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ANALYSIS OF CYTOKINE PRODUCTION BY IMMUNOFLUORESCENCE
Mario Assenmacher, Jiirgen Schniitz and Andreés Radbruch
Institut fiir Genetik der Universitit zu Koln, Weyertal 121, 5000 Kiln 41

Detection of intracellular proteins by immunofiuorescence allows to evaluate
frequency, light scatter- and surface-immunophenotype of protein-producing
cells and correlate production of different proteins by individual cefls. We
established a method for simultaneous analysis of two cytokines and one surface
marker by fluorescence microscopy and flow cytomeiry We investigated
expression of 1L2, IL4, IL5 and IFNy by mouse spleen cells activated in vitro
with the superantigen staphylococens aureus enterotoxin B (SEB) in the presence
of different antigen presenting cells (APC). Kinetics of frequency of 1.2 and
IFNy producing CD4+ and CD8+ T cells were determined. The maximmuo
frequency for I1.2, about 20% of CD4+ blasts was obtained early after ilh,
whereas the frequency of IFNy positive CD4+ blasts increases until 48h, up to
27%. After 42k of SEB stinmlation, only a few CD4+ T cells express L2 and
IFNy simultaneously. The main portion of cytekine producing cells expresses
IL2 or ITFNy exclusively, either reflecting different kinetics or distinct subsets of
CD4+ T cells,




DHA-Analytik mittels Fluwz'gtnmetrie bei Gvarialtumoren

Auner H.,Schdll W_Luschin G_ Adelwdhrer N.,POrstner P_,
Gebh.-gynakel . Univ.Klinik Graz,Vorstand:-Prof Dr.R winter
Auenbruggerplatz 14 A-8036 GRAZ

Yerlauf und Therapterespons gynaekalogischer Malignomerkrankungen
stUtzen sich im wesentlichen auf die traditionellen
Praognoseparameter,wie Stadium,Histologie und Lymphknotenbatall,um
nur ginige zu nennen.Patientenvertaufsheobachtungen zeigen aber sehr
aft,dal das individuelle Risiko einer Tumorerkrankung a priori durch
die Prognoseparameter allein nicht exakt voraussagbar tst.

Ein Yerfahren,das sich als assistierende Diagnostik zum
histopatholegischen Befund Einblick in die Klonalitat eines Tumors
sowie seiner DMNA-Verhaltnigse und Wachstumsfraktionen im Yergleich
Zu gesundem Gewebe gibt,ist die Durchflulzytometrie,durcih deran Hilfe
eine effizienters Diaghostik und vor allem Prognoseabschatzung
midglich gewordan ist Parameter der Flufizytometrie, wie

Aneuploidie, Klonalitdt,und Angaben fber gie WachstumsTiraktion eines
karzinoms sind mittlerweile von eminentar klirischer Relevanz fir
Prognose und Yerlauf einer Krebserkrankung.

Unsere durchflubzytometrischen Untersuchungen vor allem an
Ovarialkarzinomen unterschiedlichster Stadien zeigen,dal die
Aneuploidie sin typisches Merkmal von Krebsgewebe darsteltltt und dafb
yor atlem Tumoren mit hiherem Stadien zunetmende Klonalitét
aurweisen,gin Indiz,das vielleicht mit ein Grund f4r die schlechtere
Prognose fortgeschrittensr Karzinome darstellt.

tm Gegensatz zu den typischen Karzinomen konnten wir gerade bei Low-
malignani-potential-Tumoren, den Bordertinetumoren des Ovars,mit an
und fir sich sehr guter Prognose ebenfalls Peiyklonalitét und
Aneuploidie finden,ein Hinweis dafir,dal es in dieser Gruppe von
Tumoren Subgruppen gibt.die wahrscheiniich prognostisch unglnstig
sind und einer den Ovarialkarzinomen dugivalente Tharapia und
Nachzaorge bedirfen.




Tumornekrosefaktoxr (TNF) induzierte Modifikation
der Zellkinetik in mepschlichen Tumorzellen

Baisch, H.

Institut fiir Bicophysik und Strahlenbioiogie,
Universitdt Hamburg

"Die direkte Wirkung von TNF auf Tumorzellen iet

sehr unterschiedlich. Wahrend einige Zellinien

‘v8llig resistent =ind, zeigen andere eine
"Wachstumsreduktion und wieder andere Zytolyse.

Fir die klinische Anwendung von Zytokinen ist

‘25 'vOoR groBer Bedeutung, die Sensibilitidt bzw.

Resistenz von Tumorzellen zu bestimmen und die
Art der Wirkung - zytostatisch oder zytotoxisch
- zZu erkennen.

Das Ziel unserer Untersuchungen ist es, die Art
der zellkinetischen Veridnderungen und die
Bedingungen fiir zytostatische gegentiber
zZytotoxischen Wirkungen aufzukliren.

