong hints for
virus infections. In contrast, the increase of the
CD4/CD8 ratio in combination with an increase of the
CD25 expression on T-cells together with an increase
of the liver enzymes were the earliest hint of a rejec-
tion. The comparison of the interleukin pattern in bile,
serum and other drainages allowed a localization of in-
flammation processes (dramatically increase of IL-6
and IL-8 in drainage fluids, no increase in serum) and
a control of the efficiency of therapeutic events. Fur-
thermore the increase of IL-6 and IL-8 in bile was in
combination with the other T-cell markers a strong
hint of a rejection process.

Condusion: We suggest the measurement of inter-
leukin pattern not only in serum but also in local drai-
nage fluids for rapid localization and therapy control
of local inflammation processes.

D-5

Erworbener Faktor V Leiden mit APC-
Resistenz nach Lebertransplantation
G. Mößner*,· B. Müller*, K. Brand*, C. D. Heidecke"
M. Hofmann"*, J. J. Schwarze"*, P. Vorwald",
D. Neumeier*

* Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie
" Chirurgische Klinik und Poliklinik,
'*" Neurologische Klinik und Poliklinik
Klinikum rechts der Isar, Technische Universität München

Patient: 64jähiger Mann mit Leberzirrhose; 3 Wo.
nach ,,elektiver"Lebertransplantation(LTX) nach Pul-
monaliskatheter-Entfernung Krampfanfälle und Arm-
parese. Bildgebende Diagnostik: ischämischer zere-
braler Infarkt; Rechts-Links-Shunt (transkranielle
Doppler-Sonographie): kein Hinweis auf tiefe Venen-
thrombose als (paradoxe) Emboliequelle.

Methoden: Protein C (koagulometrisch u. chromo-
gen. Substrat), Protein S (koagulom.), APC-Ratio
(aPTT mit/ohne APC), Faktor XII: Fibrintimer
A/Behring-Reagentien.
FV Leiden-Mutation (M1691->A): DNA aus Leuko-
zyten bzw. Leber, PCR, RFLP (Mnl 1).

Ergebnisse: post-LTX-Plasma: APC-Resistenz mit
einer APC-Ratio von 1,7, die Faktor V-bedingt ist
(Mischversuche mit FV-Mangelplasma).
Protein S (koag.): 51% (meth.-bed. funkt. Pseudo-
Protein S-Mangel bei APC-Resislenz);
normal: Quick-Wert: 80%; aPTT: 30 s; Thrombinzeit:
15 s; Fibrinogen: 405 mg/ml;
Protein C: 84% (koag.) bzw. 108% (chrom.): Faktor
XII: 93%; (ATIII: >125%).
Faktor V-Gen:
DNA aus prä-LTX-Leberbiopsie bzw. aus post-LTX-
Leukozyten: Normalbefund (G/G),
DNA aus post-LTX-Leberbiopsie: Faktor V Leiden,
heterozygot (G/A).

Schlußfolgerung: Erworbene, „genetisch" fixierte
APC-Resistenz infolge Transplantation einer Leber
mit Faktor V Leiden-Mutation mit voraussichtlich le-
benslang erhöhtem Risiko für venöse Thrombosen. In
geeigneten Fällen könnte diese Problematik in die
Qualitätskriterien für Spenderorgane einbezogen und
vermieden werden.
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D-6

Der Einfluß kalter und warmer Ischämie
auf Aminosäurenprofile nach
Lebertransplantation
R. Schön*, W. Heil**, O.G. Padval**, N. Akkoc*,
O. Kollmar*, K. Kräutlein* und P. Neuhaus* .

* Chirurgische Klinik, Virchow-Klinikum, Humboldt-Universität,
Berlin

"Zentrallaboratorium, Klinikum Wuppertal, Universität Witten-
Herdecke

Die Leber spielt die Hauptrolle im Metaboiismus von
Aminosäuren. Kommt es bei chronischen oder akuten
Erkrankungen zu einer Einschränkung der Leber-
funktion, sind erhöhte Spiegel aromatischer und er-
niedrigte Spiegel verzweigtkettiger Aminosäuren die
Folge (Fisher's ratio).

Durch die Konservierungszeit und den Reperfusi-
onsschaden erleidet die transplantierte Leber eine
transsistorische Funktionseinbuße. Bisher ist nicht be-
kannt inwieweit sich warme bzw. kalte Ischämie trotz
morphologischer Unterschiede auf die Aminosäuren-
konzentrationen nach Transplantation auswirken.
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279±41
257±33
45±6
40±4

118±11
87±9
53±9
28±4

3h

156±51
162±48
93±31
91 ±22

212±69
247±68
100±16
86±14
91 ±35
99±18
51±11
106±67

7. Tag

139±1 03
148±36
161 ±27
142±30
357±29
271+15
59±3
74±1

135±12
110±8
57±21
36±0

Als Untersuchungsmodell diente wegen der guten
physiologischen Vergleichbarkeit zur klinischen Situa-
tion das transplantierte Landrasseschwein. In Gruppe
l (n = 6) wurden die Lebern einer warmen Ischämie
bei 37 °C zwischen Organentnahme und Transplanta-

tion von m = 48 min ausgesetzt. In Gruppe 2 (n = 6)
wurden die Lebern in situ mit 0 °C kalter University of
Wisconsin Lösung perfundiert und für 4 Stunden vor
Lcberlransplantation kalt konserviert. Dies entspricht
dem klinischen Vorgehen. Die Aminosäurenprofile
wurden mittels einer Kationen austauschchromatogra-
phie analysiert und sind in Tabelle l, als Mittelwert
+/- SEM in mol/1, zusammengefaßt.

Während der anhepatischen Phase von ca. 60 min
kommt es überwiegend zu einem Abfall der ver-
zweigtkettigen und einem Anstieg der aromatischen
Aminosäuren. Nach 12h ist dieser Verlauf erneut zu
beobachten. Signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen l und 2 gibt es nicht. Hieraus folgern wir er-
stens, daß die Leber 12 h nach Reperfusion funktio-
neil stark eingeschränkt ist und es zweitens, unter
Berücksichtigung einer großen Varianz der Ami-
nosäurenprofile, kein spezifisches warm ischämisches
bzw. kalt ischämisches Schädigungsmuster gibt.

D-7

-Glutathion-S-Transferase als Indikator
Hepatozellulärer Konservierungs-
schäden im Vergleich zu GOT, GPT und
LDH im Lebertransplantationsmodell
M. R. Schön*, N. Akkoc*, W. Heil**, O. Kollmar*,
K. Kräutlein*, H. Schrem*, S. Wolf*, M. Tominaga*
und P. Neuhaus*

* Chirurgische Klinik, Virchow-Klinikum, Humboldt-Universität,
Berlin

** Zentrallaboratorium, Klinikum Wuppertal, Universität Witten-
Herdecke

a-Glutathion-S-Transferase ( -GST) ist ein dimeres.
zytosolisches Protein mit einem MG von 55 000, das
5% der gesamten zytosolischen Enzymmenge der Le-
ber ausmacht. Frühere Studien haben gezeigt, daß die
Freisetzung der -GST ins Blut mit dem Ausmaß des
hepatozellularen Schaden korreliert. Ziel dieser Stu-
die war die Evaluierung der -GST als Marker für den
Leberzellschaden nach orthotoper Lebertransplantati-
on im Vergleich zur GOT, GPT und LDH.

Nach vier Stunden Kaltkonservierung in University
of Wisconsin-Lösung (UW) führten wir fünf Schwei-
nelebertransplantationen durch. Die Proben wurden
zu OP-Beginn, l h, 3 h, 6 h, 12 h nach Leberreperfusi-
on und an den darauffolgenden Tagen entnommen.
Die quantitative Messung der -GST erfolgte durch
einen neuen schweinespezifischen Enzymimmunoas-
say (Hepkit, Biotrin International).

Die Konzentrationen der -GST sind in g/l, die Ak-
tivitäten von GOT, GPT und LDH in U/l als Mittel-
werte ± SEM angegeben (Tabelle 1). Die höchster
Aktivitäten der Enzyme wurden in der Tabelle her-
vorgehoben.
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praop
1h
3h
6h

12h
I.Tag
S.Tag
T.Tag

a-GST

4,5 ±1
30 ±13
21 ±9
19 ±7
4,5 ±4
2,9 ±2
2,8 ±1
9,0 ±0

GOT

61 ±25
125 ±31
268 ± 72
243 ± 87
282 ±69
387 ±102
80 ±28

112±0

GPT

27 ±4
18±2
29 ±4
28 ±8
31 ±8
33 ±13
31 ±4
26 ±0

LDH

612 ±25
581 ± 72

1213 ±226
1442 ±438
1220 ±239
21 23 ±842
1435 ±302
1171 ±207

Der Abfall der -GST auf die präoperativen Aus-
gangswerte wird bereits 12 h nach Transplantation er-
reicht. Die Aktivitäten der Transaminasen nehmen bis
zum ersten postoperativen Tag zu, der Aktivitätsabfall
ist im Vergleich zur -GST signifikant verlängert/Wir
führen dies auf eine Halbwertszeit von 90 min für a-
GST im Vergleich zu 17 ± 5 h für GOT, 47 ± 10 h für
GPT und 113 ± 60 h zurück.

Die a-GST erlaubt eine frühere Diagnose von Le-
berkonservierungsschäden als GOT, GPT und LDH.

D-8

Carbohydrate-Deficient Transferrin (CDT)
is elevated in Patients with Simultaneous
Pancreas and Kidney Transplantation
T. Arndt*1, R. Hackler**, T. Müller***, T. O. Kleine**,
A. M. Gressner*

* Abteilung Klinische Chemie und Zentrallaboratorium
** Funktionsbereich Neurochemie
"* Abteilung Nephrologie, Philipps-Universität, Marburg
1 Present address: bioscientia, D-55218 Ingelheim

In serum of alcoholics, elevated concentrations of a-,
mono-, and disialo-transferrin were found. Determi-
nation of these isotransferrins after Separation from
higher sialylated isotransferrins (mainly tetrasialo-
transferrin) is widely used for specific detection of
chronic alcohol abuse. Analyzing sera from 6 out-pati-
ents with simultaneous pancreas and kidney transplan-
tation by CDTect-RIA (Pharmacia), elevated concen-
trations of CDT (up to 45 U/l; cut-off concentration
18 U/l for men, and 28 U/l for women) despite normal
alcohol consumption were found in 14 of 23 samples.
The corresponding isoelectric 'focusing isotransferrin
band pattern showed distinct bands of di-, mono-, and
asialo-transferrin similar to those from alcoholics. In
contrast, 16 out-patients with kidney transplantation
alone had normal CDT concentration and isotransfer-
rin band pattern. Since clinical background and medi-
cation (ciclosporine, azathioprine, prednisolone) were
similar in both groups, the pancreas Implantation with
drainage of the pancreatic venous effluent into the sy-
stemic instead the portal venous System may account
for elevation of CDT. This clinical Situation may open

new insights into the pathomechanism of CDT increa-
se and should be considered äs a new cause of falsely
positive results in the Interpretation of CDT values.

References

1. Arndt T, Gressner AM. Kröpf J. Labordiagnostik des Alkohol-
abusus - ein Plädoyer für Carbohydrate-deficient Transferrin. med-
welt 1994;45:247-57.
2. Hackler R, Arndt T, Kleine TO, Gressner AM. Effecl of Sepa-
ration conditions on automated isoelectric focusing of carbohydra-
te-deficient transferrin and other human isotransferrins using the
PhastSystem. Anal Biochem 1995:230:281-9.

E-1

Reliable and Highly Specific
Identification of Neisseria gonorrhoeae
from Cervical Specimens Using
Competitive PCR
R. Wyrich*, R. Lichtinghagen**, R. Glaubitz***

* Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
** Institut für Klinische Chemie l, Medizinische Hochschule

Hannover
*** Laborarztpraxis, Bad Münder

Neisseria gonorrhoae is the caüsative agent of the STD
gonorrhoea. For a reliable Identification of the germ
from cervical specimens we established a competitive

.PCR-ELISA assäy using Enzymun-Test® DNA De-
tektion (Boehringer Mannheim), including hybridisa-
tion steps against the amplified, digoxigenin-labelled
Neisseria DNA fragment and a built in control. The
molecular diagnostic of gonococci may be a problem,
because of a high degree of overall DNA homology
between the two species Neisseria gonorrhoeae and
Neisseria meningitidis. We developed a PCR amplifi-
cation method to distinguish qualitatively between go-
nococci and meningococci by using single base chan-
ges in the 23s rRNA gene sequence.Two polymor-
phisms in the Neisseria sequences at position 1339 and
1502 (EMBL 67293) were used for the choice of
good discriminating primer pairs. We synthesized pri-
mer pairs Neiss 3/4, Neiss 7/8 and Neiss 5/6 with addi-
tional mismatches at position 2, 3 and 4 from their 3'-
terminus respectively. which count for both sequences.
Neiss 3/4 showed the best discrimination between both
sequences bul reduced sensitivity. Neiss 5/6 showed
sufficient analytical sensitivity with a reliable detec-
tion of 50 targets under non-competitive assay conditi-
ons äs well äs a high specificity with an analytical dis-
crimination between both sequences in a ränge of 106

targets. This primer pair, in combination with our
competitive assay concept, is a promising tool for
Neisseria gonorrhoeae identification.
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E-2

A Principle of Quality Assessment Using
a Competitive PCR Assay for the
Detection of Chlamydia Trachomatis in
Clinical Specimens
R. Lichtinghagen*, J. Steinbiß**, R. Glaubitz***

* Institut für Klinische Chemie l, Medizinische Hochschule Hanno-
ver

** Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
*** Laborarztpraxis. Bad Münder

The PCR-based Identification of Chlamydia tracho-
matis in clinical specimens should include a built in
control to assess the quality of the whole assay from
DNA isolation to detection. For this purpose we esta-
blished a competitive PCR assay with the following
design. A DNA fragment (215 bp or 143 bp) from the
7.5 kb Chlamydia trachomatis plasmid (EMBL
J03304) was amplified in a polymerase chain reaction.
An internal control DNA was coamplified in the same
reaction. The differentiation between the amplified,
digoxigenin-labelled C. trachomatis DNA and the in-
ternal control is based on hybridisation against two
different probes using Enzymun Test® DNA Detec-
tion (Boehringer Mannheim), The internal control
capture probe recognizes an additional 20 base pairs
DNA sequence in the competitor DNA construct.
Analytical sensitivities were studied for different assay
conditions. The assay was evaluated using cervical
swabs from 65 C. trachomatis positiv patients. We ex-
amined further the influence of different DNA isolati-
on methods on the sensitivity of the assay. Detection
of C. trachomatis from positive cervical swabs was
compared using PCR and competitive PCR assays.
The advantage of the competitive assay was a better
assessment of reduced sensitivities with regard to inhi-
bitory effects or mistakes during the DNA preparation
or amplification part.

E-3

Multiplex-PCR als alternatives Verfahren
in der Staphylokokken-Diagnostik
B. Hofmann*, F.-J. Schmitz*, M. Finken-Eigen*,
H. Idel*, U. Hadding*, H.-P. Heinz*, K. Köhrer*

* Institut für Med. Mikrobiologie und Virologie der Heinrich-Heine-
Universität Düsseldorf

Mit Hilfe einer neu entwickelten Multiplex-PCR, die
den Einsatz einzelner Bakterien-Kolonien direkt von
der Agarplatte ohne vorherige Aufarbeitung in den
PCR-Assay ermöglicht, können in einem Ansatz in-

nerhalb von 4 Stunden Aussagen zur Taxonomie,
Pathogenität sowie zum Resistenzverhalten von Sta-
phylokokken gemacht werden.

Die Verwendung geeigneter Primer ermöglicht den
Nachweis spezifischer PCR-Produkte zur Erfassung
von Eubakterien, zur Detektion von Staphylokokken
sowie den Nachweis des Koagulase- [coa] und des Me-
thicillin-Resistenz-Gens [mecA].

Mit Hilfe der Multiplex-PCR erhält man sehr
schnell und zuverlässig Informationen nicht nur hin-
sichtlich der Identität des Keims, sondern auch An-
haltspunkte für das therapeutische Management.

Zur Überprüfung der-Sensitivität und Spezifität der
nachgewiesenen Amplifikationsprodukte wurden ins-
gesamt 736 Eubakterien und 20 Candida albicans-
Stämme mittels Multiplex-PCR untersucht. Die Sensi-
tivitäts- und Spezifitätswerte in bezug auf den mecA-
Gen-Nachweis bei Methicillin-resistenten Staphylo-
kokken lagen bei je 98%. Das coa-Gen wurde mit ei-
ner 100%igen Sensitivität und Spezifität in 5. aureiis-
Stämmen nachgewiesen. Ebenso konnte das für Eu-
bakterien sowie das für Staphylokokken spezifische
16S rRNA PCR-Produkt mit einer 100%igen Sensiti-
vität delektiert werden.

Alternativ zur herkömmlichen Gelelektrophorese
ist eine Detektion der PCR-Produkte auch mit dem
ABI PRISM 310®, einem „genetic analyzer". basie-
rend auf dem Prinzip der Kapillarelektrophorese,
möglich. So können die Sensitivität des Verfahrens
noch deutlich gesteigert und PCR-Produkte direkt aus
Blutkulturen nachgewiesen werden.

Dieses Multiplex-PCR-Verfahren steht somit als al-
ternative Methode im mikrobiologischen Labor für
die Staphylokokken-Diagnostik zur Verfügung.