'Wir haben die TNF-empfindlichen Zellinien MCF-7

und Mel80 sowie die resistenten CAKI-1 und 5637
mit der Bromdecoxyuridin-Methode untersucht.
Nach 24 h Einwirkung des TNH¥ wurden die Zellen
fir 1h mit BrdU markiert, nach 1 - 7h fizxiert,
im FACScan analysiert und die S-Phasenzeif und

'alle-Phasenanteile bestimmt.

Im Gegensatz zu der murinen Zellinie L9929, wo
die Zytolyse die Hauptrolle spielt, konnte der

- groBte Teil des Effektes bei den MCF-7 und
‘Mel80 durch zellkinetische Veridnderungen
erklirt werden: eine geringe Verlangsamung der

S-Phasezeit und eine starke Erniedrigung des S-
Phase-Anteils. Diese Effekte werden bereits bei
niedrigen TNF-Dosen (100 U/ml) heobachtet, hohe
Dosen (5000 U/ml) brachten nur eine geringe
Verstidrkunyg des Effekts. Bemerkenswert ist, das
bei den 100 U/ml nur etwa 30% der TNF-

"Rezeptoren besetzt sind, die weitere Besetzung
"bis zur Sdttigung offenbar keine grofen

Auswirkungen hat.




Uneertainty management in quantitative histopathology

Peter H. Bartels, Deborah Thempson

‘The 'quantitative characterization of cyto- and histopathologic
materials has traditionally been oconcerned with such cytametric,
Karyametric and histometric features for which a direct corre-
spondence exists between diagnostic term and measured entity.. Da—
_ta anmalysis is based on numerical miltivariate methods: error
analysis and classification methodology utilize both parametric

© and non-parametric, numerical multivariate technigues.

For diagnostic clues referring to more. comprehensive entities,
such as a degree of differentiaticn or the grade of a lesim,
quantitation has to involve interpretive transforms, i.e., sets
of histometric and karyometric features which collectively,
quantitatively characterize the visual diagnostic concept. The
extensian of quantitation in histcpathology to conceptual temms
makes it desirable, in addition to the creation of interpretive
transfoms, to develop three .capabilities. First, an ability is
needed to deal with the uncertainmties introduced by the use of
conceptual, linguistic  temms in quantitative assessment, i.e. ,
an adaptation of fuzzy set methodology. Second, an ability is
needed to conbine a sequence of conceptual diagnostic clues such
that the “certainty" of a final diagnostic conclusion can be
stated in temms of a mumeric, probabilistic measure. Finally,
the development of descriptive classification techniques conbin-
ed with an ability to assess the uncertainty of a classification
procedire is needed,
Many of these same problems have been encountered in research
aimed at expert system development, fuzzy set theory, and
_approximate reasoning strategies. Inference networks offer many
" of the required capabilities, in particular, Bayesian belief
networks can be adapted as a highly effective solution.
Experience with Bayesian belief networks in quantitative histopa-
thology, as descriptive classifiers, for the management of
uncertainty in expert systems, as control modules. in a machine
vision system for histopathologic . diagnosis, - have shown such
networks to be very useful . The practical agplications. have
also shown that Bayesian belief networks possess, as classifiers,
wwsual nmumerical response and dynamic range . These characteri-
stics allow their application to classification problems invol-
ving nultiple diagnostic clues when most of these offer only weak
confirming evidence, i.e., to classification tasks not readily
mahageable by statistical classification techniques.

This research has been suported by a grant from the National
Cancer Institute, National Institutes of Health, Bethesda, Md.,
R 35 CA 538701-02 .

EPITOPES WITHIN THE Ig-LIKE DOMAIN OF THE CD4 MOLECULE ARE

'LOCALIZED ON A SUBSTANTIAL PROPORTION OF CP$+ LYMPHOCYTES IN

HIV PATIENTS

Bauer R, Bohm i

Universitats-Hautklinik und Poliklinik Bonn
Sigmund-Freud-Str, 25; D-5300 Bonn |

~The increase of CD8+ lymphocytes and the consecutive decrease of CD4+ cells are the main

characteristic immunological phenomenens in HIV 1-infection. However, the pathomechanism
for the augmented circulation of CD8+ subsets and their function in the immune pathogenesis
of HIV-infection are still unsolved. Recent studies demonstrating that even CD8+ cells are
targets for HIV1, may provide important clues to answer these questions.

In the present study we investigated epitopes within the Ig-like domain V1 of the CD4
molecule on CDB+ iymphocytes in 31 HIV1-seropositive patients and 37 healthy comirols.
CDB8+ cells of HIV patients and controls were incubated at room temperature for 3¢ min with
two different phycoerythrin-conjugated monoclonal antibodies directed against the Ig-like
domain Vi of CD4 and analyzed flowcytometricaily to determine their fluorescence intensity.
The two anti-CD4-antibodies (SK3 and 13.B.8.2) differ in the CD4 binding site.