E-4

Typisierung Methicillin-resistenter
S. aureus-Stämme im Rahmen
nosokomialer Infektionen mit Hilfe
verschiedener Amplifikationsverfahren
F.-J. Schmitz*, B. Hofmann*, H.-V. Tichy*, A. Stei-
ler*, H. Idel*, U. Hadding*, K. Köhrer*, H. P. Heinz*

* Institut für Med. Mikrobiologie u. Virologie der Heinrich-Heine-
Universität Düsseldorf

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden n = 183
MRSA-Isolate aus dem Großraum Düsseldorf und n =
93 internationale MRSA-Stämme aus 7 verschiedenen
Ländern mit Hilfe folgender Amplifikationsverfahren
typisiert:
1. „Random Amplified Polymorphic DNA" (RAPD)
2. intergenische 16S-23S-Spacer-Amplifikation
3. Multiplex-PCR mit degenerierten Primern zum

Nachweis sowohl der einzelnen großen als auch al-
'ler (großen und kleinen) repetitiven Sequenzen im
Protein -Gen (spa)
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4. PCR - basierend auf dem Polymorphismus im Koa-
gulase-Gens (coa)
Als Referenzmethode diente eine standardisierte

Pulsfeld-Gel-Elektrophorese (GenePath Strain Ty-
ping System®). Die PFGE besaß von allen eingesetz-
ten Verfahren das größte diskriminatorische Potenti-
al, gefolgt von der RAPD, der intergenischen Spacer-
Amplifikation und der Multiplex-PCR basierend auf
dem Protein -Gen Polymorphismus.

Die wenigsten MRSA-Typen konnten anhand des
Koagulase-Gen Polymorphismus voneinander unter-
schieden werden. Allerdings ermöglichte der kombi-
nierte Einsatz aller Typisierungsverfahren eine weiter-
gehende Differenzierung, auch von Isolaten mit iden-
tischem PFGE-Muster.

Alle Amplifikationsverfahren waren schnell, repro-
duzierbar und einfach durchführbar. Denkbar wäre
ein Einsatz der Amplifikationsmethoden (1-3) zur
vorläufigen epidemiologischen Analyse, die innerhalb
von 24 Stunden möglich ist. Bei weiterhin bestehen-
dem Verdacht auf „klonale Identität" der untersuch-
ten Isolate sollte eine PFGE (Dauer ca. 4 Tage) ange-
schlossen werden.

Obgleich die Auswahl der internationalen Isolate
rein zufällig war, konnten einzelne MRSA-Stämme
mit identischem Muster in verschiedensten Ländern
der Welt nachgewiesen werden. Die RAPD-, Spacer-
und auch PFGE-Muster einzelner Isolate sind über
mehrere Jahre konstant geblieben. Dies spiegelt die
hohe genetische Stabilität solcher MRSA-Stämme
wider.

E-5

Zur Bedeutung biochemischer
Parameter (lnterleukin-6, PMN-Elastase-
Inhibitorkomplex, Neopterin,
Glutathionperoxidase, Kallikreinogen) für
die Früherkennung neonataler
Infektionen —
H. Kühne*, D, Düsing**, N. Pargac**, S. Kopprasch*,
R. Schwarze**, H.-E. Schröder*

' Medizinische Klinik III, Pathol. Biochemie und
** Klinik für Kinderheilkunde, Universitätsklinikum Dresden

Zielstellung: Ziel der prospektiven Studie war es, die
diagnostische Bedeutung ausgewählter biochemischer
Parameter wie Interleukin-6 (IL-6), PMN-Elastase-
Inhibitorkomplex (E-IK), Neopterin (NP), Kalli-
kreinogen (KKN), Glutathionperoxidase (GPX) im
Vergleich zu den üblichen Parametern, z. B. C-reakti-
ves Protein (CRP) in der Frühphase neonataler Infek-
tionen, zu untersuchen und deren Eignung zur Cha-
rakterisierung des Schweregrades der Erkrankung zu
prüfen. Zusätzlich sollten Einfluß bestimmter Fakto-

ren (Gestationsalter, Asphyxie) für die diagnostische
Aussagekraft der ausgewählten Parameter untersucht
werden.

Material und Methoden: In die Untersuchungen
wurden 71 Neugeborene, die auf einer neonatologi-
schen Station betreut wurden, einbezogen. Nach dem
klinischen Verlauf wurden 14 Neugeborene der Infek-
tionsgruppe und 31 einer optimierten infektionsfreien
Vergleichsgruppe zugeordnet, zusätzlich erfolgte die
Eingliederung von 16 Kinder mit geringen Gestations-
alter bzw. 10 Kinder mit ausgeprägter Asphyxie in je-
weils eigenständige Gruppen. Von den 71 untersuch-
ten Patienten verstarben 3. Eine Referenzgruppe, ge-
bildet aus 13 gesunden. Neugeborenen, wurde in die
Auswertung mit einbezogen. Die venösen Blutabnah-
men (jeweils 1,3 ml) erfolgten unmittelbar nach der
Geburt (= 0. Tag) und weiter am L, 3., 7. und 10. Le-
benstag.

Ergebnisse und Schlußfolgerungen: Unsere Ergeb-
nisse zeigen, daß von den untersuchten biochemischen
Markern das IL-6 für die Frühdiagnostik neonataler
Infektionen am besten geeignet erscheint. Das Ver-
halten des IL-6 im Krankheitsverlauf ist durch einen
schnellen Anstieg, einer kurzen Halbwertszeit und ei-
ner relativ hohen Spezifität gekennzeichnet. Dagegen
werden die Parameter E-IK und NP, die ebenfalls in
der Frühphase ansteigen, in ihrer diagnostischen Aus-
sagekraft durch begleitende Risikofaktoren (z. B. As-
phyxie, Gestationsalter) beeinträchtigt. Beide Para-
meter sind aber entsprechend der vorliegenden Er-
gebnisse geeignet, wertvolle Informationen für die
Verlaufskontrolle und Charakterisierung des Schwe-
regrades einer neonatalen Infektion zu liefern.

Die Frühphase ist außerdem durch eine signifikante
Abnahme des KKN und der GPX gekennzeichnet.
Beide Parameter steigen ab 3. Lebenstag in der Infek-
tionsgruppe wieder an und befinden sich am 10. Tag
im Bereich der Referenzgruppe. Unsere Ergebnisse
zeigen eine signifikante Abhängigkeit beider Parame-
ter vom Gestationsalter. Das begrenzt ihre diagnosti-
sche Wertigkeit.

E-6

Vergleich zwischen MicroScan
WalkAway® und API-System® bzw.
Agardiffusions-Methode
S. Kuchta*. F.-J. Schmitz*, H. Erichson*,
U. Hadding*, H. P. Heinz*

* Institut für Med. Mikrobiologie und Virologie der Heinrich-Heine-
Universität Düsseldorf

Das MicroScan WalkAway®System ist ein computer-
gestütztes Analysengerät zur Inkubation von Mikroti-
terplatten, das die Ergebnisse der biochemischen
Ideotifikation und Resistenzbestimmung selbständig
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durch eine photomctrischc oder fluoromctrische Mes-
sung auswertet. Das Gerät ermöglicht die Festlegung
der MHK bzw. das „Breakpoint^-Verfahren zur
Quantifizierung der Anlibiolikarcsistenz - stets in
Kombination mit einer biochemischen fdentifizicrung.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wur-
den die Identifikationsergcbnisse des MicroScan Walk
Away 96 Systems** (konventionelle Mikrotiterplatten-
Pancls, Bebrütungszcil 16-24 Stunden) und .des API-
Systems^1 anhand von 243 gram-positiven sowie 381
gram-negativen Bakterien verglichen. Mit einer Über-
einstimmungsrate von 99% korrelierten die Resultate
beider Systeme sehr gut miteinander. Drei Keime
(0,5%) wiesen diskrepante intragenerische Identifika-
lionsergebnisse auf, während bei 4 Isolaten (0,6%)
keine Identifizierung möglich war.

Zusätzlich wurden im gleichen Keimkollektiv die
Resistenzbestimmungen des MicroScan Walk Away
96 System® (Breakpoint-Verfahren) mit dem her-
kömmlichen Agar-Diffusionstest verglichen. Doch
trotz der verschiedenartigen Meßsysteme stimmten
92% der insgesamt 9161 Ergebnisse überein, und in
7% der Fälle konnte eine akzeptable Differenz um
eine Resistenzstufe (sensibel gegenüber intermediär
bzw. intermediär zu resistent) beobachtet werden.

Die Ergebnisse der Intra- und Inter-Assay-Analyse
des MicroScan Walk Away 96 System® sind sowohl
hinsichtlich der Identifizierungsergebnisse (8140 Mes-
sungen) als auch hinsichlich der Resistenzbestimmun-
gen (5720 Messungen) zufriedenstellend: 0,47%
Schwankungen in den biochemischen Reaktionen bei
der Intra- bzw. 1,13% bei der Inter-Assay-Analyse so-
wie 2,03% bzw 1,82% Resistenzschwankungen.

F-1

Concentration and molecular weight of
hyaluronan in synovial fluid from patients
with diseased joints
B. M. Praest*, R. Kock* and H. Greiling*

* Institute of Clinical Chemistry and Pathobiochemistry, Medical
Faculty of the RWTH Aachen

The molecular weight of hyaluronan (HA) and its con-
centration in synovial fluid (SF) of 29 patients with.de-
generative joint disease (DJD), 15 patients with osteo-
arthritis (OA), 12*patients with diabetic arthropathy, 7
patients with gout, 3 patients with infectious arthritis
and 5 persons with rheumatoid arthritis (RA) were in-
vestigated by HPSEC-MALLS-RI (high-performance
size exclusion chromato-graphy combined with multi-
angle laser-light-scattering detection and differential
refractometry). These data were compared with the
viscosities of the same samples measured by rotation
viscometry with one low shear rate.

The weight-average molecular weight (Mw) of HA

in fluid types, which ranged from (1.12 ± 0.301)
10r'D (RA) to (1.89 ± 0.455) l O6 D (DJD), differed
Icss than the viscosity of thcse groups. The concentra-
tion of HA was significantly higher in the cases of
DJD and diabetic arthropathy and varied between
0.864 ±0.613 mg/mL (diabetic arthropathy) and 0.216
±0,131 mg/mL (RA). The amount of the concentrati-
on of high molecular weight HA for inflammatory
joint diseases (IJD; 0.216 ± 0.131 mg/mL) was low
compared with the total HA concentration determi-
ncd by an enzymatic degradation with chondroitinase
AC and ABC (0.454 ±0.145 mg/mL) and a protein
binding assay. In particular, we found a much better
correlation between viscosity and HA concentration
than between viscosity and Mw.

These data indicate, that the total HA concentrati-
on and the viscosity may be of equal diagnostic value
differentiating between acute and chronic joint disea-
se. The determination of the concentration of the high
molecular fraction of hyaluronan by chromatography
provides additional Information in comparison with
the estimates of the mean molecular weight of hya-
luronan in synovial fluid.

F-2

Entwicklung spezifischer Assays zum
Nachweis von Autoantikörpern gegen
den Protease-lnhibitor Calpastatin und
Analyse ihrer Krankheitsassoziation
Udo Schlosser*, Karl J. Lackner*, Gerd Schmitz*

* Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Klini-
kum der Universität Regensburg

Bei verschiedenen Patientengruppen wurden Autoan-
tikörper gegen den Protease-lnhibitor Calpastatin
(CAST) beschrieben. Neben der in unserer Arbeits-
gruppe gefundenen Assoziation zu venösen Thrombo-
sen werden auch CAST-Autoantikörper bei rheuma-
toider Arthritis und anderen Autoimmunerkrankun-
gen beschrieben. Zur weiteren Analyse der Bedeu-
tung dieser Autoantikörper ist es erforderlich, die re-
levanten Epitope zu lokalisieren und spezifische Im-
munoassays zu entwickeln. Mit Hilfe von rekombinan-
ten Fusionsproteinen gelang es, zwei Epitope zu iden-
tifizieren, die die große Mehrzahl aller gegen CAST
gerichteter Autoantikörper erkennen. Das erste ent-
spricht dem Carboxylterminus des Proteins, das zwei-
te liegt im Bereich der Aminosäuren 334-369. Dar-
über hinaus konnten noch Seren mit Reaktivität gegen
die aminoterminalen 180 Aminosäuren sowie einzelne
Seren mit anderen, über das ganze Protein verteilten
Spezifitäten gefunden werden. Bei dieser Analyse
zeigte sich, daß Antikörper, die das Epitop 334-369
erkennen, bei über 50% gesunder Probanden im We-
stern Blot nachweisbar sind, während Antikörper ge-
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gen das carboxylterminale Epitop nur in weniger als
5% nachweisbar waren. Das C-terminale Epitop war
im übrigen bei allen analysierten Patientengruppen
einschließlich Patienten mit rheumatoider Arthritis
das einzig relevante Epitop im Bereich von Ami-
nosäure 370-^708. Aus diesem Grund wurde ein spezi-
fischer ELISA zum Nachweis von Autoantikörpern
gegen dieses Epitop entwickelt und zahlreiche Patien-
tengruppen analysiert. Eine erhöhte Prävalenz konnte
bei rheumatoider Arthritis gefunden werden, jedoch
konnten die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die
eine Prävalenz von ca. 50% bei rheumatoider Arthri-
tis angeben, nicht bestätigt werden. Aufgrund der Er-
gebnisse dieser Arbeiten muß davon ausgegangen
werden, daß Western Blot Assays, die auf rekom-
binanten Fusionsproteinen basieren, zu Fehlinterpre-
tationen führen können, wenn nicht ausreichend
große Kontrollkollektive untersucht werden.

F-3

Improved Xylosyltransferase Assay
Using the Recombinant Variant
[Val̂ Val38]51,̂ ^92,!^94]52 Bikunin äs
Substrate
K. Kleesiek, C. Weilke, T. Brinkmann

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

For a sensitive determination of XT activity, we deve-
loped a method based on incorporation of [14C]xylose
in recombinant bikunin, the inhibitory component of
inter-a-trypsin inhibitor (1). We observed that high
proteinase concentrations in some body fluids interfe-
red with the XT measurement, probably due to com-
plexation with bikunin. Using site directed mutagene-
sis we synthesized recombinant bikunin variants and
found that [Val36,Val38]Sl; (Gly92,Ile94]52 bikunin show-
ed no inhibitory activity to serine proteinases, but an
increased xylosylation rate with XT. The Michaelis-
Menten constants for the xylosylation of silk fibroin,
deglycosylated cartilage proteoglycan, recombinant
wildtype bikunin and [Val̂ Val38]*1, [Gly92,Ile94]52 bi-
kunin were 545,188,0.9 and 0.6 . The new bikunin
variant proved to be an excellent acceptor Substrate
for the XT activity assay.

XT activity was detefmined in serum of 600 blood
donors and revealed 95% ranges of 0.77-1.50 mU/1 in
men and 0.60-1.20 mU/1 in women.

In longitudinal studies we observed a circadian
rhythm of serum XT activity with a maximum in the
morning and another in the evening. During 24 hours
the maximal XT activity was about 20-30% higher
than the minimal, but the alterations were within the
normal ränge.

In viscous body fluids, especially in synovial fluid
and seminal plasma, XT activities of 0.6-15.0 and
2.5-6.0 mU/1, respectively, were found.

In serum of patients with hepatic cirrhosis or hing
fibrosis the average XT activity was about 1.6-fold
higher than normal. Especially patients with an acute
fibrosis showed considerably increased XT activities.

Thus, our new assay, which allows the precise mea-
surement of XT activity in various body fluids, offers
new chances in the diagnosis of disorders altering the
proteoglycan metabolism in conneclive tissue.

References

1. Weilke C, Brinkmann T., Kleesiek K., Clin Chem 1996 (in
press).

F-4

lnterleukin-6 and Oncostatin M
stimulated synthesis of a^antitrypsin in
human articular chondrocytes -
Evidence for a local acute phase
response in the joint
Dagmar-Christiane Fischer*, E. Van de Leur*,
L. Graeve**, P.-C. Heinrich**, H. Greiling* and
H.-D. Haubeck *

* Institute for Clinical Chemistry and Pathobiochemistry
** Institute for Biochemistry, RWTH Aachen

>
In chronic inflammatory and degenerative joint disea-
ses articular cartilage is degraded by the action of pro-
teases, which are released not only by inflammatory
celis but also by the chondrocytes themselves. The ac-
tion of proteases is controlled on the leve of gene ex-
pression and protease-inhibitors, like «i-antitrypsin,
the major inhibitor of serine-proteases. However, the
regulation of these processes is not completely under-
stood, yet.

We have previously shown, that human articular
chondrocytes synthesize high amounts of IL-6 after
Stimulation with the proinflammatory cytokines ll-lß
and TNFa. We have also shown by nothern blot analy-
sis, that human articular chondrocytes express both
subunits of the IL-6 receptor (gp 80 and gp 130). Here
we report on the dose and time dependent induction
of cd-antitrypsin synthesis and secretion by inter-
leukin-6 (IL-6) and oncostatin-M (OSM) in in-vitro
cultured human articular chondrocytes. Stimulation
with OSM and IL-6 led lo a 5-10-fold increase of ocj-
antitrypsin sythesis and secretion (up to //g/106 cells).
Furthermore, we have shown that OSM and IL-6 sti-
mulate IL-6 synthesis in chondrocytes, resulting in an
autocrine mplification loop. Taken together, these da-
ta stronly suggest the existence of a löcal acute phase
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rcsponsc in ihe joint. Synthesis of «i-antitrypsin,
which is thc major inhihilor of serine-protcases, like
clastaso of ncutrophil gnmulocytcs, thcreforc might
be n protcclivc incchanism of articular chondrocytes
nnd mighl he involved in thc prevention of cartilagc
damage in chronic inflammatory and degcnerativc
joint discnses.

F-5

Möglichkeiten der molekulargenetischen
Diagnostik
G. Wildhardr, A. Winterpacht*, B. Zabel**

* Labor Dres. Kapp, Breuer et al., Mainz
·* Universitäts-Kinderklinik, Mainz

Die Analyse genetisch bedingter Erbkrankheiten hat
in den letzten Jahren enorm an Bedeutung gewonnen.
Entscheidend dazu beigetragen hat die Weiterent-
wicklung bereits bekannter und die Entwicklung neu-
er Labortechniken und ganz besonders die Ent-
deckung neuer Gene, deren Defekte Ursache erhebli-
cher Erkrankungen sind. Wir bieten die Diagnostik
für 10 Erbkrankheiten an und stellen hier beispielhaft
unsere Untersuchungsverfahren bei Achondroplasie
(ACH), Hypochondroplasie (HCH), cystische Fibröse
(CF) und Fragiles-X Syndrom (fra-X) vor.

ACH und HCH sind die häufigsten Skelettdyplasie-
Formen, die zu dysproportioniertem Minderwuchs
führen. Die meisten Patienten mit ACH haben eine
Mutation in der Transmembrandomäne und viele Pa-
tienten mit HCH haben eine Mutation in der Tyrosin-
kinasedomäne des FGFR 3 Gens. Die Mutationen
führen zu den Aminosäureaustauschen GLY380Arg
(ACH) bzw. Asn540Lys (HCH).

CF ist die häufigste erbliche Stoff Wechselstörung.
Mittlerweile wurden mehr als 300 Mutationen im
CFTR-Gen bei CF-Patienten nachgewiesen. Mit der
Untersuchung von 5 Exons werden ca. 85% der CF-
Anlageträgern in der deutschen Bevölkerung erfaßt.

Für die Untersuchung von ACH, HCH und CF
werden die Genbereiche amplifiziert (PCR) und
anschließend sequenziert bzw. DNA-Fragmentgrößen
durch Gelelektrophorese bestimmt.

Fra-X ist die häufigste familiäre Form der mentalen
Retardierung. Sie beruht auf einer Funktionsstörung
des FMRl-Gens. Eine Amplifikation des CGG-Re-
peats in diesem Gen auf dem X-Chromosom gibt Auf-
schluß, ob bei der untersuchten Person ein Normal-,
Überträger- oder Betroffenen-Status vorliegt. Die
Diagnostik erfolgt mittels der Southern-Blot-Analyse.

Mit der vorgestellten direkten Genanalyse ist meist
eine hohe Nachweissicherheit erreichbar. Da das kli-
nische Bild stark variabel sein kann (z. B. beim fra-X)
oder die Symptome noch nicht bei der Geburt (z. B.
bei der HCH) erkennbar sind, ist die molekulargeneti-

sche Untersuchung eine wichtige Ergänzung für die
genetische Beratung und für eventuelle therapeuti-
sche Überlegungen.

F-6

EUROPLUS - Eine BIOCHIP-
Kombination aus Gewebeschnitten und
Einzelantigenen für die indirekte
Immunfluoreszenz: Endomysium/Gliadin,
AMA/M2 und Parietalzellen/lntrinsic
Faktor
S. Proost*, W. Schlumberger*, W. Meyer*,
C. Dähnrich*, E. Müller-Kunert*, K. Sonnenberg*
und W. Stöcker*

* EUROIMMUN GmbH, Lübeck

Fragestellung: Für die serologische Diagnose einer
Gluten-sensitiven Enteropathie werden Antikörper
gegen Endomysium und Gliadin bestimmt. Beides war
bislang nur in getrennten Ansätzen mit der indirekten
Immunfluoreszenz (IIFT) und Enzym immuntests
möglich. Eine primär-biliäre Leberzirrhose ist mit
Autoantikörpern gegen Mitochondrien ( ) asso-
ziiert. Die pathognomonischen Antikörper gegen das
Antigen M2 müssen mit ELISA nachuntersucht wer-
den. Zur Serodiagnostik der perniziösen Anämie wer-
den Antikörper gegen Parietalzellen des Magens
(IIFT) und Intrinsic Faktor (ELISA) bestimmt.

Methoden: Gewebeschnitte (Primatendarm, Rat-
tenniere und Primatenmagen) wurden auf Deckgläser
aufgezogen. Andere. Deckgläser wurden mit Gliadin-.
M2- oder Intrinsic-Faktor-haltigen Lösungen in Form
feiner Tröpfchen beschichtet. Die Deckgläser wurden
fragmentiert, als millimetergroße BIOCHIPs paarwei-
se auf Objektträger geklebt und im IIFT eingesetzt.

Ergebnisse: Antikörper gegen Gliadin. M2 und In-
trinsic Faktor führen zu einer kreisrunden Fluoreszenz
der Antigen-Tröpfchen. Die Reaktionen stimmten zu
98% mit denen der EUROIMMUN-ELISA überein.
Mit der Kombination Primatendarm/Gliadin konnten
beispielsweise bei über 30% der positiven Proben An-
tikörper gefunden* werden, die bei Verwendung nur
eines Substrates nicht erkannt worden wären.

Schlußfolgerung: Die Untersuchungen mit den
BIOCHIP-Kombinationen Primatendarm/Gliadin
und Primatenmagen/Intrinsic Faktor ergeben eine
höhere Trefferquote, als mit nur einem von beiden
Substraten. Der EUROPLUS-Test AMA/M2 erspart
die Nachuntersuchung der M2-Antikörper. Jetzt kön-
nen Analysen, die sonst in zwei unterschiedlichen
Testsystemen parallel erfolgen, in einem einzigen
Testansatz mit der Immunfluoreszenz durchgeführt
werden.

670 J Lab Med 1996; 20 (11): 638-689



Kongreß für Laboratoriumsmedizin 1996 - Poster-Abstracts

F-7

Anti-lipocyte and other autoantibodies in
a patient with generalized lipoatrophic
diabetes mellitus
W. Stöcker*, T. Keiner**, K. Abendroth**, G. Mein**,
A. Knöll**, G. Stein**,.E. Müller-Kunert*, B. Splitt*,

Kl | W. Meyer* and W. Schlumberger*

j * EUROIMMUN GmbH, Lübeck and
jj|> , ** Department of Internal Medicine IV*. Friedrich Schiller University

Jena

Introduction: Lipoatrophic diabetes mellitus (LDM) is
a very rare disease characterized by subcutaneous fat
depletion, hyperlipidemia. insulin resistant diabetes
mellitus and hepatomegaly. The pathogenic mecha-
nism is up to now unclear.

Methods: We observed a 33 years old male patient
suffering from acquired LDM combined with acantho-
sis nigricans. By indirect immunofluorescence, using a
panef of BIOCHIPS with 30 different human tissues,
we analyzed autoantibodies in the serum and in dialyz-
ed and ultrafiltrated urine. Immunoglobulin classes
IgA, IgG and IgM were tested separately with FITC-
labelled polyclonal goat anti-human sera, with Stan-
dard procedures.

Results: It was possible to demonstrate in the serum
a hitherto unknown autoantibody against lipocytes
(ALA) (1:1000; IgG+++, IgM+), which reacted with
human fat tissue. Hepatocytes exhibited a reaction of
vacuoles in the pericentral area (1:1000; IgG+++,
IgM+). We also found antibodies against thyroid
microsomes (1:32; IgG++, IgM+), adrenal cortex
(1:100; IgG++, IgM+), ovarial theca folliculi-externa
(1:10; IgG+, IgM+), placental syncytiotrophoblast
(1:10: IgG+, IgM+), Leydig cells of testis (1:100:
IgG++, IgM+) and liver specific proteins (1:100; IgA+,
IgG-H-, IgM+). More than 40 other autoantibodies co-
vered by the panel used, äs well äs antibodies against
insulin and insulin receplo'rs were negative. The same
autoantibody pattern was observed in urine.

Conclusions:-The presence of serum ÄLA in a pati-
ent with LDM suggests that some acquired forms of
LDM are caused by autoimmunity against lipocytes.
The complicating liver cirrhosis observed in LDM pa-
tients may be the result of autoimmune reactions
against hepatocytes. An earlier observation, that lipo-
atrophy can be induced in mice by intraperitoneal in-

I jections of LDM patients urine extracts, could be ex-
j plained by the delection of ALA in urine.

G-1

Entwicklung und Verwendung
synthetischer Harnsteine aus natürlichen
Materialien zum Studium der Chemolyse
D. Jacobs*, D. Heimbach*, A. Hesse*,
R. Süverkrüp**

* Experimentelle Urologie, Klinik und Poliklinik für Urologie und
" Pharmazeutisches Institut der Universität Bonn

Fragestellung: Die wissenschaftliche Untersuchung
von Harnsteinen ist nur mit standardisiert produzier-
ten und in den chemischen sowie physikalischen
Eigenschaften identischen Modellen möglich. Solche
Standardsteine standen bisher nicht zur Verfügung.

Material und Methode: Die Standardsteine werden
in einem Spezialverfahren hergestellt (Dtsch. Pat.
Nr. 195 05 591.8-41). Dabei werden in einem modifi-
zierten Dragierprozeß um einen Kern aus Steinmate-
rial ( 3 x 3 mm) bis zu 1000 Schichten weiteres Stein-
material mit Hilfe von Gelatine aufgetragen. Es ent-
steht dabei ein kugelförmiger Stein von ca. l cm
Durchmesser. Für das Studium der Chemolyse wer-
den Calciumoxalat-Standardsteine verwendet. Die Li-
tholyse wird unter kontrollierten Bedingungen in ei-
ner Tropfapparatur quantitativ bestimmt. Es wurden
folgende Spüllösungen eingesetzt: phys. Kochsalzlö-
sung (Kontrolle), EDTA, Suby G (Citratlösuung,
pH 4,0) und Hippursäurelösung (20 mMol).

Ergebnisse: Es wurden erstmals Harnsteine aus
natürlichen Materialien als Standardsleine für wissen-

. schaftliche Untersuchungen hergestellt. Die physika-
lischen Eigenschaften (Dichte. Bruchfestigkeit) ent-
sprachen denen von natürlichen Steinen. Bei der Lyse
von Standardsteinen aus Calciumoxalat wurde die
größte Effizienz mit EDTA (56,92 mg/1) gefolgt von
Suby G (21,36 mg/1) und Hippursäure (9,37 mg/I) er-
reicht. Die Wirksamkeit der Hippursäure nahm bei
Lösung in synthetischem Harn um 90 % zu.

Schlußfolgerung: Mit den neu entwickelten Stan-
dardsteinen können systematische Untersuchungen
zur Chemolitholyse, zur Zertrümmerung (Lithotrip-
sie) und zur quantitativen Analyse durchgeführt wer-
den.
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G-2

Quantitativ-chemische versus
IR-spektroskopische Harnsteinanalytik
D. Hannak*, U. Bartelt*, J. Aufenanger*

* Institut für Klinische Chemie am Klinikum Mannheim

Fragestellung: Trotz der Möglichkeit der Steinentfer-
nung mit der ESWL ist eine Harnsteinanalyse und die
daran gekoppelte Steinmetaphylaxe auch aus Kosten-
gründen sinnvoll (1). Mit der Einführung der
TR-Spektroskopie für die Steinanalyse (Paragon 1000
FT-1R incl. Auswertesoftware, Perkin-Elmer) haben
wir insgesamt 146 Steine parallel mit unserer etablier-
ten (2) quantitativen naßchemischen Analyse (CA)
verglichen.

Material und Methode: Bei den Monokonkremen-
ten (n = 69: 47%) war Calcium-Oxalat häufigster Be-
standteil (n = 56; 38%); bei Mischkonkrementen (n =
77; 53%) ebenfalls häufigster Hauptbestandteil (n =
44: 30%). 105 Steine, u. a. alle Monokonkreniente,
wiesen in CA und IR identische Ergebnisse auf. 41
Mischkonkremente (28%) zeigten mehr als 5% Ab-
weichung in CA und IR: 17 10-15%; 13 20-25%; 8

30-35%; 3 40-45%. Bei 6 Steinen wurde mit IR
der Hauptbestandteil falsch angeben: 2 Struvit statt
Carbonatapatit, 4 Oxalat statt Calciumphosphat.
Ähnliche Abweichungen zeigten sich bei der Auswer-
tung der DGKC-Ringversuche: Während Monokon-
kremente von den IR-Teilnehmern fast ausnahmslos
richtig gefunden wurden, konnten 60% der Teilneh-
mer 30% Calciumoxalat neben Harnsäure und nur
56% der Teilnehmer 10% Calciumoxalat neben Zy-
stin nachweisen.

Ergebnisse: Bei manueller Auswertung unserer dif-
ferenten IR-Spektren zeigte sich, daß die Auswerte-
software häufig eine Mischung mit ähnlichen Mengen-
verhältnissen zwischen Steinmaterial und KBr auf
Rang l und die laut CA richtige Mischung z.T. auf
5-10 Plätze unterhalb setzte. Ein neuer Preßling mit
20-40% des Ausgangspreßlings konnte in einigen ge-
testeten Fällen Übereinstimmung zwischen IR und
CA erbringen. Die Software sollte demnach zuerst
eine Mengennormierung und dann die Spektren-Ver-
gleichs-Routine ablaufen lassen.

Schlußfolgerung: Für die IR-Spektroskopie gilt ge-
nauso wie für die quantitativ-chemische Analyse, daß
nur mit erfahrenem Personal gute Ergebnisse bei der
Harnsteinanalytik erzielt werden können.

Literatur

1. Leusmann, D. (1995): Dtsch. Med. Wochenschr. 120,841-4.
2. Hannak, D., Barteil, U., Kattermann. R. (1987): Lab. med. 11,
164-5.

G-3

Nahinfrarot-Spektroskopische Analyse
von in PE/PA-Folie eingeschweißten
Stuhlproben auf Fett, Stickstoff und
Wasser
V. Neumeister*, J. Henker**, G. Kaltenborn***,
W. Jaroß*

* Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin
"Klinik und Poliklinik für Kinderheilkunde, Universitätsklinikum

Carl-Gustav Carus der TU Dresden
*** Martin-Luther-Universität Halle/Wittenberg, Medizinische

Fakultät - Zentrum für medizinische Grundlagenforschung

Einleitung: Malassimilationsstörungen können durch
Bestimmung der Fett-, Stickstoff- und Wasseraus-
scheidung im Stuhl diagnostiziert werden. Die Bestim-
mung der fäkalen Fettauscheidung ist für die Ein-
schätzung der Effektivität einer Pankreasenzymsubsti-
tution von Wichtigkeit. Die chemische Bestimmungen
dieser Parameter ist sehr zeit- und arbeitsaufwendig.
Weiterhin spielen Stuhluntersuchungen auf Grund ih-
rer unangenehmen Handhabung im klinischen Alltag
eine untergeordnete Rolle. Die Nahinfrarot-Spektro-
skopie ist ein leicht durchführbares und schnelles
Analysenverfahren. Mehrere Komponenten können
gleichzeitig bestimmt werden. Meßgrundlage bilden
die Molekülobertonschwingungen im Wellenlängen-
bereich von 1000 bis 2500 nm. Zur Minimierung der
Geruchsbelästigung wurden die Stuhlproben in

/PA-Verbundfolie eingeschweißt. Ziel unserer Un-
tersuchungen war es, Kalibrationen für die Fett-,
Stickstoff- und Wasserbestimmung im Stuhl zu erar-
beiten sowie deren Anwendbarkeit durch Validation
zu sichern.

Material und Methode: Untersucht wurden sechzig
72-Stunden-Sammelstuhlproben (40 Proben für die
Kalibration, 20 Proben für die Validation) von Kin-
dern und Jugendlichen im Alter von 12 bis 19 Jahren.
Nach dem Homogenisieren im Sammelgefäß wurden
ca. 5 cm3 jeder Probe in PE/PA-Folie eingeschweißt.
Die Aufnahmen der NIR-Spektren (kontinuierliche
FT-Spektren) erfolgten mit dem IFS-28 der Fa.
BRUCKER ANALYTISCHE MESSTECHNIK
GmbH, Karlsruhe Zwei optische Systeme wurden ge-
testet: 1.: Faser-Sonde, In-Ga-As-Detektor, 1000-2500
nm, vermessene Probenoberfläche d=4 mm; 2.: Ui-
brichtsche Kugel, Ge-Detektor, 1000-1800 nm, ver-
messene Probenoberfläche d= 10 mm. Je Probe wur-
den 6 Spektren aufgenommen (2 Stichproben, je 3
Spektren). Die chemischen Bestimmungen der Stuhl-
komponenten erfolgte für Fett nach van de Kamer, für
Stickstoff durch coulometrische Titration und die
Wasserbestimmung mittels Gefriertrocknung. Die Er-
arbeitung der Kalibration basiert auf Grundlage der
PLS-Methode. Die Optimierung erfolgte so, daß mit
minimaler Vektoranzahl eine statistisch sichere Kali-
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bration errechnet wurde. Diese Kalibration wurde
dann über eine interne und externe Validation auf
Richtigkeit geprüft.