We were able to demonstrate a staining of CD8+ celis in HIV patients with the anti-CD4-
antibody 13.B.8.2, while the cells of healthy controis did not react. The expression of CD4
epitopes on CDB+ subsets ranges from 10% to 80%. There was an increase of CD4 expression
on CD8+ fymphocytes during the course of HIV-infection. 14% of circulating CD8+ cells in
stage I of the disease and 35% in stage IV had CD4 epitopes. Another patient suffering of
acute mononucteosis also expressed CD4 epitopes on CD8+ cells. Moreover, the anti-CD4-
antibody SK3 was neither fixed to HIV nor to the cells of the controls. .

The determination of epitopes of the CD4 V1 domain on usually CD4-negative CD8+ cells
(possibly induced by infection with human herpes viruses) enlarges the spectrum of potential
tasget cells for HIV1 and may be responsible for their HIV positivity in vivo.




Mikrokernanalyse in Maus-Erythrocyten mittels Slit- Scannmg
_.Durchflul.’azytometrle s

Wolfgang Beisker, Jia Cao und Michael Niisse

GSF-Institut fiir Biophysilkalische Strahlenforschung,
Arbeitsgruppe DurchfluBzytometrie
D-8042 Neuherberg

Zytogenetische Schéden, die durch Chemikalien im Knochenmark induziert
werden, kinnen bei der Maus durch die Bestimmung von Mikrokernen in
Erythrocyten des peripheren Bluts nachgewiesen werden. Dabei wird die
Rate der Mikrokerne in polychromatischen Erythrozyten bestimmt. Eine
kiirzlich entwickelte Farbetechnik von Grawe et al. (Cytometry 13,1892}
erfaubt dabei, durch Anfirbung mit Thiazole Orange (TO) polychromatische
{PCE} von normochromatischen {NCE) Erythrozyten zu unterscheiden und
simultan’ durch Anfarbung mit HOECHST 33258 (HO) die Mikrokerne zu
bestimmen.

Die Verwendung eines Slit-Scanning DurchfluBzytometers mit zwei Lasern
{(MULTISCAN 1II) erlaubt die prédzise morphologische Unterscheidung von
PCE’s mit und ohne Mikrokern. Die Pulsbreite eines Mikrokerns (HO-Signai}
mufl dabei in allen Fillen kieiner als die Pulsbreite des dazugehdérigen
Erythrozyten (TO-Signal) sein. Ferner kinnen weitere Parameter der
Pulsform (wie Skewness und Kurtosis} zur eindeutigen Identifizierung
herangezogen werden. Durch die Bestimmung der Pulsfliche des TQ-
Signals kénnen PCE's von NCE's unterschieden werden. Die hohe nume-
rische Apertur des Systems von NA=1.25 und die dadurch erreichte
Ortsauflisung von < 1ym ermdéglicht im Gegensatz zur konventionelien
DurchfluBzytometrie . eine . eindeutige Diskriminierung . mittels  1-
dimensionaler morphologischer Analysen.

Ip unserem Report werden fermer die MeBergebnisse der Slit-Scanning
Messungen mit den Ergebnissen konventioneller DurchfluBzytometer (siche
auch Cao et al., DurchffuBzytometrische Analyse van Mikrokernen ... ,auf
dieser Tagung) verglichen.

Hauptkomponentenanalyse - ein faktorana]ytlsches Modell zur
Bestimmung von Erkennungsmustern in. muitivariaten morpholo-
gi schen Gradwrungssystemen

Biesterfeld S, Sum DQ

Institut fir Pathologie der RWTH Aachen

-Morpho]ogische Gradierungssysteme konnen nur- dann in der

Prognostik maligner Tumoren sinnvoll angewandt werden, wenn
sie zwischen verschiedenen Untersuchern geniigend gut repro-
duzierbar sind. Mit den derzeit gebriduchlichen Gradierungen
fir das Mammakarzinom {Bloom und Richardson), das Urothel-
karzinom (Mostofi) oder das Prostatakarzinom {Gleason), die
Jeweils aus mehreren Parametern aufgebaut sind, lassen sich
Ubereinstimmungen zwischen zwei Untersuchern von lediglich
60% bis 70% erzielen.

In dieser Studie wurde versucht, durch Faktoranalyse heraus-
zufinden, inwieweit die geringe Reproduzierbarkeit von Kor-
relationen bei der Gradierung der Einzelparameter abhingt.
Durch faktoranalytische Metheden, z.B. durch Hauptkomponen-
tenanalyse, ist es miglich, die Dimensioner eines Datensat-
zes zu reduzieren und zu anschaulicheren, einfacheren Kompo-
nenten zu gelangen, durch die die im Datensatz aufgetretenen
Varianzen am besten erkldrt werden.