Ergebnisse: Der Fettgehalt der Proben beträgt J5,5
bis 22L9 mg/g , der Stickstoffgehalt 2,1 bis 18,9 mg/g
und der Wassergehalt 55,2 bis 89,1%. Die Korrelati-
onskoeffizienten zwischen den chemisch bestimmten
Ergebnisen und NIRS-Ergebnissen der Kalibration
sowie der Validation sind in der folgenden Tabelle zu-
sammengestellt (n Vek. = optimale Vektorzahl):

Kompo-
nente

Fett
Stickst.
Wasser

Kompo-
nente

Fett
Stickst.
Wasser

n
Vek.

5
5
6

n
Vek.

8
7
6

Fasersonde
Kalib- interne
ration Validat.

0,995
0,996
0,995

0,991
0,975
0,994

Ulbrichtsche Kugel
Kalib- interne
ration Validat.

0,999
0,991
0,997

0,998
0,971
0,994

externe
Validat.

0,989
0,933
0,993

externe
Validat.

0,998
0,959
0,993

Die Analysendauer beträgt 5 Minuten für eine
Stuhlprobe.

Diskussion: Auf Grund der guten Übereinstim-
mung der NIRS-Ergebnisse mit den chemischen Re-
sultaten, der kurzen Analysenzeit und der leichten
Handhabung der NIRS schätzen wir die NIRS als eine
gute, alternative Möglichkeit für die routinemäßige
Stuhlanalytik ein. Beide getesteten optischen Systeme
sind einsetzbar. Der Einsatz von PE/PA-Folie mini-
miert den unangenehmen Umgang mit dem Untersu-
chungsgut. Die spektralen Daten der PE/PA-Folie
werden in der Kalibration berücksichtigt und stören
somit die Stuhlanalytik nicht.

G-4

K-ras Mutationen im Stuhl und Gewebe
von Patienten mit Pankreaskarzinomen
und chronischer Pankreatitis
Ch. Berndt*, J. Zanow**1, K. Hauboldt**,
M. Bebenroth*, J. Müller*
* Institut für Pathologische und Klinische Biochemie

} *' Chirurgisches Zentrum
t " Universitätsklinikum Charite, Humboldt-Universität Berlin
! 1 gegenwärtige Adresse: Königin-Elisabeth-Krankenhaus Berlin

außerordentlich schlechte Prognose haben, werden
bei Patienten mit frühzeitig erkannten Tumoren 5-
Jahres-Überlebensraten von >20% erreicht. Moleku-
larbiologische Methoden könnten einen wesentlichen
Beitrag zur Frühdiagnostik von Pankreaskarzinomen
leisten, doch hängt ihre Verwendbarkeit vom Vorhan-
densein geeigneter Tumormarker ab. Der gegenwärtig
meistversprechende molekularbiologische Marker für
Pankreaskarzinome ist das K-ras Onkogen. Um
Grundlagen für mögliche K-ras Untersuchungen von
Risikogruppen zu schaffen, haben wir Stuhl- und Ge-
webeproben von Patienten mit Pankreaskarzinomen
und chronischer Pankreatitis auf onkogene Mutatio-
nen im Kodon 12 des K-ras Gens getestet.

Material und Methoden: 32 Gewebe- und 22 Stuhl-
proben von Pankreas-Patienten wurden analysiert.
Die DNA wurde über Mutantenanreicherungs-PCR
amplifiziert und der K-ras Status der Proben über Hy-
bridisation der Amplifikate mit Mikrotiterplatten-ge-
bundenen Fänger-Sonden bestimmt.

Resultate: Alle Stuhlproben von Kontrollprobanden
waren Mutations-negativ. Die Ergebnisse bei Patien-
ten mit Pankreaserkrankungen sind in der Tabelle zu-
sammengefaßt. Im Gewebe wurden folgende Kodon
12-Mutationen (Wildtyp: GGT) nachgewiesen: GAT
(14x), GTT (9x), CGT (3x), AGT (2x), CGT/TGT
(Ix). Im Stuhl wurden je vier GGT GAT Transitionen
und GGT GTT Transversionen gefunden.

Tabelle: Frequenz von K-ras Mutationen bei Pan-
kreaserkrankungen

Diagnose

Duktales Adenokarzinom
Periarnpulläre Karzinome
Cystadenokarzinom
chronische Pankreatitis

\Gewebe

21/22
4/5
1/1 -
3/4 v-

Stuhl

5/17
0/2
1/1
2/2

Schlußfolgerungen: 1. K-ras ist ein sensitiver Mar-
ker für Pankreaskarzinome. 2. K-ras ist für die klinisch
wichtige Abgrenzung von Malignomen gegenüber
chronischen Pankreatitiden ungeeignet. 3. Nur bei ei-
nem Teil der Patienten können genomische Verände-
rungen, die mit Pankreaserkrankungen assoziiert sind,
im Stuhl nachgewiesen werden. 4. Angesichts der
außerordentlich schlechten Prognose duktaler Pan-
kreaskarzinome erscheinen weiterführende Untersu-
chungen zur Aussagekraft molekularbiologischer Tu-
mormarker im Stuhl gerechtfertigt. Dabei ist zu prü-
fen, ob die Aussagekraft durch eine Kombination von
K-ras mit anderen Tumorgenen wie p53 oder p!6 ver-
bessert werden kann.

r;1'' ', Fragestellung: Obwohl Karzinome des exqkrinen
,-:·. Pankreas mit durchschnittlichen Fünfjahres-Überle-
.·.··'-: bensraten nach Diagnosestellung von <1% eine
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G-5

Diagnostic Value of Procalcitonin (PCT)
in Adults with Meningitic Symptoms
G. Kirchner*, H.-J. Braune**, A. M. Gressner*

' Department of Clinical Chemistry and Central Laboratory
** Department of Neurology, Philipps University, Marburg

Objcctive: PCT has been reportecl recently to be of
great valuc äs a mnrker of severe bacterial infections
and in the differential diagnosis of viral versus bacteri-
al infeclions. In children with bacterial meningitis PCT
is significantly higher than in patients with viral or
non-bacterial meningitis (1). With this study we wan-
ted to assess the diagnostic value of PCT in adult
patients with meningitic Symptoms.

Materials and Methods: Serum was collected from
patients on admission. The time since onset of sym-
ptoms varied from 2 hours to 28 days. Diagnosis was
made by lumbar puncture and/or culture of pathogen.
There were 12 cases of bacterial meningitis (mean age
66.5 years), 14 cases of viral meningitis (mean age 38.2
years), and 20 cases with normal cerebrospinal fluid
(mean age 49 years). PCT was measured using an im-
munoluminometric assay.

Residts: In all 34 cases without bacterial meningitis
PCT was not detectable (< 0.08 ng/ml). 7 of the 12
cases with bacterial meningitis showed a rise of PCT,
ranging from 0,1 to 56.2 ng/ml. The time after onset of
Symptoms here ranged from 36 to 93 hours. The re-
maining patients either presented very early (2 hours
in one case) or later than 144 hours after onset of sym-
ptoms. There was only one case of bacterial meningitis
with a negative PCT at 48 hours. Altogether we found
a sensitivity of 58.3%, a specificity of 100%, a negative
predictive value of 87.1% and a positive predictive
value of 100%.

Discussion: These results demonstrate the potential
value of PCT in differential diagnosis of adult patients
with meningitic Symptoms, especially in the early stage
of disease. Nevertheless one should bear in mind that
PCT levels will only rise after a certain time (2). Fur-
ther studies are needed to exactly determine the best
cut off value for PCT serum levels, its kinetics during
the course of disease and its use for therapy control
prognosis and prognosis.

References

1. Assicot M, Gendrei D, et al. (1993) High serum procalcitonin
concentrations in patienls with sepsis and infection. Lancet 341,
515-518.
2. Dandona P, Nix D, et al. (1994) Procalcitonin increase after
endotoxin injection in normal subjects. J Clin Endocrinol Metab 79,
1605-1608.

G-6

Diagnostische Wertigkeit der
Bestimmung von Protein Tau im Liquor
cerebrospinalis bei akuten
Entzündungen des Zentralen
Nervensystems
R. Siekmeier*, S. Bergmann*, H. Reichmann**,
W. Jaroß*

* Institut für Klinische Chemie' und Laboratoriumsmedizin und
** Klinik und Poliklinik für Neurologie; Klinikum Carl-Gustav-Carus

der Technischen Universität Dresden

Protein Tau, ein neuronales Strukturprotein, wird bei
Läsionen von Nervenzellen in erhöhtem Umfang frei-
gesetzt. Ein neuartiger Elisa erlaubt die Bestimmung
von Protein Tau im Liquor cerebrospinalis. Ziel der
vorliegenden Studie war die Untersuchung von dessen
diagnostischer Wertigkeit bei Entzündungen des Zen-
tralen Nervensystems (ZNS).

Untersucht wurden n = 25 Patienten ohne Entzün-
dung bzw. akute degenerative Erkrankung des ZNS
(Kontrollgruppe), n = 42 Patienten mit Verdacht auf
eine Entzündung des ZNS ohne Schrankenstörung
bzw. Pleozytose (Patientengruppe 1) sowie n = 16 Pa-
tienten mit Entzündung des ZNS und Schranken-
störung bzw. Pleozytose (Patientengruppe 2).

Ergebnisse: Die in der Kontrollgruppe gemessenen
Liquorkonzentrationen von Protein Tau lagen signifi-
kant unter den in der Patientengruppe 2 gemessenen
Konzentrationen (Mittelwert ± SEM; 277.3 ± 13.5 vs
778.5 ± 134.9 pg/ml; Kruskal p <0.001), während
Patienten mit entzündlichen Erkrankungen des
ZNS ohne Vorliegen einer Schrankenstörung noch
keinen signifikanten Anstieg der Konzentration im
Vergleich zur Kontrollgruppe aufwiesen (295.6 ±
18.5 vs 277.3 ± 13.5 pg/ml; Kruskal p = 0.995). Der Ver-
gleich beider Patientengruppen zeigt deutlich erhöhte
Werte der Konzentration von Protein Tau bei gleich-
zeitigem Vorliegen einer Schrankenstörung (778.5 ±
134.9 vs 295.6 ± 18.5 pg/ml; Kruskal p <0.001). Inner-
halb der Patientengruppe 2 fanden sich die höchsten
Werte bei den Krankheitsbildern Enzephalitis bzw.
Meningoenzephalitis, während eine isolierte Meningi-
tis zu keinem rej^vanten Anstieg der Konzentration
führte.

Schlußfolgerung: Die Ergebnisse zeigen die Bedeu-
tung der Bestimmung von Protein Tau bei entzündli-
chen Erkrankungen des ZNS. Während beginnende
Entzündungen offenbar noch nicht zu einer Läsion
von Nervenzellen und einem damit verbundenen rele-
vanten Anstieg der Konzentration von Protein Tau im
Liquor führen, haben ausgeprägte Entzündungen ei-
nen deutlichen Anstieg zur Folge. Dieser ist wahr-
scheinlich umso ausgeprägter, wenn neben einer
Meningitis auch eine Enzephalitis besteht. Demnach
erlaubt die Bestimmung von Protein Tau eine Ab-
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Schätzung der Nervenzelläsionen bei derartigen Ent-
zündungen.

G-7

Diagnostische Wertigkeit der
Bestimmung von Protein Tau bei
chronischen Erkrankungen des
Zentralen Nervensystems
S. Ommert*, R. Siekmeier**, S. Bergmann**,
L Demisch***, W. Jaroß*, W. Groß*

* Labor für Angewandte Biochemie, Zentrum der Biologischen
Chemie und

** Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Klini-
kum Carl-Gustav-Carus der Technischen Universität Dresden

*** Zentrum der Psychiatrie der J. W. Goethe-Universität Frankfurt
am Main

Ein neuartiger Elisa erlaubt die Bestimmung von Pro-
tein Tau im Liquor cerebrospinalis bei degenerativen
Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS).
Ziel der Studie war die Untersuchung der diagnosti-
schen Wertigkeit von dessen Bestimmung bei Patien-
ten mit nicht laborchemisch zu sicherndem Verdacht
auf Multiple Sklerose (MS), gesicherter MS (Nach-
weis oligoklonaler IgG im Liquor) und degenerativen
Nervenerkrankungen.

Material und Methodik: Untersucht wurden n = 17
Patienten MS-Verdacht, jedoch ohne Synthese oligo-
klonaler IgG im Liquor, n = 13 Patienten mit durch
Nachweis oligoklonaler Immunglobuline gesicherter
MS sowie n = 9 Patienten mit degenerativen ZNS-Er-
krankungen.

Ergebnisse: Die Konzentration des Protein Tau lag
bei Patienten mit MS deutlich über der von Patienten
mit MS-Verdacht (Mittelwert ± SEM; 390.5 ±
67.1 pg/ml vs 234.1 ± 58.6 pg/ml, Kruskal p <0.01). Pa-
tienten mit gesicherter MS wiesen, jedoch im Vergleich
zu Patienten mit anderen" degenerativen Erkrankun-
gen des ZNS praktisch gleiche Konzentrationen von
Protein Tau im-Liquor auf (390.5 ± 67.1 pg/ml vs 404.9
± 34.0 pg/ml, Kruskal p = 0.248).

Diskussion und Schlußfolgerung: Die Ergebnisse
bestätigen die diagnostische Wertigkeit der Bestim-
mung von Protein Tau bei degenerativen Erkrankun-
gen des ZNS. Eine Differenzierung zwischen verschie-
denen degenerativen Erkrankungen des ZNS ist je-
doch nicht möglich.

H-1

Comparison of the new improved
DCA 2000® analyzer for rapid HbA1c
measurements with immunological
Tina-quänt® and Diamat® HPLC method
B. Bürgstein*, A. Teigeier*, G. Luginsland*,
l. Riedlinger*, Y. Postma*, S. Hasanovic*,
R. Lehmann*, R. M. Schmülling*, H. M. Liebich*,
H. U. Häring*, H. G. Wahl*

* Medizinische Universitätsklinik Abt. IV, Zentrallabor, Tübingen

The DCA 2000 Analyzer (Bayer Diagnostics, Ger-
many) was developed for rapid HbAlc measurements
in outpatient settings. By modifying the buffer solu-
tion äs well äs the absorbance measurements total
analysis time was reduced from 9 to 6 minutes. We
measured 643 capillary, EDTA and NaF blood sam-
ples in our diabetic clinic with the old and the new
reagent kits and compared the results to the HPLC
method (Diamat, Biorad Germany) and immunologi-
cal Tina-quant (Hitatchi 717, Boehringer Mannheim,
Germany) in our routine central laboratory. Data we-
re evaluated by the Passing/B ablock procedures. The
intra-assay coefficients of Variation in a HbAlc ränge
from 4,3 to 14,1% (n = 10 each) were determined äs
0,9 to 2,5% (Diamat), 1,6 to 3,1% (9 min DCA), 0,6 to
2,4% (6 min DCA) and 1,0 to.2,4% (Tina-quant). The
inter-assay coefficients of Variation (n = 10) were de-
termined äs 2,7% (HPLC), 4,3% (6 min DCA) and

. 2,6% (Tina-quant). There was no difference observed
when venous blood samples with either EDTA or NaF
äs anticoagulants were used instead of capillary blood
samples (n = 74) for the DCA 2000 System. For the
DCA test kits there were no interferences observed in
blood samples with bilirubin up to 40 mg/dL (n = 55),
triglycerides up to 2065 mg/dL (n = 57) and rheumato-
id factor up to 551 U/mL (n = 41). The DCA 2000 test
shows good correlation to both the Tina-quant and
HPLC method. The correlation with the HPLC me-
thod yielded slightly different results (y=HPLC, =
DCA2000: y = -0,56 + 1,16 (r = 0,97) for the 9 minu-
tes test kit and y = -0,70 + l .10 (r = 0,98) for the 6 mi-
nutes test kit. Therefor patient results from the new
test kit should not be related directly to those from the
old one, especially at higher HbAlc levels. The im-
proved test kit shows better precision and stronger
correlation to the HPLC method and with the imme-
diate availability of HbAlc results it is therefore of ad-
vantage for use in outpatient settings.
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H-2

Anti-Faktor Xa-Bestimmung mit dem
RAXT™-System
Th. Eller, R. S. Roß*, L. Volbracht*. D. Paar*
•Abteilung für Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik,

Zentrum für Innere Medizin, Universitätsklinikum Essen

Die Bestimmung der Anti-Faktor Xa-Aktivität ge-
winnt wegen des zunehmenden therapeutischen Ein-
satzes von niedermolekularen Heparinen und von He-
parinoiden immer mehr an Bedeutung. Dies gilt be-
sonders auch für Bestimmungen unter Notfallbedin-
gungen. Deshalb modifizierten wir die BehrichromR
Heparin-Methode (Behringvverke AG, Marburg) für
das RAXT™-System (Bayer Diagnostics GmbH,
München).

Zur Herstellung der Standardproben (1,0, 0,75, 0,5,
0,25, 0,1 Anti Xa-Einheiten/ml) für die Kaiibration
wurden das niedermolekulare Heparin FragminR D
(Pharmacia GmbH, Erlangen) und das Heparinoid
OrgaranR (Organon, Oss, NL) einem Normalplasma
(Standard-Human-Plasma, Behringwerke AG) zuge-
setzt. Unmittelbar vor der Messung wurden das Fak-
tor Xa- und das Antithrombin HI-Reagenz des Tests-
Kits im Verhältnis 10:1 gemischt und anschließend die
mechanisierten Bestimmungen innerhalb von maxi-
mal 10 Minuten vorgenommen. Zur Prüfung der Im-
präzision und Wiederfindung dienten die Standards
mit den Anti Xa-Aktivitäten 0,75, 0,5 und 0,25 E/ml.
Wegen des nichtliniearen Zusammenhangs zwischen
der Extinktionsdifferenz und der Anti-Faktor Xa-Ak-
tivität erfolgte die Auswertung auf dem RAXT™-Sy-
stem mit Hilfe des Enzymimmunoassayprogramms
(Log-Logit Funktion).