Als Modell haben wir die Jaffe-Gradierung fir Riesenzelltu-
moren des Knochens (GCT), von drei Untersuchern auf 44 Gl-
und G2-Tumoren angewandt, ausgesucht, die aus finf einzelnen
Parametern zusammengesetzt ist. Die Berechnung der beiden
ersten Hauptkomponenten pro Untersucher erlaubt es, die
fiinfdimensionalen Beziehungen zwischen den einzelnen Parame-
tern jeweils in ein zweidimensionales System zu {berfilhren
und in einem kartesischen Koordinatensystem darzustellen.
Die entsprechenden Wertetabellen und Graphiken lassen erken-
nen, daB die drei Untersucher verschiedene Erkennungsmuster
fur die GCT-Gradieruny anwenden., Parameter, die bei einem
Untersucher eng. korreliert sind, d.h. in der Regel gleich
gradiert werden, kénnen von einem anderen ganz anders, d.h.
weitgehend unkorreliert, verwendet werden. Der Anteil an der
Varianz, der durch die Hauptkomponentenanalyse beriicksich-
tigt werden konnte, lag fir die drei Untersucher zwischen
73.4% und 93.0%. )

Die unterschiedlichen Erkennungsmuster deuten auf unzurei-
chende Definitionen der einzelnen Parameter und machen die
zu geringe interspeZifische Reproduzierbarkeit morphologi-
scher Gradierungen besser verstindlich.




Bestimmung der Reprisentativitiit DNA-zytometrischer: und morpho-
metrischer Parameter durch Yarianzanalyse - . T

Biesterfeld S, Wohltmann D, Wolter D, Emmerich M, Striepecke E
Institut fir Pathalogie der RWTH Aachen

DMA-zytometrische und morphometrische Daten werden in aller
Regel stetig erhoben. Jede spdtere Klassifizierung, d.h. die
Einteitung in bestimmte Gruppen, bedeutet einen Verlust an In-
formation. Fiir die “primire mathematisch-statistische Bearbei-
tung kontinuierTich -erhobener Daten bietet sich die Varianz-
analyse an. Mit ihrer ‘Hilfe -ist es mdglich, die Lage eines
Wertes bei ‘einar weiteren Messung im Rahmen einesvergegebenen
‘Vertrauensbereiches einZuschditzen. : : '
In dieser -Arbeit wurden 77 Fille von Glioblastoma mutltiforme an
je -zwei unterschiedlichen Stellen des Tumors untersucht. In 28
der 77 Fille war die Untersuchung einer dritten Stelle méglich.
Das Tumormaterial wurde einer Zellvereinzelung unterzogen; nach
Herstellung zytologischer Ausstriche und anschliessender
Feulgen-Firbung - wurden- mithilfe eines TV-Bildanalysesystems
MIAMED-DNA (Leica, Wetzlar) pro Prédparat 250 MeBzellen und 20
Eichzellen gemessen. An Parametern wurden der DNA-
Malignititsqrad, die -DNA-Stammiinie, die durchschnittliche
Ploidie, die Zahl von Zellen dber B¢ {5cEE) bzw. 9c (ScEE), die
mittlere Kerngrofe, der mittlere Kernumfang, der Formfaktor
sowie der minimale und der maximale Feret Durchmesser erhoben.
Mithilfe einer Varianzanalyse mit dem Programmpaket SAS wurden
95%-Konfidenzintervalle ermittelt, die die zu erwartende
Schwankungsbreite von MeBergebnissen an verschiedenen Stellen
der Tumoren widerspiegeln. Um die Breite der Intervalle auch
zwischen verschiedenen Parametern besser vergleichen zu kénnen,
wurde in einer zweiten Analyse eine Normierung der Werte
vorgenommen, indem die Verteilung der MeBwerte auf eine Stan—
dardnormalverteilung zurickgefihrt wurden. Die Unterschiede,
die sich beim. Vergleich von 77 Tumoren bei Messungen an zwei
Stellen bzw. von 28 Tumoren bei Messungen an zwei und drei
Stellen ergaben, lassen erkennen, daB nur in wenigen Fdllen ven
Glicblastomen mehr als zwei Messungen erforderlich sein werden,
um zu fir den Gesamttumor reprisentativen DNA-zytometrischen
oder morphometrischen Werten zu gelangen.

Dariiber hinaus werden durch die Varianzanalyse Fehlerterme er-
mittelt, die helfen, den Anteil des untersucherbezogenen Mefi-
fehlers am gesamten MeBfehler zu schitzen. Fiir die DNA-zytome-
trischen Parameter lag er zwischen 9% und 16%, fir die morpho-
metrischen Parameter zwischen 6% und 21% des Gesamtfehlers.

EXPRESSION OF .AN ABNORMAL CD3/TCR COMPLEX ON PERIP
HERAL

BLOOD-LYMPHOCYTES . IN. PATIENTS . WITH CUTANE '

LYMPHOMA (CTCL) . ovs e

Béhm I, Bauer R

Qniversit&ts-HautkHMk und Poliklinik Bonn
Signmuind-Freud-Str. 25, D-5360 Bonn |

C'I"CL are a heterogeneous group of immunoproliferative disorders with common
epgem::])tménsr?l of CD4+ cell clones. Using monoclonal antibodies {mAb) for staining skin
and/or blood cells a variety of subtypes with different i i
il ambond-iic typ rent prognosis and respond to therapeutic
The aim of the present study was to elucidate these differences in the vi i
: 1 ew of pathogenetic

mechamsms, Therefo_re we analyzed PBMC of 11 patients with CTCL flowcytometrically on a
FACScan (Becton-Dickinson) before starting therapy and afterwards. A panel of several mAb (
€Dz, CD3, CD4, CDS5, CD7, CDS, CD11b, CD14, CD20, CD23, CD25, CD29, CD45RA,
CD45R0, CD58 and HI__A~DR) obtained from Becton-Dickinson and Dianova was applied on
;vh;)/l;a]bloo_d samples to investigate the antigenic profile of these cells,

1t 5/11 pattents we could demonstrate two populations of T-cells, which were identified by th
density of CD3/TCR. The atypical cells were mainly characterized by the expression of C)](}3:
low CD2+ CD4+ CD5+ CD7- CDI9- CD25-. The expressivity of HLA-DR was weak or
absent. In some cases CDD3HOW cells were partly CD4+CD8- and CD4-CDS+ coexisting
CD4+CD8+ has not been found. pecty = o of

In ‘thqse patients with CD3+How gybset densitiy of CD3 was elevated during therapy with
retinoids using etretinate alone or in combination with photochemotherapy (PUVA).
Simultanously clincal improvement could be observed. No disappearence of CD3+HOW gell
and no benficial effect was seen in those patients receiving éggressive chemotherapeutic drugs
Although t!?e pathogenesis of CTCL remains unclear there is evidence for a viral 'mduction‘
Moreover, it has been shown that some virses have the ability to modulate the CD3/TCR—‘

- expression. For example, human herpesvirus 6 (HHV-6} elicited CD3/TCR down-regutation.

The finding of our research suggests the possible induction of CD3 expression by retinoids
and/or PUVA, Moreover, therapeutic regimes should be dependened on the immunolgical

-phenotype of CTCL and should be accompanied by regular flowcytometric ‘monitoring.
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FLOW CYTOMETRIC AND RESTRICTION FRAGMENT LENGTH ANALYSIS OF

BREAST CARCINOMAS WITH METASTASES

BABonsmg . Beerman, P Dev:lee N, Kumers Dl}kshoom, GJ P'Ieureg CJ. Cumeh-.se
Dept. PaLhology, University Hospital Lelden “The Netherlands. "

DNA ploidy status was a.nalyzed.by flow cytometry on frozen and paraffin-
ernbedded tissue blocks taken from primary and metastatic tumor sites in 18 patients
with advanced breast cancer. Presumably because of the extensive sampling, high
percentages of DNA aneuploidy, DNA multiploidy, and DNA index heterogeneity were
found in primary breast carcinomas as weil as in lymph-node and distant metastases.
DNA. aneuploid tnmor stemlines were frequently accompanied by DNA diploid tumar
stemlines. Most of the DNA tumor stemlines found in the primary tumors recurred in
lymph-node (58%) and distant metastases (59%), even after 17 years of distant relapse-
free survival. Where single metastases did contain in almost all cases only one of the
several primary DNA tumor stemlines, the lymph-node or distant metastases as a whole
did reflect the DNA index heterogenelty of the _primary tumors. DNA. tumor stemlines
found in distant metastases often differed from those in lymph-node metastases (619%),
which indicates that lymphatic"and hematogenous metastases can be generated
'indeﬁendenﬂy. No DNA ploidy subclass occurred preferentially or was absent in either
type of metastasis. This is indicative of similar metastatic capacities of both DNA -
ancupl'oi'd' and DNA'diploid ‘tumor stemlines in advanced breast carcinomas.