Bei der Prüfung der Impräzision (n = 10) lagen die
Variationskoeffizienten intraseriell zwischen 2,8 und
6,5% sowie interseriell zwischen 5,1 und 7,5%. Die
Wiederfindung betrug bei den eingesetzten Standards
98 bis 100%.

Die mechanisierte Bestimmung, .der Anti-Faktor
Xa-Aktivität auf dem RAXT™-System zeichnet sich
durch eine zufriedenstellende analytische Präzision
und Wiederfindung aus. Sie eignet sich zur Monitori-
sierung einer antithrombotischen Therapie mit nieder-
molekularem Heparin bzw. Heparinoid.

H-3

Evaluation of the Stratus Cardiac
Troponin l Immunoassay
A. Delinikolas*. L Binder*, H. Luthe*, C. Heller,
M. Oellerich*
* Department of Clinical Chemistry, Georg-August-University,

Göttingen, Germany

Objective: Serum cardiac troponin I (cTnl) has been
proposed äs a highly specific and sensitive marker for
acute myocardial damage. The aim of this study was to
evaluate the performance of a novel fluorometric cTnl
immunoassay.

Material and methods: cTnl was determined by a
two-site fluorometric immunoassay using the
STRATUS II System (Dade, Unterschleißheirn, Ger-
many). Precision data were obtained with control sera
from Dade. Sera from healthy individuals (group l,
n= 30) were compared with those from patients with
myocardial damage (group 2, n = 44; cardiac surgery)
and those from patients with renal insufficiency [crea-
tinine concentration median (ränge) 8.11 (2.05-15)
mg/dl] and no evidence of myocardial injury [Group 3.
n = 47]. The upper limit of the reference ränge for
cTnl was below the detection limit evaluated in this
study. Plasma creatinine was determined with a
Hitachi 747 analyzer (Boehringer Mannheim, Ger-
many).

Results: The detection limit calculated from 21 re-
plicates of the zero calibrator (mean + 3 SD) was
0.36^g/l. Intraassay imprecision (n = 21) was 5.7, 2.6
and 3.4% at cTnl levels of 4.38, 18.22 and 35.34 &\.
respectivelyl Interassay imprecision (n = 50) was 8.6,
4.2 and 4.8%. Deviation from theoretical recovery in a
calibrator dilution experiment did not exceed 5% in
the ränge between 0.36 and 50.0 //g/1 cTnl. Serum cTnl
levels from group l, 2, and 3 are given in the following
table:

Group 1 Group 2 Group 3

Samples
Median 't/9/Q
Range [ / ] (all samples)
Samples (<0.36 (3/ )
Samples (>0.36 g/l)

30 44 47
<0.36 3.60 <0.36
<0.36 1.20-24.40 <0.90

30 0 26
0 44 21

Conclusion: The cTnl immunoassay from Dade
shows a good overall analytical performance. In the
Interpretation of cTnl concentrations chronical eleva-
tions have to be taken into consideration in sera from
patients with renal insufficiency.
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H-4

Evaluierung von automatisierten
Radioimmunoassays für Progesteron,
Estradiol und Testosteron am
RIAmat-280
W. Hubl*. D. Meißner*

* Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Kran-
kenhaus Dresden-Friedrichstadt

Der Automatisierungsgrad von nichtradioaktiven Im-
munoassays hat in den letzten 10 Jahren zu bedeutsa-
men Fortschritten innerhalb der medizinischen Labo-
ratorien geführt. Im Gegensatz hierzu werden bis zum
heutigen Tag die Radioimmunoassays zu einem
großen Teil - mangels automatisierter Systeme - in
der manuellen Arbeitsweise durchgeführt. In der
vorliegenden Studie werden die Resultate zur
Evaluierung von 3 Steroidhormonbestimmungen auf
den RIA-Automaten RIAmat-280 (BYK-Sangtec,
Dietzenbach) dargestellt.

Material und Methoden: Die kompetitiven Ra-
dioimmunoassays für Progesteron, Estradiol und
Testosteron von BYK-Sangtec benötigen eine Inkuba-
tionszeit von 2 Stunden für Progesteron und Testo-
steron und 3 Stunden für Es.tradiol. Das automatisier-
te System RIAmat-280 bearbeitet alle Teilschritte, wie
die Pipettierung der Proben und des Tracers, sowie
die Inkubation bei Raumtemperatur, Dekantieren so-
wie die radiometrische Messung im angeschlossenen
Gammazähler. Ein angeschlossenes Computerpro-
gramm liefert die ausgewerteten Resultate.

Ergebnisse: Impräzision: Die Präzisionsprofile über
den gesamten Meßbereich, wobei Konzentrationen in
der Nähe des ersten und letzten Standardkurvenpunk-
tes einbezogen wurden, ergaben folgende Bereiche:

Intra-assay-VK (%)-
Bereiche

Progesteron
Estradiol
Testosteron

3,8-11,2
• 2,93-12,4

3,2-8,52

Inter-assay-VK (%)-
Bereiche

4,54-14,5
3,43-16,6
4,40-10,7

Nachweisgrenze: Die Nachweisgrenzen wurden mit
Hilfe von SOfach-Messungen des Nullstandards ermit-
telt:

Progesteron: 0,1 nmol/1, Estradiol: 8 pmol/1, Testo-
steron: 0,09 nmol/1.

Linearitäl: Zur Überprüfung der Verdünnungsli-
nearität wurden jeweils 5 Serumpools im oberen Meß-
bereich untersucht. Es ergaben sich Wiederfindungs-
raten für Progesteron von 92-104%, für Estradiol von
91-108% und für Testosteron von 89-106%.

Untersuchimgen zur Richtigkeit: Vergleich mit Re-
ferenzmethoden werten (GC/MS)

Mit den Steroidassays am RIAmat-280 wurden je-

weils 8 Ringversuchsproben sowie 5 unterschiedliche
Kontrollserumproben untersucht und die Resultate
mit den Referenzmethodenwerten (GC-MS) verglei-
chen. Zur Bewertung wurden die jeweiligen Grenzen
nach den verbindlichen Richtlinien der Bundesärzte-
kammer herangezogen: Die gefundenen Ergebnisse
lagen bei Progesteron und Estradiol komplett inner-
halb dieser Grenzen, beim Testosteron lag ein Wert
um 1,4 nmol/1 unterhalb des Grenzwertes, die restli-
chen 12 Werte lagen ebenfalls innerhalb der vorgege-
ben Grenzbereiche.

Methodenvergleich: Die 3 Steroidhormonassays am
RIAmat-280 wurden einem Methodenvergleich mit
den RIA-Testkits von DPC sowie mit dem herkömm-
lichen manuellen RIA-Testkit für Testosteron von
BYK-Sangtec (Doppelantikörpertechnik) unterzogen.

Methoden-
vergleich:

Progesteron
(N = 169)
Estradiol
(N = 192)
Testosteron
(N = 218)

RIAmat-280 (y) mit
RIA DPC (x)

y = 0.99x + 0.21,
r = 0.980

y = 1.24x+7.67,
r = 0.982

y = 0.95x+0.11,
r = 0.966

RIAmat-280(y)mit
RIA-manuell

BYK-Sangtec (x)

y = 0.836x + 1,77,
r = 0.951

Schlußfolgerung: Es kann eingeschätzt werden, daß
die 3 Steroid-RIAs die Palette der automatisierten Im-
munoassays erweitern und für die Routineanalytik
eine wertvolle Rationalisierung ermöglichen.

H-5

Labormedizinische Befundinterpretation:
Aufbau des Pro.M.D.-Systems
„Autoimmundiagnostik"
U. Auerswald* und Chr. Trendelenburg*

* Institut für Laboratoriumsmedizin, Städtische Kliniken Frankfurt
am Main-Höchst

Fragestellung: Für eine Vielzahl immunologischer Er-
krankungen steht dem Kliniker mit dem Nachweis von
Autoantikörpern eine komplexe Autoimmundiagno-
stik zur Verfügung, deren medizinische Bewertung
aber oft so differenziert ist, daß sie z. T. einer fach-
kompetenten labormedizinischen Befundinterpretati-
on bedürfen. Das Pro.M.D.-System „Autoimmundia-
gnostik41 soll dieses Fachwissen erfassen, die zugrun-
deliegenden Regeln abbilden und sie dem befunden-
den Arzt in geeigneter Form als Befundungshilfe zur
Verfügung stellen.

Materiell und Methoden: Mit dem vorliegenden Sy-
stem werden z. Z. folgende Parameter in die Befun-
dung einbezogen: 1. Patienlenalten 2. Tilerhöhe von
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, ADNS. , ASMA, LKM, PCNA, Parielal-
?.cllantikörpcr im Immunfluorcszcnzlcsi (IF) auf Hep-
2-Zcllcn und KaUennlere, -magcn, 3. Fluoreszenzmu-
ster der IF-Teslc, 4. ADNS-ELISA.

Ergebnisse: Folgende Optionen werden durch das
System ermöglicht:
1. Darstellung der Ergebnisse (untersuchte Parame-

ter, Tilerstufen, Einheit/ml): „Befund: : positiv
in homogener Kemfluoreszenz: Titer l: 640".

2. Bewertung der Ergebnisse (alters-, ggf. geschlechts-
abhängig, differentialdiagnoslische Hinweise mit
Angabc der Sensitivität und Spezifüät): „Typischen
Muster für den systemischcn Lupus erythemafodes
und den medizinisch induzierten Lupus. Gelegent-
lich positiv bei der rheiunatoiden Arthritis. Niedrige
Titer mich bei Gesunden (0-8%) und Älteren (>65
J.:0-36%)".

3. Vorschläge für weiteres diagnostisches Vorgehen:
„Bei Titern J/>80 wird eine weitere Untersuchung
auf Anti-dsDNS, Anti-Histon- und andere Chroma-
tin-assozüertc Antikörper empfohlen."

4. Manuelle Zusätze bzw. Zusätze, die nur bei speziel-
len Fragestellungen generiert werden: „Beim.SLE
finden sich in 72% der Fälle eine Anämie, eine
Thrombozytopenie bei 15%. Der direkte Coombstest
ist positiv bei 14% der Patienten. Zur Abklärung
sollten folgende zusätzliche Untersuchungen durch-
geführt werden: Zirkulierende Immunkomplexe, Lu-
pus-Anükoaguhinz, Komplement C3+C4 und Ini-
munglobuline."
Schlußfolgerung: Mit dem Pro.-M.D.-System zur

wissensbasierten Interpretation von autoimmunologi-
schen Befunden wird ein Werkzeug entwickelt, mit
dem der Labormediziner zum einen den Stand seines
eigenen Wissens im Bereich der Autoimmundiagno-
stik (stufendiagnostisches Vorgehen, Befundinterpre-
tation) überprüfen, ggf. verbessern kann, zum anderen
Vorschläge einer ausführlichen Befundung erhält, die
in Form (Darstellung der Ergebnisse: untersuchte Pa-
rameter, Titerstufen, Einheit/ml) und Ausführlichkeit
(alters-, ggf, geschlechtsabhängige Bewertung der Er-
gebnisse, differentialdiagnostische Hinweise mit An-
gabe der Sensitivität und Spezifitat der untersuchten
Parameter, Vorschläge für weiteres diagnostische
Vorgehen) an die Bedürfnisse des anfordernden Arz-
tes adaptiert werden können.

Literatur

Auf Nachfrage beim Autor.

H-6

Liquordiagnostik mit einer hierarchisch
strukturierten Wissensbasis
T. O. Kleine*, J. Simon, W. Pietzuch, A. UltschT

* Med. Zentrum für Nervenheilkunde, Funktionsbereich Neuro- j
Chemie, Philipps-Universität Marburg und

** Neuroinformatik und Künstliche Intelligenz, FB Mathematik und
Informatik, Philipps-Universität Marburg

Der Einsatz computergestützter, wissensbasierter Sy-
steme in der Labormedizin vermindert den Zeitauf-
wand für die Befundung und erhöht die Sicherheit ge-
stellter Diagnosen. Ein großes Problem hierbei ist der
Aufbau der zugrunde liegenden Wissensbasis.

Für die Labormedizin wurde daher ein Wissensedi-
tor lab-EXPERT in Microsoft Access 2.0 erstellt [2],
Die hierarchische Wissensdatenbank besteht aus kon-
textabhängigen Hypothesen, beigefügten Meßgrößen
mit Bewertungsfunktionen, die in Anlehnung an die
Dampster-Shafer-Theorie evaluiert werden, sowie be-
dingenden Hypothesen. Durch Kopplung an die La-
bordatenverarbeitung lab-DATA [1] besteht Zugriff
auf Wissen über Meßgrößen und deren Normalwerte.
Diese Normalwerte werden in lab-DATA alters-, ge-
schlechts-, probentyp- und meßverfahrensabhängig
definiert. Meßgrößen werden über Grenzen und sym-
bolische Regeln auf ihre Plausibilität geprüft, bevor
sie in der Wissensbasis gespeichert werden.

Im Bereich der Liquordiagnostik werden lab-
DATA und lab-EXPERT in einem Prototyp mit Not-
fall-, Basis- und erweiterter Diagnostik eingesetzt und
die Labordiagnosen „akute bakterielle Meningitis",
„akute abakterielle Meningitis", „artifizielle oder ech-
te Blutung in die. Liquorräume", „Normalbefund"
evaluiert mit einer ·Sensitivität, Spezifitat und einem
prädiktiven Wert [2] von >50% bis 100% (Kollektiv
«500 Fälle).

Die vielversprechenden Ergebnisse führen dazu,
den Prototyp für die Labordiagnosen „subakute
Meningitis", „Encephalitis", „Meningiosis carcinima-
tosa" oder „leukaemica", „Hirnatrophie" sowie ver-
schiedene Schrankenstörungen zu erweitern.

Literatur

1. MEDWIS-Projekt NELA, gsf-medis 1995, Vorhaben Nr. A 103
2. Galen RS, Gambino SR, editors. Beyond Normality. New York:
Wiley & Sons, 1975
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H-7

Kostentransparenz durch
Kostenkontrolle im medizinischen Labor
Y. Schmitt* und T. Schulz*

* Institut für Labormedizin, Klinikum Darmstadt

Obwohl die Kosten eines Krankenhauslabors nur we-
nige Prozent der Gesamtkosten eines Krankenhauses
ausmachen, ist dieses immer wieder Ziel von Ein-
sparungsversuchen vor allem der Verwaltungsdirekto-
ren. Hinzu kommt die Tatsache, daß niedergelassene
Laboratorien immer wieder den Versuch machen,
Krankenhauslabors zu übernehmen, in dem sie für die
Routineparameter aus den Bereichen der klinischen
Chemie, Hämatologie und Gerinnung massiv reduzier-
te Preise anbieten, wohingegen für die Spezialuntersu-
chungen nur niedrige Rabattstufen in Betracht kom-
men. Auch aufgrund der heutigen Gesetzgebung ist es
daher für jedes Labor eine unabdingbare Notwendig-
keit, die Kosten pro untersuchtem Parameter aus Rou-
tine- und Notfallarbeitszeit detailliert zu ermitteln.

Da es auf dem freien Markt nur wenige und meist
sehr teure Software zur Lösung dieser Aufgaben gibt,
wurde im Institut der Autoren ein Programm auf der
Basis MS-Excel 5.0 entwickelt, das in der Program-
miersprache Visual Basic geschrieben ist. In verschie-
denen Datenblättern werden die Quellinformationen
für das System zusammengestellt: Analysenstatistik,
direkte und indirekte Personal- und Sachkosten. Nach
einer initial notwendigen Kostenstellenzuordnung, die
für jede Struktur des Labor frei wählbar ist, liefert das
Programm die Kosten pro befundetera Parameter.
Dabei erfolgt eine detaillierte Unterteilung der Ko-
sten nach Kostenstelle und Kostenträger bzw. nach
Routine- und Notfallarbeitszeit. So konnte für das In-
stitut der Autoren gezeigt werden, daß die Kosten mit
denen eines großen niedergelassenen Labors durchaus
vergleichbar sind. Auße£dem wird ein Betrag zur Ko-
stentransparenz geleistet"

1-1!
Opiat-Bestimmung im Serum mittels
FPIA

j
j S. Trautmann*, D. Hannak*\
i * Institut für Klinische Chemie am Klinikum Mannheim

Fragestellung: Zum Nachweis von Opiaten dient eine
immunchemische Screening-Methode im Urin. Aller-
dings sind bei akuten Intoxikationen Urinproben bis
zu Stunden später verfügbar, zudem können die Nach-
weise im ersten Urin noch negativ sein. Daher ist eine

rasche Bestimmung im Serum wünschenswert. Wir ha-
ben eine notfalltaugliche Applikation für die Bestim-
mung von Opiaten im Serum mittels FPIA entwickelt
und die Ergebnisse mit einem Morphin-RIA und einer
HPLC-Methode verglichen.

Material und Methode:
Opiate im Serum mittels FPIA: 100 \ Serum mit

500 Methanol fällen, zentrifugieren, eingedampften
Überstand mit 80 TDx-Puffer aufnehmen und am
TDx einsetzen.

Morphin im Serum mittels RIA: DPC-Kit entspre-
chend der Arbeilsvorschrift.