Restriction fragmentlléﬁgth ana.[ysis (RFLP}) was used to pfovide an allelotype of
multiple sampled primary breast carcinomas and lymph-node metastases of nine different
patients. Also DNA ploidy status and X-chromosome inactivation patierns were studied,
From this small group of patienis it could be concluded that the primary tumors
contained numerous allelic imbalances on different" chromosome arms with no
dlffcrcnces related to DNA chplmdy or aneuplmdy Neo mdlcanon was found for intra-
tumor heterogenelty in Toss:of heterozygosny in the primary tumeors. ‘Additionally, alt
allelic imbalances present in the primary tumor. could also be detected in every single .
related Eymph—node metastases. In concordance w1th this, the chromosome X-inactivation
ana.lyms showed dommance of 2 smgle <lonal X-mactlvation pattern in all primary tumors
and lymph-node metastases, indicating the clonal origin of primary breast carcinomas
and the allelic imbalances investigated.
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ENRICHMENT OF FETAL BRmBMSN FROM MATERNAL BLOOD
FOR ANALYSIS OF THE FETAL GENOME BY PCR

Jiirgen Biisch, Jiirgen Holtz, Ulrich Heifer and Andress Radbruch®

[nstitut fiir Rechtsmedizin der Universitit Bonn
*Institut fiir Genetik der Universitit zu Koln, Weyertal 121, 5000 Kin 41

Fetal erythroblasts occur in maternal biood at frequencies of appr. 10° among
the nucleated cells. We have used combined MACS and FACS cell sorting to
ennchthesefetalcellsformolecularanalymsofthefetus genome by
polymerase-chain reaction. The cells were first enriched magnetically acconding
to CDT1 expmsmn_and then sorted by FACS according to CD71%, CD45’, BV and
light scatter. In unsorted cells, ot even with more than 10° cells, we could detect
fetal DQa sequences by PCR, but using approx. 10° sorted cells, we could readily
detect those fetal sequences, Thus, MACS/TACS sorting is a rapid and efficient
methodtoenﬁchmmfﬂaloeﬂshafrequencysufﬁcientfnrtheiranalysisby
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Comparative List mode data analysis strategies
using 1, 2, 3 and 4 color reagent combinations.

A V Burpee

" Applied Cytometry Systems Ltd
Dinnington Business Centre
7 QOutgang Lang, Dinnington,
} Sheffietd S31 7QY, ENGLAND
TEL: 44-909-566982 FAX: 44-909-561463

Keywords : Boolean gating, Boolean statistics, list
~ mode data analysis.

The improved capabilities of modern flow cytometers
has significantly increased the complexity of list mode
data analysis. Providing a logical framework for list
mode data analysis simoplifies the analytical process and
significantly reduces the time required to process
individual samples.

Incorporating the results of list mode data analysis into
an interrogatable database simplifies the preparation of
longitudinal and population studies.

Several key issues will be discussed in relation to
multi-parametric data analysis and result comparison.
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DurchfluRzytometrische Analyse von Mikrokernen in
polychromatischen und normochromatischen Erythrozyten aus dem
peripheren Blut von mit Chemikalien behandelten Miusen

Jia Cao”™, Woltgang Beisker”, lise-Dore Adler*, Michael Niisse™

. *GS_F-Institut fiir Biophysikalische Strahlehforschung,

Arbeitsgruppe DurchfluBzytometrie

¥ GSF-institut fiir Siugetiergenetik, D-8042 Neuherberg

Erythrozyten im peripheren Blut oder im Knochenmark von Miusen, die nach
Verlust des Zellkerns noch Mikrokerne aufweisen, werden als Indikator fir
zytogenetische Schiéden angesehen, die durch Chemikalien im Knochenmark
induziert wurden. Der Mikrokern-Assay im Knochenmark von behandelten
MiAusen ist deswegen eine weithin anerkannte Methode, migliche klastogene
oder - Aneuploidie-induzierende Wirkungen wvon Chemikalien nachzuweisen.
Wegen der geringen Haufigkeit von Erythrozyten mit Mikrokernen sind

.aufwendige und u.U. mit erheblichen Fehlern behaftete mikroskopische

Analysen notwendig. Nach Modifikation eines von Grawe et al. {Cytometry
13, 1992, im Druck) entwickelten neuven durchfluBzytometrischen Verfahrens
wurde die Mikrokern-Induktion durch Colchicine (COL) und Mitomycin C
(MMC) in polychromatischen (PCE) und normochromatischen ([NCE)
Erythrozyten aus dem peripheren Blut von hehandeiten Miusen untersucht.
Thiazole Orange {TQ) Farbung diente zur Unterscheidung von PCE und NCE,
Mikrokerne in PCE und NCE wurden simultan mit HOECHST 33258 (HO)
angefirbt. Forward Scatter, Side Scatter, TO- und HO-Fluoreszenz wurden
simultan nach Anregung mit zwei Lasern gemessen. PCE und NCE mit
Mikrokernen {MPCE und MNCE) konnten durch diese Messung eindeutig
identifiziert und guantifiziert werden. Die Mikrokernhiufigkeit stimmte sehr

-gut mit mikroskopischen Messungen iiberein. Nach Behandlung von Mé&usen

mit COL (0.5 - 1.5 mg/kg) und MMC {0.5 - 2 mg/kg} wurde ein
dosisabhdingiger Anstieg nach 24 h mit nachfolgendem Abfall der Haufigkeit
vorr MPCE beobachtet, wihrend die Hiufigkeit von MNCE konstant blieb.
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CELL KINETICS OF ACUTE LEUKEMIA STUDIED WITH IN VIVO
~ BROMODEOXYURIDINE, CELL  CYCLE-RELATED' ANTIGEN
EXPRESSION AND MULTIPARAMETER FLOW CYTOMETRY