Opiate im Serum mittels HPLC: l ml Serum mit
l ml NaHCOS Puffer und Hydromorphon (IS) verset-
zen, mit 3 ml Dichlormethan/Isopropanol (85/15) ex-
trahieren. Extrakt eindampfen, mit Laufmittel aufneh-
men und injizieren. Bedingungen: RP-18-Säule; LM:
26,5% Acetonitril in 10 mmol/1 Phosphatpuffer pH 2,1
mit 0,8 mmol/1 Dodecylsulfat, 0,6 ml/min. UV-Detekti-
on bei 210 nm. RT: Morphin 5,3 min, Hydromorphon
6,8 min, Dihydrocodein 8,6 min, Codein 9,4 min.

Ergebnisse: Impräzision von Tag zu Tag: 7,0% VK
(FPIA), 6,7% (RIA) und 9,2% (HPLC) für aufge-
stocktes Poolserum mit 100 ng/ml Morphin. Im Pati-
entenvergleich (n = 14) ergab sich folgende Gleichung
(r = KorreL- Koeffizient): FPIA = -1,83 + 0,112 RIA,
r = 0,644. Nach enzymatischer Hydrolyse verbesserte
sich die Korrelation zu: FPIA = 0,40 RIA, r = 0,859.
4 Patienten fielen mit positivem Opiat-FPIA, aber
auch nach enzymatischer Hydrolyse negativem Mor-
phin-RIA auf. Die Nachmessung mit HPLC zeigte Ix
Dihydrocodein und 3x Codein, die aufgrund ihrer
Kreuzreaktion im FPIA, nicht aber im spezifischeren
RIA erfaßt wurden. Ohne diese vier Patienten lautet
die Korrelationsgleichung (n = 10) dann: FPIA = -9,51
+ 0,51 RIA, r = 0,958.

Schlußfolgerung: Bei einer Empfindlichkeit von
25 ng/ml (therapeutischer Bereich für Morphin im Se-
rum ca 10-70 ng/ml) und einer Kalibrations-Stabilität
von mindestens 4 Wochen ist der hier vorgestellte
FPIA-Test gut für ein Toxikologie-Screening im Se-
rum geeignet, da er neben Morphin auch die Morphin-
Glucuronide sowie Codein und Dihydrocodein erfaßt.

1-2

Development of immunoassays for
measurement of isoforms of
transforming growth factor beta
A. Wollner*, J. Kröpf*, A.M. Gressner*

* Department of Clinical Chemistry and Central Laboratory,
Philipps University, Marburg

Specific, quantitative sandwich type enzyme immuno-
assays for the measuremenl of isoforms of transfor-
ming growth factor beta (TGFßi and TGFß2) in se-

J Lab Med 1996; 20 (11): 638-689 679



Kongreß für Laboratoriumsmedizin 1996 - Poster-Abstracts

rum, plasmn or other biological fluids, and in cell cul-
lurc supernales havc becn cleveloped. Polyclonal anii-
TGFßi/anti-TGFß2 neutralizing anlibodies wcre coa-
ted onto microtiter platcs äs thc first specific antibody,
rcspcctively. Standards or samples, i.e. plasma, serum
or ccll culturc supcrnatcs wcre incubalcd in thc coatcd
platcs. As secondary nntibodies monoclonal panspeci-
fic mousc anti-TGFßi,2.3 and monoclonal mouse anti-
TGFßij were used in the assays for TGFßj and
TGFß:, respcctivcly. in subsequent Steps biotinylated
anti mousc igG antibody, strcptavidin-peroxidase and
finally ABTS wcre employcd for the spectrophotome-
trical detection. The assays have a practical measuring
ränge of 31,25 to 2000 ng/1. The TGFßi assay has a de-
tection limit of 14 ng/1, a recovery of 93%, an intra-as-
say imprecision of 2% (1000 ng/1), 3,5% (250 ng/1),
8,5% (90 ng/l), and an inter-assay imprecision of
11,6%.

The TGFßj assay did not show any cross-reactivity
with the isoforms TGFß2 (concentration tested
30//g/l) and TGFß3 (concentration tested 80//g/1). The
TGFß2 assay has 0,14% cross-reactivity with TGFßi
and 0,01% cross-reactivity with TGFß3. Only the ac-
tivated form of TGFß is detected by both assays. Some
deviation from linearity which could not be attributed
to matrix effects was noticed on dilution of human
plasma samples for both TGFßi and TGFß2. The rea-
son for this phenomenon which might be due to anti-
gen heterogeneity and/or competitive binding of
TGFß on plasma components is currently under inve-
stigation.

The analytical performance of the TGFßi assay
compares well with commercially available assays.
However, the costs of the newly developed assay are
much lower than a tenth of the commercial assay, In
contrast to other high-sensitive radioimmunoassay-
and bioassay-methods the ELISA-method requires a
reduced amount of material and Instruments.

1-3

Automatisierte Schnellmethode zur
objektiven Bestimmung der
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und
des Hämatokrit (Hk)
D. Frömer*, I. Pawlow**, G. Matthes***, H. Hampl****,
D. Lerche*

* LU.M. Gesellschaft für Labor-, Umweltdiagnostik und Medizin-
technik mbH Berlin

** Institut für Transfusionsmedizin, Universitätsklinikum Charite
Berlin

*** Zentrum für Blut- und Krebserkrankungen GmbH Berlin
**** Kuratorium für Dialyse und Nierentransplantation e.V. Berlin

In Deutschland werden jährlich ca. 48 Millionen Be-
stimmungen der BSG nach der konventionellen We-

stcrgren-Methodc durchgeführt. Diese Untersuchun- ;
gen sind langwierig, haben eine subjektiv und objektiv ·
verursachte hohe Meßungenauigkeit und erfordern ei- j
ne vergleichsweise große Blutmenge von 2 ml. In die- ;
sem Beitrag stellen wir Ergebnisse vor, die mit einem j
neuartigen Analysesystem - der LUMiFuge - erzielt |
wurden.

Das Meßprinzip des Gerätes besteht in der Erfas-
sung des rotationsverursachten Entmischungsprozes-
ses der Blutproben mittels opto-elektronischen Sen-
sor. Nach einer Rotationsdauer von drei Minuten wird
für jede Probe (im Falle von Spezialküvetten <200 \)
aus der Entmischungskurve der konventionelle 1-
Stunden-BSG-Werte berechnet. Zusätzlich erfolgt im
zweiten Meßabschnitt (5 min) die Bestimmung des
Hk, wodurch die Forderung des ICSH nach Angabe
des Hk-standardisierten BSG-Wertes erfüllt wird. Ein
direkter Transfer der Daten in ein zentrales Informati-
onssystem ist möglich.

Im physiologisch normalen Bereich (gesunde Blut-
spender, n = 51, BSG-Werte bis 12 mm) sind gute Kor-
relationen zwischen LUMiFugen- und Referenzwer-
ten ermittelt worden (BSG: r = 0,92, Hk: r = 0,99). Die
Testung der Methode an Bluten von Dialysepatienten
während des Verlaufs einer Erythropoietintherapie
lieferte auch im Bereich pathologisch stark überhöh-
ter BSG-Werte (bis zu 150 mm) eine gute Korrelation
(n = 63, BSG: r = 0,91, Hk: r = 0,95). Die Bestimmung
eines Hk-standardisierten BSG-Wertes erwies sich im
Falle der anämischen Blutproben der Dialysepatien-
ten als sehr hilfreich zur Interpretation der rheologi-
schen Gesamtsituation.

1-4

Chromosomenanalyse im
Reflexionskontrast
T. Nelles*

* Hygiene-Institut, Gelsenkirchen

Die Fragestellung der Untersuchung war, ob die
Chromosomenmorphologie im Reflexionskontrast
von ungefärbten Chromosomen besser erkennbar ist
als nach G- und Q-Banding.

Die Kultivierung und Präparation von Lympho-
zyten erfolgte nach allgemein angewandten Techni-
ken. Nach Züchtung in der Gewebekultur wurden die
Chromosomen ungefärbt, nach Giemsa-Bandenfär-
bung und Fluorochromierung mit Quinacrin unter-
sucht.

Die mikroskopische Untersuchung wurde mit dem
Leitz-Reflexionskontrastmikroskop durchgeführt, es
ermöglicht die Anwendung von drei Verfahren:

. l.. Durchlichthellfeldmikroskopie für gefärbte Chro-
mosomen,
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2. Fluoreszenzmikroskop für fluorochromierte Chro-
mosomen,

3. Reflexionskontrast-Einrichtung für ungefärbte
Chromosomen, RK.
Bei der RK-Einrichtung entsteht durch Interferen-

zen ein dreidimensionales Bild der Chromosomen.
Die wesentlichen Ergebnisse sind:

Die Feinstruktur der Chromosomen von der Pro-
phase bis zur Anaphase sind genau erkennbar. Die
Formveränderungen von Chromosomen im ungefärb-
ten Zustand ist mit kaum einer anderen lichtmikro-
skopischen Einrichtung so exakt erfaßbar wie mit dem
RK. An ungefärbten Prometaphasechromosomen
sind RK-Banden als Chromatinverdichtungen sicht-
bar. Aufgrund der 'Interferenzen sind Dickenunter-
schiede in Höhenprofilen darstellbar. Akrozentrische
Chromosomen zeigen eine deutliche Darstellung der
Satelliten und sekundären Konstriktionen. Die Hellig-
keitsunterschiede an den Chromosomen kommen
durch substantielle Strukturunterschiede aufgrund der
Interferenzen zustande.

Schließlich ergibt sich, daß das Reflexionskontrast-
mikroskop sich als Auflicht- und Fluoreszenzmikro-
skop zur Analyse von Chromosomen eignet. Auf-
grund der optischen Eigenschaften der RK-Einrich-
tung, Reflexion und Interferenzbildung können Chro-
mosomen ungefärbt untersucht werden und an ihnen
Breite, Länge und speziell Höhe bestimmt werden.
Die Morphologie in den Mitosestadien ist in Höhen-
profilen darstellbar und entspricht den Höhenprofilen
von Q-Banden. Formveränderungen und Feinstruktur
der Chromosomen sind während der Mitose mit dem
RK exakt erfaßbar.

Literatur:

PERA, F.: Anwendungsmöglichkeiten der Leitz-Reflexionskon-
trast-Einrichtung in Histologie und Cytologie. Leitz7Mitt. Wiss. u.
Tech. Bd. 7. Nr. 5.147-150 (1979)...

1-5

Einflußfaktoren auf die PSA-
. [ Konzentration und deren molekulare

Formen
! G. M. Oremek*, U. B. Seiffert* -

· . .*· ' ' * Klinisch-Chemisches Zentrallabor - Zentrum der Inneren Medi-
'. '·. zin, Universitätskliniken, Frankfurt/Main

, . ;: Ziel der Studie ist es, den Einfluß von verschiedenen
' l Faktoren wie Alter, Körperaktivität, Streß, Ejakulati-
·. · on und Therapeutika auf die Konzentration der mole-

kularen Formen der PSA zu untersuchen.
Untersucht wurden 100 Leistungssportler aus dem

* Sportmedizinischen Institut (Radfahrer, Bahnfahrer
1 i und Reiter) und 270 unselektierte Patienten aus der

*
•i
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urologischen Klinik der Universität Frankfurt. Die
PSA Konzentration wurde mit folgenden Methoden
ermittelt:
1. Tandem®- R-PSA-Hybritech
2. Enzymun-Test®-PSA
3. Enzymun-Test®-fPSA
4. Immulite-PSA -3. Generation supersensitiv
5. Immulite freies PSA
6. ACT-PSA Dianova
7. PSA-IRMA-lmmunocorp.
8. free PSA-1RMA- Immunocorp

Der PSA-Methodenvergleich zeigt eine gute Korre-
lation der Methoden: für das totale PSA liegt r = 0,9;
für das freie PSA ist r =-0,91. Bei physikalischer Bela-
stung steigen die PSA-Werte um das 2-3fache des Ru-
hewertes an. Dieser Anstieg konnte bei den 100 Lei-
stungssportlern eindeutig gezeigt werden. Von den
molekularen Formen steigt das freie PSA bei physika-
lischer Aktivität schneller als das komplexe PSA an.
Eine Ejakulation führt auch zur Erhöhung der PSA-
Werte im Blut. Therapeutika wie Cisplatin, Epirubi-
cin, Finasterid führen zur Erniedrigung der PSA-Kon-
zentration. Diese Erniedrigung bezieht sich auch auf
die molekularen Formen. Eine Normalisierung der
PSA-Werte erfolgt im Zeitraum von 48 Stunden.

Die PSA-Untersuchung sollte nach einer ausgewo-
genen Nachtruhe erfolgen. Körperliche Aktivität, di-
gitale rektale Untersuchung und Verabreichung von
pharmakologischen Therapeutika sollten vor der Blut-
untersuchung vermieden werden. Die Untersuchung
der PSA-Konzentration sollte mit einem Testverfah-
ren unter Berücksichtigung der Angaben des Herstel-
lers durchgeführt werden. Bei dem freien PSA sollten
das totale und freie von demselben Hersteller sein.

1-6

Selen-Referenzwerte im Blut und Serum
für den Raum Dresden
D. Meißner*, R. Findeisen*, R. Schüttig*

* Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedzin, Städti-
sches Klinikum Dresden-Friedrichstadt

Fragestellung: Mit dem Einzug von Selen in Diagno-
stik und Therapie ist die Beurteilung der Selenwerte
zu einer dringenden Notwendigkeit geworden. Im Ge-
genatz zu anderen Parametern unterliegen die Refe-
renzwerte beim Selen erheblichen regionalen Schwan-
kungen (Selengehalt des Bodens, Zufuhr). Deshalb
wurden in dieser Studie Selen-Referenz-Werte für Er-
wachsene im Raum Dresden ermittelt und der Einfluß
von Alter, Geschlecht und Lebensgewohnheiten ge-
prüft.

Material und Methoden: In der Studie wurden 256
Mitarbeiter unseres Klinikums, die nach klinischem
und Labor-Befund als gesund zu betrachten waren,
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cinbczogcn (198 Frauen und 58 Männer im Alter '/wi-
schen 20 und 62 Jahren). Die Blutabnahme erfolgte
morgens nüchtern.

Die Sclenbestimmung wurde nach saurer Naßver-
aschung mittels A AS-Hydrid-Technik durchgeführt.
Die Präzision von Tag zu Tag lag bei 3,3%. Die Rich-
tigkeit wurde mil Referenzseren und in Ringversu-
chen bestätigt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Pro-
gramm Statgraphics. Als Referenzbereich wurde das
95%-Intcrvall definiert.

Ergebnisse und Schlußfolgerungen: Die Referenz-
bereiche für Selen wurden im Blutserum zu 0,74-1,48
(Mittelwert 1,085) /1 und im Vollblut zu 0.86-1,78
(Mittelwert 1,292) //mol/1 gefunden. Damit weichen
die Ergebnisse nicht signifikant von anderen Regio-
nen in Deutschland ab. Geschlecht, Alter, Tabak- und
Alkoholgenuß oder vegetarische Kost hatten keinen
signifikanten Einfluß. Signifikant erhöhte Werte fan-
den wir bei Personen, die mehr als 2 Fischmahlzeiten
pro Woche oder Selenpräparate zu sich nahmen. Es
wurden auch 4 Personen entdeckt, die einen Selen-
mangel aufwiesen.

1-7

HPLC/MS-Kopplungen als Methode zur
Entwicklung von Referenz-Verfahren
P. Janning*, R. Kock*, H. Greiling*

* Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie an den Medizi-
nischen Einrichtungen der RWTH Aachen

Erste Ergebnisse für den Nachweis nicht flüchtiger
Substanzen wie Cholesterin und Kreatinin in Serum
mit Isotopen-Verdünnungs - HPLC gekoppelt mit
Massenspektrometrie (ID-HPLC-MS) werden vorge-
stellt.

Für die Kopplung von HPLC und MS kommt ein
Partikel-Strahl-Interface (PB-Interface) zum Einsatz.
Für die Optimierung der chromatographischen Bedin-
gungen ist eine simultane UV-Detektion mit einem
Photodiodenarray-Detektor möglich.

Als interner Standard werden Cholesterin-25, 26,
27-13C und 13C, l5N2-Kreatinin verwendet. Für den
Nachweis von Cholesterin wird nach Zugabe des in-
ternen Standards die Probe mit Kaliumhydroxid und
Ethanol bei 50 °C für drei Stunden inkubiert und
anschließend eine Hexanextraktion durchgeführt. Die
Hexan-Phase wird zur Trockene eingedampft und der
Rückstand in Methanol aufgenommen. Die Trennung
des Gemisches erfolgt auf einer RP18-Phase (Laufmit-
tel: Methanol/Isopropanol 70/30), der Nachweis on-li-
ne im SIM Modus bei m/z 386 und m/z 389.

Zum Nachweis von Kreatinin werden nach Zugabe
des internen Standards die Proteine mit Sulfosalycil-
säure gefällt und der Überstand über eine lonenaus-

tauscherkartuschc (CöHsSOsH) vorgereinigt. Das
Eluat wird zur Trockene eingedampft und in Wasser
aufgenommen. Die Trennung erfolgt auf einer RP8-
Phase (Laufmittel: Ammoniumacetat-Puffer c =
SOmmol/l, pH 8.35), der Nachweis on-line im SIM-
Modus bei m/z 113 und m/z 116.

Die Variationskoeffizienten liegen für beide Ver-
fahren typischerweise unter 1.5% und die Abwei-
chung vom Sollwert für SRM 909-Kontrollseren übli-
cherweise unter 1%.

Diese Ergebnisse zeigen, daß JD-HPLC-MS Me-
thoden prinzipiell den Anforderungen für eine Refe-
renzmethode genügen. Weiterführendes Ziel ist somit
die Entwicklung von Nachweismethoden auf der Basis
von HPLC-MS-Kopplungen für Substanzen, die mit
GC-MS nicht oder nur schwer zugänglich sind.

1-8

Anomale Hämoglobine in Deutschland:
Ein Überblick und der Versuch einer
rationellen Hb-Analyse mittels
Elektrophorese und HPLC
L. J. Behnken*, D. Harvey*, H. Wajcman**,
Y. Blouquit**, F. Galacteros**, T. Arndt*, B. Heicke*

* Bioscientia, Institut für Laboruntersuchungen Ingelheim
** Service de Biochimie Höpital Henri Mondor, Creteil, Frankreich

Mehr als 600 anomale Hämoglobine sind bis heute be-
kannt, von denen nur ein geringer Anteil klinische Be-
deutung hat. Viele Anomalien werden zufällig z. B. im
Rahmen der HbAic-Analyse mittels HPLC entdeckt.
Elektrophoretische. Wanderungsgeschwindigkeiten
sowie Retentionszeiten bei der HPLC führen häufig
zu einer präzisen Diagnose. Wir verwenden das
VARIANT-System der Firma -RAD. Weiterge-
hende Strukturanalysen sind selbstverständlich erfor-
derlich, wenn (neue Varianten entdeckt werden, z. B.
Hb Ingelheim und Hb Mainz.

Liste der Hb-Anomalien bei deutschen Patienten:

Hb-Name Substitution Hämatologie

Hb J-Wenchang- · ·
Wuming
Hb Shaare Zedek
Hb O Indonesia
Hb Sassari
Hb Okayama
(18 Familien)
Hb Freiburg
Hb J Auckland
Hb Rothschild
Hb Seattle
Hb Köln
(5 Familien)

all Lys->Gln
«56 Lys-»Glu
all6Glu->Lys
a!26 Asp-»His

His->Gln
023 Val fehlt
ß25 Gly->Arg
ß31 Trp-> Arg
JÖ70 Ala->Asp

/398 Val->Met

normal
Anämie
normal
Polyglobulie

Normal
Anämie
normal
Anämie
Anämie

Anämie
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Hb Mainz
Hb Ingelheim
Hb Camperdown
Hb Presbyterian
Hb D Pimjab
Hb Andrew
Minneapolis

098 Val-*GIu
j099 Asp->Glu
0104 Arg->Ser
010SAsn-*Lys
ßUl Glu->Gln

0144 Lys->Asn

Anämie
Polyglobulie
Anämie
Normal
Normal

Polyglobulie

Literatur auf Anfrage.

1-9

Einfache und schnelle
Serumspiegelbestimmung des
Antiepileptikums Lamotrigen mittels
HPLC
A. Kothe*

* Labor Dr. rned. J.-R. Krone & Partner, Herford

Lamotrigen ist ein Antikonvulsivum, welches eine
membranstabilisierende Wirkung durch Blockade der
spannungsabhängigen Natrium-Kanäle und der
Dämpfung der Glutamat-Aufnahme bewirkt. Die
mittlere Halbwertszeit von Lamotrigen beträgt
24,1-31,2 h. Bei gleichzeitiger Einnahme von Valpro-
insäure erhöht sie sich auf.bis zu 59 h und bei Einnah-
me von Carbamazepin und/oder Diphenylhydantoin
reduziert sie sich auf 15 h. Dies sind wichtige Gründe
um bei einer Kombinationstherapie den Serumspiegel
zu kontrollieren.

Bei der Probenvorbereitung werden 0,5 ml Serum
mit 0,7 ml Acetonitril in einem Reaktionsgefäß ver-
setzt und nach kräftigem Mischen 5 min bei
13000 U/min zentrifugiert. Vom Überstand werden
25 zur Analyse verwandt. Die Reproduzierbarkeit
in der Serie liegt bei 2,8%, von Tag zu Tag bei 4% er-
mittelt mit einem KontrolJserum.

Die entwickelte Methode bietet gegenüber anderen
Verfahren z.B.: S. Yamashita et al (1995) Vorteile
hinsichtlich Schnelligkeit und Praktikabilität. Die Pro-
benvorbereitung ist einfach und die erforderliche Se-
rummenge beträgt minimal 50 .

Gegenüber Verfahren mit Aufreinigung mittels
Festphasenextraktion kann wie bei der flüssig-flüssig
Extraktion auf einen internen Standard verzichtet
werden. Die Übereinstimmung der UV-Spektren zwi-
schen Standard und Proben, ermittelt mit Hilfe der
Diodenarray-Detektion ist ein Beleg für die Spezifität
der Methode.
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Entwicklung und Evaluierung einer
neuen HPLC-Enzymreaktor-Methode zur
Oxalsäurebestimmung.
R. Hönow*, D. Bongartz*, A. Hesse*

* Experimentelle Urologie, Klinik und Poliklinik für Urologie,
Universität Bonn

Problemstellung: Für Stoffwechsel Untersuchungen bei
bestimmten Erkrankungen, z.B. speziell bei Urolithia-
sis, ist die Bestimmung von Oxalsäure im Serum und
Harn eine notwendige diagnostische Maßnahme.
Durch Kopplung bekannter Analysenprinzipien - lo-
nenchromatographie und enzymatische Bestimmung -
sollte die Oxalat-Detektion selektiver und sensitiver
gestaltet werden.

Methode: Die chromatographische Trennung der
Oxalsäure erfolgte in einer HPLC-Anlage unter Ver-
wendung einer Anionentauschersäule. Der Trennsäu-
le ist ein Enzymreaktor (ER) mit immobilisierter
Oxalsäureoxidase nachgeschaltet, das gebildete Was-
serstoffperoxid wird elektrochemisch detektiert. Die
neue HPLC-ER-Methode wurde mit der lonenchro-
matographie und der enzymatischen SJGMA-Metho-
de verglichen.

Ergebnisse: Die Serienpräzision liegt in Abhängig-
keit von der Konzentration für die HPLC-ER-Metho-
de bei 4,2 bis 6,7% VK , für die lonenchromatogra-
phie bei 4,4%-10,9% VK und für die SIGMA-Metho-
de bei 2,7%-3,9% VK. Die Gesamtpräzision liegt für
die HPLC-ER-Methode bei 5,9%-8,6% VK, für die
lonenchromatographie bei 5,5%-10,7% VK und für
die SIGMA-Methode bei 3,7%-6,3% VK. Die mittle-
re Wiederfindungsrate liegt für Konzentrationen von
100-700 pmol/L für die HPLC-ER-Methode bei
103%, für die lonenchromatographie bei 109% und
für die SIGMA-Methode bei 99%. Paralleluntersu-
chungen an Harnproben (n= 60) ergaben mit der
HPLC-ER Methode keine signifikanten Unterschiede
zur SIGMA-Methode, jedoch lagen die Meßergebnis-
se der lonenchrometographie um ca 10% signifikant
höher. Die ermittelte Nachweisgrenze liegt für die
HPLC-ER-Methode bei 1,5 /ymol/L (IC: 11,8 /L;
SIGMArlSjumol/L).

Schlußfolgerung: Die neue HPLC-ER-Technik zur
Oxalsäurebestimmung ist eine sehr empfindliche, ver-
läßliche und auch kostengünstige Methode.

', Literatur
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1-11

Determination of carnitine fractions and
degradation products in serum and urine
after application of L(-)-carnitine
M. Munteanu*. H. Seim*
4 Institute of Clinical Chemistry and Pathobiochemistry, University

of Leipzig, Germany

The carnitine concentration in tissues and body fluids
can be critical for the normal ccllular function, e.g. for
the b-oxidation of long-chain fatty acids or for the
availability of frcc coenzyme A in a variety of metabo-
lic processes. At present L(-)-carnitine is almost exclu-
sively delcrmined by an enzymatic method in the rou-
line of a clinic-chemical laboratory. But the assay of
free and total carnitine only and the calculation of the
fraction of acylcarnitines is not satisfactory. In the dia-
gnosis of secondary carnitine deficiency syndromes,
inborn enzymatic defects of fatty acid oxidation.(e.g.
MCAD deficiency) or disturbances of amino acid me-
tabolism (e.g. organoacidemias), the demands for the
determination of the pattern of the acylcarnitines or
degradation products (e.g. g-butyrobetaine) have in-
creased continuously.

In 8 healthy volunteers and 5 patients the carnitine
state was determined in serum, urine and stool without
and vvith supplementation of up to 3 g L(-)-carnitine
/day. Besides the parameter free and total carnitine a
HPLC method was used for the degradation product g-
butyrobetaine. The sensitive Chromatographie carniti-
ne determination after pre-column derivatization with
9-anthryldiazomethane [1] was modified and extended
to the following Steps: Deproteinization, solid-phase
extraction, pre-column derivatization, ion-pair high
pressure liquid chromatography and UV (l = 254 nm)-
or fluorescence (lex/em = 365/412 nm) - detection.

After oral application of 3 g L(-)-carnitine/day to
healthy volunteers the serum concentration of free
and total carnitine increased significantly from 32.5 ±
6.5 μπιοΐ/ΐ or 36.2 ± 7.6 pmol/l to 45.5 ± 6.0 μιηοΐ/ΐ or
49.7 ± 6.6 μηιοΙ/1, respectively. But in the urine only
220 ± 62 mg total L(-)-carnitine/day were excreted.
This vaiue corresponds to 7.3% of the amount taken
in orally. The HPLC revealed that carnitine was the
main peak in urine, g-butyrobetaine was also found
there out in much lower concentrations and with high
individual variatibns. In feces only g-butyrobetaine
was detectable by HPLC.

These results confirm the studies of Rebouche 1992
[2], who used [methyl-3H] L(-)-carnitine to determlne
g-butyrobetaine s the main degradation product of
carnitine in feces of healthy men. With the described
HPLC method after solid-phase extraction and pre-
column derivatization the g-butyrobetaine amount can
be measured in patients with deficiency syndromes
without the use of radioactive labeled compounds.
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J-1

Calpain-lnhibitors Attenuate TGF-/J-
Induced Apoptosis in Primary Cultures of
Hepatocytes
Birgit Lahme* and A. M. Gressner*

* Department of Clinical Chemistry and Central Laboratory, Hospi-
tal of the Philipps University, Marburg

Introduction: Transforming growth factor (TGF) β
was shown to be a potent inducer of parenchymal liver
cell (PC) apoptosis. Recently, the potential paracrine
TGF- -mediated PC-apoptosis by liver myofibroblasts
was demonstrated (1) but the intracellular signaling
mechanism of this effect is still unknown. Since pro-
teases are suggested to be involved in several forms of
non-liver celi apoptosis (2), we investigated the poten-
tial involvement of cytosolic Ca2+-dependent neutral
proteases (calpains) in the process of TGF-/3-triggered
PC apoptosis.

Methods: PC were isolated by the Collagen reperfu-
sion method and cultured under Standard conditions
in Dulbecco s medium. The cells were exposed either
continuously (up to 48 h) or only for 3 h with human
rec. TGF-j (l ng/ml) to induce PC apoptosis which
was recorded by (i) determination of internucleosomal
DNA breaks applying the TUNEL reaction and an
ELISA, (ii) measurement of WST-i reduction and
(iii) determination of cell detachment from culture
substratum. Inhibitors of calpain I, II, and calpeptin
were added to.the cultures (5 //M).

Results: All calpain inhibitors attenuated signifi-
cantly the TGF- -induced dysfunction of mitochondri-
al dehydrogenases (WST-1 test) and suppressed TGF-

-triggered DNA-fragmentation s evidenced mor-
phologically by the*TUNEL-reaction and biochemical
by the decrease of internucleosomal DNA fragments.
Also TGF-/3-induced PC-detachment was abolished
by treatment of the cells with calpain inhibitors. Inhi-
bition of calpain prevented the morphological deterio-
ration of TGF-0-treated PC in the period up to 24 h.

Conchtsion: Attenuation of TGF-0-induced PC
apoptosis by various calpain inhibitors suggest the in-
volvement of these proteases in the mediation of cell
death initiated by this cytokine. Current studies are
concentrated on the identification of the main cellular "
target of calpains during the onset of TGF-j -PC
apoptosis.
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J-2

Evidence for the Expression of the Large
Latent TGF-0 Complex in Cultured
Hepatocytes Applying High Resolution
Confocal Laser Scanning Microscopy
Sylke Roth* and A. M. Gressner*
% Department of Clinical Chemistry and Central Laboratory, Hospi-

tal of the Philipps University, Marburg

Introducüon: The expression of isoforms of TGF-ß,
the most important fibrogenic cytokine and regulator
of cell proliferation, differentiation, and apoptosis is
highly increased during liver damage and regenerati-
on. Recently, \ve could demonstrate that hepatocytes
(PC) are a new, hitherto unknown cellular source of
TGF-0 in liver (1). In primary cultures of PC TGF-0 is
released in a latent form incapable of receptor bin-
ding. In most cells TGF-/J is secreted either äs a small
latent complex consisting of mature (25 kd) TGF-ß
and the N-terminal latency associated propeptide
(LAP) or in a large latent complex in which LAP is co-
valently linked with the latent TGF-ß-binding protein
(LTBP), which is a different gene product. In this stu-
dy we demonstrate for the first time the expression
and cellular distribution of all components of the large
latent complex (TGF-0, LAP, LTBP) in PC, which
provides new insight into the mechanism of TGF-ß re-
leased by these cells.

Methods: PC were isolated from rat liver by the
collagenase method of Seglen and cultured for up to 2
days in Dulbecco medium under Standard condition
(1). Using highly specific mono- and polyclonal anti-
bodies directed to TGF-0 l, LAP and LTBP, respec-
tively, the localization of the respective antigens was
identified by immunofluorescent slainings applying
high resolution confocal laser scanning microscopy.

Results: In PC a diffuse, partially granulär distributi-
on of TGF-ß in cytoplasm is noticed. In contrast, LAP
and LTBP immunostaining is strongly enhanced in the
peripheral cellular regions, which culmiriates in a
strongly enbanced concentration of both antigens
along the cell membranes. An immunochemical colo-
calizaüon of LAP and LTBP was noticed in the region
of the cell membrane. Furthermore, there are distinct
areas within the cell in which TGF-ß, LAP and LTBP
stainings are superimposed. These foci are likeJy to re~
present the Golgi apparatus indicating that newly syn-

thesized TGF-ß is processecl äs the large TGF-ß com-
plex.

Conclusion: The results demonstrate for the first ti-
me the presence of all components of the large TGF-0
complex in cultured (rat) PC using confocal laser scan-
ning microscopy. The data confirm on a morphologi-
cal basis recent biochemical findings on the expression
of TGF-ß in PC and its processing and assembly äs a
typical secretory protein in the Golgi vesicles. 1t is as-
sumed that PC might be pathogenetically a highly im-
portant source of this pluripotent cytokine in (damag-
ed) liver tissue and that LTBP facilitates its secretion.
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Participation of Transformed Rat Hepatic
Stellate Cells in a Proinflammatory
Pathogenetic Vicious Circle During Liver
Fibrogenesis by Expression of Leukocyte
Attracting Chemokines
H. Sprenger**, A. Kaufmann**, D. Gemsa**,
H. Garn**, B. Lahme*, and A.M. Gressner*

* Dept. of Clinical Chemistry and
** Institute of Immunology, Philipps-University Marburg

Intrbduction: Hepatic stellate cells (HSC) and their
transformed counterpart, i.e. myofibroblasts (MFB)
play a key role in fibrogenesis due to the inducible
production of matrix components (1). Immigrating
leukocytes can potentiate the progression of liver fi-
brosis by release of fibrogenic mediators and cytotoxic
actions. To linderstand the underlying mechanisms at-
tracting monocytes, lymphocytes and granulocytes du-
ring fibrogenesis, we investigated the inducible pro-
duction of leukocyte chemotactic activities by HSC in
relation to their transformation stage tovvard MFB.

Methods: HSC were prepared from collagenase and
pronase digested rat livers by density gradient centri-
fugation and transformed into MFB by in vitro secon-
dary culture. Cells of differenl transformation stages
were stimulated with the proinflammatory cytokine
TNF- or the bacterial endotoxin LPS. Chemotactic
activity was measured with a microchemotaxis assay.

Results: We observed a transformation stage-de-
pendent differential rcsponsiveness of HSC and MFB.
The TNF-a-inducible production of chemotactic me-
diators increased substantially with advancing trans-
formation. Only MFß were LPS-responsive and pro-
duced large amounts of chemotactic activities compa-
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rablc to TNF-a-stimulalion. By specific ELISA and
Northern hlot analysis, vve iclcntified MfP-2 äs one of
ihc inducible chcmokines. The onsct of MIP-2 rolense
afier Stimulation with TNF-or was already dctcctablc
aftcr 4 hours. «iccompanicd by a strong MIP-2 gcne ex-
prcssion. whilc Ihc LPS-induced MIP-2 produclion
staited alter 16 hours indicaling an indirccl mecha-
nism.