Danova M.! Giordano M.!, Riccardi A.', Wang E.3, Mazzini G 2.

i2nd Medical Clinic, 2Centro Studio Istochimica CNR, Univ. and IRCCS
S.Matteo - Pavia, ITALY, 3 Lady “Davis Inst., McGill ‘Univ.- Montreal,
CANADA. o '

In vivo BUDR infusion coupled with bivariate (BUDR/DNA) FCM

fournishes, beside the S-phase fraction, the time parameters of cell

proliferation_ {i.e the tumor poténtial doubling time, Tpot) of the
whole Ieukemi_c_population. FCM bivariate analysis of_ two
proliferation-associated antigens: PCNA (as a measure of the growth

fraction,GF), and of STATIN (specific for celis that have gone out of
- cycle) make it possible to derive kinetic parameters ontly for cells -

actively engaged in cell proliferation.

Using both these approaches, we studied 'the_ pre-treatment
proliferative activity of 60 pts with. ANLL (subseguently - treated
with the -same- induction therapy) and of 15 pts with normal bone

‘marrow (BM).
The overall proliferative activity of leukemia was lower than normal .

r_ny_eloboiesis {Tpot:17.7 .vs'.3.5 days ) and there was a trend for an high
proliferative activity to be a -favorable . prognostic factor for ANLL

" pts. Considering PCNA/STATINiexpressicn, the . proliferative activity

of ANLL GF became closer to that of the narmal BM (Tpot:9.7 vs 3.1
days). The kinetic differences of PCNA/STATIN. positive cells between

' CR and-'non NR pts (Tpot:6.9 vs 12.5 days,. p<'.02) and between pts with

different CR duration (Tpot:6.4 vs 11.4 days, p<.02): -and-survival
(Tpot:5.8 vs 9, p<.02) became statistically highty significant. On

multivariate analysis (including clinical and biological parameters) -

time parameters of ANLL GF reached an independent prognostic value.
Our data reinforce the clinical value of pre-treatment proliferative
activity in ANLL.

Supperted by CNR, MURST, AIRC and IRCCS S.Matteo.

17

Changes in Viability and Surface Markers of Lymphocjrtes after Exposure to
Ionizing Radiation . _ .

A. Dehos’, M. Simké’, R. Kriehuber', H. Czempiel”, C. Egblomass¢’, S. Meier’

" Institute for Radiation Hygiene, Federal Office of Radiation Protection

" Department of Radiotherapy, Hospital of Miinchen-Schwabing

It is well known that fonizing radiation affects the immune system. Therefore it
should be investigated whether immunological parameters could be used as
biological indicators for radiation exposure.

One of the effects of ionizing radiation after in vivo exposure is a decrease in the
number of lymphocytes whereby the various subpopulations are differently sen-
sitive. It seems, however, that lymphocytes are more resistant to in vitro ir-
radiation. Differences in the viability of the cells but also changes in the expression
and presentation of surface antigens have to be taken into account by explaining
these observations. :

Mononuclear cells isolated from peripheral blood of healthy persons are irradiated
In vitro and incubated for several days. Subpopulations of lymphocytes and the
viability of cells are then determined by flow cytometry using monoclonal an-
tibodies and DNA-dyes (usually propidium jodide). Unirradiated mononuclear
cells from the same person are used as control. : :

Subpopulations of lymphocytes in radiotherapy cases are determined by the same
method. Patients are divided into groups according to Iocation and size of the
irradiated field. :

Whereas dead cells are never observed in peripheral blood even of radiotherapy
patients, the number of dead cells increases dependent on dose and time in
lymphocyte cultures. Moreover the distribution of the subpopulations is different
within dead and living cells and after in vitro and in vivo irradiation. Therefore
dose-effect relationships after in vitro and in vivo irradiation are difficult to com-

_ pare.
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WERTIGKEIT DER PLOIDIEBESTIMMUNG VON BIOPSIE-TUPFPRAPARATEN.

BEI UROTHELTUMOREN MITIELS IMAGE ANALYSE . .
M. Eisenmenger, A. Foger, R. Simak, M. Marberger, H. Wiener :

Eﬁﬂehﬂng:

Die Ploidiebestimmung mittels DurchfluBzytometrie von Operationspriparaten nach
gransurethralcr Resektion, Zystektomie und Nephroureterektomie wegen urothelialer Tumore
ist eine anerkannte Methode (1). In Fallen der Entnahme von Biospien aus der Schleimhaut
erfordert die Erstellung der histopathologischen Diagnose hiufig die konventionelle
Aufarbeitung des gesamten gewonnemen Materials. Eine DNA-Evaluierung mittels Durch-
flufzytometrie ist somit wegen Materialmangels nicht méglich, Eine mittels Image Analysis
System durchgefiihrt DNA-Bestimmung an Tupfpraparaten bietet sich als alternative
Methode an, und Dokumentatian ihrer Wertigkeit war Ziel der durchgefiilirten Studie.