Conclusion: Our rcsults suggest that chemokines
could play an important rolc in Ihc pathogencsis of Ii-
vcr fibrosis. Proinilammatory cylokines can initiale
ihc production of chemotactic activities by HSC/MFB
gcnerating the observcd leuko cyte Infiltration. The
more MFB havc bccn formed, e. g. by chronic Stimula-
tion, the more the cells become responsive to LPS,
which may lead to a vicious circle of enhanced fibroge-
nic and chemotactic mediator production (2).
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J-4

In vivo und in vitro Untersuchungen zur
Rolle oxidierter Lipoproteine als
fibrogene Mediatoren der Leber
W. Schneiderhan*, Ch. Wolf, U. Zorn*,
H. Weidenbach**, K.-H. Beck**, G. Adler*,
A. Grünert*, M. G. Bachern*

* Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie und
** Abteilung für Innere Medizin, Universitätsklinik Ulm

Kürzlich vorgestellte Befunde deuten darauf hin, daß
die beim Alkoholabbau durch das MEOS-System ge-
bildeten reaktiven Sauerstoffspezies zu einer gestei-
gerten Lipidperoxidation führen und hierdurch die
Leberfibrogenese initiieren und propagieren (Tsuka-
moto). Die pathobiochemischen Zusammenhänge
zwischen der Lipidperoxidation und einer gesteigerten
Matrixsynthese sind bisher unklar. Die in vorliegender
Studie vorgestellten Befunde zeigen, daß oxidierte
Plasmalipoproteine (insbesondere LDL) potente fi-
brogene Mediatoren darstellen, indem sie
a) an den oxLDL-Rezeptor (CD36) von hepatischen

Sternzellen (HSC = Ito-Zellen) binden und
b) die extrazelluläre Matrixsynthese dieser Zellen sti-

mulieren.
Methodik: Lipoproteine (HDL, LDL, VLDL) wur-

den aus humanem Plasma durch sequentielle Ultra-
zentrifugalion isoliert. Unter Verwendung von Kup-
fersulfat als Katalysator sowie durch kultivierte Endo-

Ihclzellen aus humaner Umbilikalvene (HUVECs ±
4//g/ml LPS) wurde ein Teil der Lipoproteine oxidiert.
HSC wurden durch Auswachsen aus fibrotischem hu-
manem Lebergewebe erhalten. Der oxLDL-Rezeptor
wurde an Gefrierschnitten fibrotischer Leber und an
kultivierten HSC in Colokalisation mit iso- -smooth-
muscle-Actin immunfluoreszenzmikroskopisch darge-
stellt. Die Proliferation wurde durch fluorometrische
DNA-Bestimmung und BrdUrd-Inkorporation quan-
tifiziert. Als Parameter der extrazellulären Matrixsyn-
these wurden Fibronectin (TR-FIA Delfia). ProcoIIa-
gen-I-Peptid, Pill-P und Laminin (alle RIA) aus dem
Zellkulturüberstand quantifiziert und durch Immun-
fluoreszenz im Monolayer dargestellt.

Ergebnisse: Sowohl an humanen Leberschnitten als
auch an kultivierten HSC wurde der oxLDL-Rezeptor
in Colokalisation mit iso- -smooth muscle Aktin (Mär
ker für aktivierte HSC) dargestellt. Zugabe von LDL
(5-100 //g/ml) zu kultivierten HSC stimulierte die ex-
trazelluläre Matrixsynthese (Kontrolle 40,3 g Fi-
bronektiny^g DNA; 5 g native LDL/ml Medium
52 g Fibronektin^g DNA). Durch Oxidation der
LDL wurde dieser Effekt weiter verstärkt (5 //g mild
oxLDL 69 g Fibronektin^g DNA; 5 g oxLDL
129//g Fibronektin^g DNA). Die Zellproliferation
wurde durch native LDL ebenfalls stimuliert (Kon-
trolle 0.21 ± 0.07 g DNA/well vs. 0.39 ± 0.03
DNA/well).

Schlußfolgerung: Vorliegende Ergebnisse deuten
darauf hin, daß Mechanismen, welche primär bei der
Atherosklerose beobachtet werden (stimulierte Ma-
trixsynthese durch oxidierte LDL), auch bei der alko-
holbedingten Leberfibrogenese von Bedeutung sind.
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Decreased glomerular basement
membrane heparan sulfate proteoglycan
in renal hypertension
G. Stöcker*, B. Heintz**, H.-G. Sieberth**,
H. Greiling* and H.-D. Haubeck*

Institute for Clinical Chemistry and Pathobiochemistry,
**Medical Clinic II, RWTH Aachen, Germany

Heparan sulfate proteoglycans (HS-PG) are major
components of the glomerular basement membrane
(GBM) and play a key role in their molecular orga-
nization and function. Moreover, their presence is es- ·
sential for the maintenance of the selective permeabi-
lityoftheGBM.
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Recently, we have isolated and characterized a no-
vel small basement-membrane associated HS-PG
from human aorta and kidney. By the use of specific
monoclonal antibodies we Liave shown that the novel
HS-PG is predoniinantly localed in the GBM. Turno-
ver or. in the course of kidney diseases, degradation of
HS-PG from the GBM may lead to urinary excretion
of HS-PG. Recently we have shown, that HS-PG is
strongly decreased in the GBM of patients with essen-
tial hypertension. The aim of the present study was to
analyze, whether changes of structure and function of
the GBM in patients with renal hypertension can also
be detected by measuring the excretion of HS-PG into
urine with a sensitive enzyme immunoassay.

A standardized exercise protocol was developed
which allows to determine the HS-PG content and to
exclude the influence of de novo HS-PG synthesis. Be-
fore, 15 and 45 min after exercise biochemical charac-
terization of the urinary pro teins and HS-PG was per-
formed. A hundred-fold increase in the urinary excre-
tion of HS-PG was seen in normal subjects under exer-
cise. In contrast, in patients with renal hypertension
the HS-PG excretion was müch less pronounced, lea-
ding to only a 2-5-fold increase. These findings were
confirmed by immunohistochemical anaiysis of kidney
biopsies using the HS-PG specific monoclonal antibo-
dy 1F10/B8. Taken together, these data strongly sug-
gest that HS-PG is decreased in the GBM of patients
with renal hypertension.

J-6

Isolation of a novel heparan sulphate
proteoglycan äs a major proteoglycan
from haematopoietic progenitor cell
lines of the erythroid lineage
G. Stöcker*, Zophia Drzeniek*, Barbara Siebertz*,
Ursula Just**, W. Ostertag**, H. Greiling* and
H.-D. Haubeck*

* Institute for Clinical Chemistry and Pathobiochemistry, RWTH,
Aachen and

"* Heinrich Pette-lnstitute for Experimental Virology and Immuno-
logy, Hamburg

Proteoglycans of bone marrow stromal cells and their
extracellular matrix are impoftänt cornponents of the
microenvironment of haematopoietic tissues, and are
involved in the interaction of haematopoietic stera and
stromal cells. Especially heparan sulphate proteogly-
cans from bone marrow stromal cells have been shown
to specifically bind growth factors and present them in
a biologically active form to haematopoietic stem and
progenitor cells. Several studies have been reported
on the proteoglycan synthesis of stromal cells, but litt-
le is known about the proteoglycan synthesis of hae-
matopoietic stem or progenitor celis.

Here we report on the Isolation and characterizati-
on of proteoglycans from several haematopoietic pro-
genitor cell lines. Proteoglycans were isolated from
metabolically labelled cells and purified by several
Chromatographie Steps, including anion exchange and
size exclusion chromatography. Biochemical characte-
rization was" performed by eleclrophoresis or gel filtra-
tion chromatography prior and after digestion with
glycos-aminoglycan-specific enzymes or HNO-2-treat-
ment. Whereas haematopoetic progenitor cells of the
myeloid lineage, like Bl (promyelocytic), and B2 (my-
eloblastic), synthesize only a homogeneous chondroit-
in-4-sulphate proteoglycan, isolation and characteriza-
tion of proteoglycans from the human bipotent proge-
nitor cell line TF-1 revealed, that TF-1 cells synthesize
in addition to a chondroitin sulphate proteoglycan a
heparan sulphate proteoglycan äs major proteoglycan.
For this heparan sulphate proteoglycan a core protein
size of approx. 59 kDa was determined. Immunoche-
mical and RT-PCR anaiysis of this heparan sulphate
proteoglycan revealed, that it is not related to the syn-
decan family or to glypican. These findings were con-
firmed by anaiysis of a second human bipotent proge-
nitor cell line (HEL), which like TF-1 cells can be in-
duced to differentiate into the erythroid and monocy-
tic lineage, and the murine committed erythroid pro-
genitor cell line ELM-D. Taken toget her, these data
clearly show, that expression of this novel heparan sul-
phate proteoglycan is associated with the erythroid
differentiation pathway. Whether this novel heparan
sulphate proteoglycan is involved in the erythroid dif-
ferentiation by binding of growth factors, like erythro-
poetin, has to be analyzed.

J-7

In-vitro-Modulation der 5 -
Reduktaseaktivität im Epithel und
Stroma der menschlichen benignen
Prostatahyperplasie (BPH) durch
Phospholipase A2 und C
T. Ziemssen*, H. Weisser*, M. Krieg*

* Institut für Klinische Chemie, Transfusions- und Laboratoriums-
medizin, Universitätsklinik Bergmannsheil, Bochum

Die 5-Dihydrostestosteron-bildende 5a-Reduktase
scheint ein Schlüsselenzym für die Pathogenese der
BPH zu sein. Ihre Aktivität entfaltet sie jedoch nur irn
membrangebundenen Zustand. Da Phospholipide ein
wesentlicher Bestandteil dieser Membranen sind,
stellt sich die Frage, inwieweit eine durch Phospholi-
pasen bewirkte spezifische Degradation von Phospho-
lipiden die 5a-Reduktaseaktivität in vitro beeinflußt.
In der vorliegenden Studie wurde deshalb die 5or-Re-
duktaseaktivität im Epithel und Stroma menschlicher
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BPH vor und nach der Zugabc von Phospholipase A2
(PLA:) und C (PLC) untersucht.

B PH-Gewebe (n = 12) wurde mechanisch in
Epithel und Stroma getrennt. Die 5öf-Rcduktaseakli-
vi tä t wurde bei unterschiedlichen Testoslcron-
(12-585 nM) und PL-Konzentrationen (1-100 U/ml)
bestimmt. Die Trennung der Androgene erfolgte mit-
tels HPLC. lCso% Km- and Vnm-Werte wurden aus In-
hibitionskurven bzw. Auftragungcn nach Lineweaver-
Burk und Hanes gewonnen. Die statistische Auswer-
tung erfolgte mittels Student-t-Test (p <0.05).
1. Im Epithel und Siroma wurde die 5a-Reduktaseak-

livität dosisabhängig durch PLA2 und PLC ge-
hemmt. Die mittleren ICso- Werte [U/mg Protein ±
SEM] waren im Epithel und Stroma für PLAa 8.3 ±
1.6 bzw. 13.5 ± 3.3 (p <0.05) und für PLC 4.4 ± 1.2
bzw. 1.6±0.3(p<0.05).

2. PLC bewirkte eine stärkere Inhibition als PLAi

3. Beide Phospholipasen bewirkten im Stroma und
Epithel eine Abnahme der Vniax der 5a-Reduktase
(p <0.01).

4. PLC bewirkte darüber hinaus im Epithel einen Km-
Anstieg (p <0.05).
Die starke In-vitro-Inhibition der intraprostati-

schen 5a-Reduktase durch PLAz und PLC untermau-
ert die Hypothese, daß ihre Aktivität von der Inte-
grität der umgebenden Membran abhängt und durch
zelluläre Phospholipide posttranslational reguliert
werden könnte.

J-8

Glutathion im Blut als Marker des
oxidativen Stresses bei körperlicher
Aktivität
B. Dufaux**, O. Heine*, A. Kothe**, U. Prinz*,
R. Rost*

* Institut für Kreislaufforschung und Sportmedizin, DSHS, Köln,
** Labor Dr. Krone und Partner, Herford

Zur Beurteilung des oxidativen Stresses werden Lipid-
peroxidationsprodukte im Blut, DNA-Oxidationspro-
dukte im Urin und flüchtige Kohlenhydrate wie Pen-
tan oder.Ethan in der Atemluft bestimmt. Die Metho-
den sind technisch aufwendig und. z. T. wenig sensitiv
und spezifisch. Wir gingen der Frage nach, inwiefern
Veränderungen von Glutathion in der reduzierten
(GSH) und oxidierten Form (GSSG) im Blut, gemes-
sen mit HPLC, mit der oxidativen Belastung bei kör-
perlicher Aktivität korrelieren.

10 Probanden nahmen an einem fünfwöchigen Aus-
dauertraining teil, wonach die aerobe Leistungsfähig-
keit, ermittelt mit Hilfe eines maximalen Laufband-
tests, signifikant gesteigert wurde. Vor und nach Trai-
ning absolvierten sie einen Zweieinhalbstundenlauf.

Vor dem fünfwöchigen Ausdauertraining fiel die
GSH-Kon/entration von 0,81 ± 0,15, vor dem Zwei-
einhalbstundenlauf auf 0,15 ± 0,02 mmol/1 nach dem
Zweieinhalbstundenlauf ab (p <0,()1), der GSSG-Spie-
gel dagegen stieg von 0,37 ± 0,10 auf 0,53 ± 0,10
mmol/1 an (p <0,01). Eine Stunde später hatten sich
die Werte wieder normalisiert.

Die Befunde lassen eine Oxidation von Glutathion
im Blut erkennen und deuten auf einen erheblichen
oxidativen Stress bei einem Zweieinhalbstundenlauf
hin. Nach dem fünfwöchigen Training blieben die
Veränderungen von GSH und GSSG weitgehend aus.
Dies stützt die Vorstellung, daß nach einem Ausdau-
ertraining die Bildung freier Sauerstoffderivate bei ei-
ner Dauerbelastung geringer ist. Insgesamt sprechen
die Ergebnisse für die Annahme, daß mit der Bestim-
mung von Glutathion in der reduzierten und oxidier-
ten Form im Blut ein sensitiver, spezifischer und aus-
sagekräftiger Marker zur Erfassung des oxidativen
Stresses zur Verfügung steht.

J-9

Untersuchungen zur fibrogenen Potenz
polypeptidartiger Wachstumsfaktoren an
mesenchymalen Zellen des Pankreas
E. Schneider*, Ch. Wolf*, H. Weidenbach**,
R. Schmid**, G. Adler**, A. Grünert*, M. G. Bachern*

* Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie und
* Abteilung für Innere Medizin, Universitätsklinik Ulm

Die chronische Pankreatitis ist eine Erkrankung des
exokrinen Pankreas, die in etwa 70% der Fälle die
Folge eines chronischen Alkoholabusus ist. Histolo-
gisch finden sich eine ausgeprägte Fibröse, Azinuszell-
Degenerationen, vermehrt Entzündungszellen, Gang-
epithel-Proliferationen und vermehrt tubuläre Struk-
turen. Obwohl es einige Hinweise dafür gibt, daß
TGFa(l) und TGF01 (2) eine Rolle bei der gesteiger-
ten Fibrogenese spielen könnten, sind die zugrunde-
liegenden molekularen und pathobiochemischen Zu-
sammenhänge, die zu einer Pankreasfibrose führen,
bisher unbekannt. Wir haben in vorliegender Studie
die Effekte verschiedener polypeptidartiger Wachs-
tumsfaktoren auf die Proliferation und Matrixsynthe-
se kultivierter mesenchymaler Zellen aus dem Pank-
reas untersucht.

Methodik: Pankreasfibroblasten wurden aus Pan-
kreata von männlichen Wistar-Ratten 3 Tage nach In-
fusion von Caerulein (10 jUg/kg/h) isoliert und in
DMEM mit 10% fetalem Kälberserum kultiviert. Die-
sen Zellen (1-3 Passage) wurde 3 Tage nach Aussaat
für 48 hTGF/31 (0.5, 2, 5 ng/ml), TGFa (5, 20,
50 ng/ml), PDGF(AB) (5, 20, 50 ng/ml), bFGF (5, 20,*

. 5p ng/ml), TNFa (3, 8, 20 ng/ml), IGF1 (5, 20,
50 ng/ml) oder IGF2 (5, 20, 50 ng/ml) zugegeben (bei
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0,5% FKS). Die Zellproliferation wurde durch fluoro-
metrische DNA-Bestimmung und BrdUrd-Inkorpora-
tion quantifiziert. Als Parameter der extrazellulären
Matrixsynthese wurde Fibronectin (TR-F1A Delfia)
aus dem Zellkulturüberstand quantifiziert und Fi-
bronectin sowie Typ I und Typ III Kollagen durch
Immunfluoreszenz im Mono layer dargestellt.

Ergebnisse: Die isolierten und kultivierten Pankeas-
fibroblasien zeigen eine positive Immunfluoreszenz
mit anli-Vimentin und anti-iso-a-smooth-muscle Ak-
tin. Die Fibronectinsynthese wurde signifikant stimu-
liert durch bFGF (Kontrolle 11,3 ± 0,5 $ % DNA;
5ng/ml bFGF 19,5 ± 1,7 %/ £ DNA ), PDGF
(50ng/ml 16,6 ± 1,29 //g/ug DNA) und TGFa
(20 ng/ml 14,2 ± 0,3 /Yg/,ug DNA). Auch in der Immun-
fluoreszenz-Darstellung von Fibronectin, Typ I und
Typ III Kollagen stellte sich der Matrixsynlhese-sti-
mulierende Effekt von bFGF und PDGF dar.

Schlußfolgerung: Die erhobenen Befunde deuten
darauf hin. daß neben TGFa insbesondere bFGF und
PDGF die Matrixsynthese von mesenchymalen Zellen
des Pankreas stimulieren und bei der Entwicklung ei-
ner chronischen Pankrcalilis (Pankreasfibrose) eine
Rolle spielen dürften.
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