Methodik:

.- Bel. 25 Patienten .mit Verdacht auf urothelialen Tumor wurden von entnominenen
Biopsien Tupfpriparate angefertigt. Die sprayfixierten Praparate wurden nach der Feulgen-
Schiff Methode gefirbt. Die DNA-Bestimmung an mindestens 200 Zellen erfolgte selektiv
mit dem Bildanalyse System VIDAS (Zeiss-Kontron, BRD)..

 Bei ausreichender Materialmenge wurde auch eine durchfluBzytometrische Unter-
suchung durchgefiihrt (PI-Farbung, FACS-Scan, Becton Dickinson).
In allen Fallen wurde die erstellte Ploidieanalyse mit dem histopathologischen Tumor-
Staging und--Grading korreliert. L e o ’

Resultate und Konkiusion:

Die erzielten Resultate érlauben den SchiuB, daB die Ploidiebestimmung von Biopsie-
Tupfpriparaten aus der Blasenschleimhaut eine wertvolle Erginzung zur konventionellen
histopathologischen Diagnose darstellt, ohne diese - bei umsichtiger Handhabung - zu
beeintrichtigen, Bei Vergleichen von DNA-Histogrammen, simuitan mittels Image Analyse
und DurchfluBzytometrie ersteilt, wurde eine Ubereinstimmung von etwa 90% gefunden. Die
Ergebnisse sind in Analogie zu bereits publizierten Vergleichsdaten an Blasenspiilfliissig-
keiten (2). Somit stellt die Bestimmung des DNA-Verteflungsmuster mit Hilfe der Image
Analyse eine wichtige und einfach durchzufiihrende Entscheidungshilfe fir den klinisch
tatigen ‘Arzt dar. e : :

Referenzen:

(1)  Gustafson H, Tribukait B. Characterization of bladder carcinomas by flow DNA

analysis. Bur. UroL 11: 410-417, 1985 :

2) If%oss LG, Wersto RP, Simmons DA, Deitsch D, Herz F, Freed SZ. Compararison of
ow cytometry, image cytophotometry, and cytology in patients with a past histo

of urothelial tumors. Cancer 64: 916-924, 1989 P P "
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-Reproduzierbarkeit  bei interaktiver Tumorzellkern-
* vermessung an histologischen Routineschnittpraparaten

von Mammakarzinomen
Engels K, Strohmeier R, Ackermann H1, Schnfirch H-G

Universitéts—Frauenklinik und 1_I'nst‘itUt fir Biomathematik

Universitat Frankfurt/M.

Die begrenzte Reproduzierbarkeit mikroskopischer Beurteilungssysteme
(Grading) fir Tumore war Anla8, die Reproduzierbarkeit morpho-
metrischer Messungen zu Gberpriifen.

HE-gefarbte histologische Schnittpraparate aus der Routinehistologie von

50 Mammakarzinomen wurden von 2 Untersuchem je zweimal

vermessen. Die Messungen wurden an einem IBAS1-Morphometriegerat
der Firma Kontron mit dem Kontron-Mefprogramm Version 5.42 bei
3660facher GesamtvergroBerung durchgefiihrt. Die intra- und die
interpersonelle Reproduzierbarkeit der Mittelwerte und der Standard-

abweichungen der Kernfliche, des Kernumfanges, des maximalen
Kerndurchmessers, zweier Formfaktoren, der Nykleolenﬂéche, der
‘Nukleus—Nukieolus—Relation und der Zell- und Mitosendichte wurde

ermittelt. Die Beschreibung der Reproduzierbarkeit erfolgte durch
Aquivalenzintervalle, wobei eine Abweichung von weniger als +/~10%
bzw. +/-20% als Aquivalenz beschrieben wurde. Zuséatziich wurde fir den
Mittetwert der Kemnfliche und fir die Mitosendichte eine metrische
Dreierkiassierung zur Darstellung der Ergebnisse verwendet.

Die zwei Formfaktoren und der maximale Kemdurchmesser zeigten die
hochste Reproduzierbarkeit, die Zell- und Mitosendichte die niedrigste.
Die intra— gegeniiber der interpersonellen Reproduzierbarkeit war hdher
bei der Kernfliche, der Nukleolenftiche und der Nukleus-Nukieolus-

‘Relation. Die Reproduzierbarkeit der Kiassierung war fir die Kernfiache

(80- 6_%) haéher als fir die Mitosendichte (58-78%).

Durch computerunterstiitzte Morphomeirie kann die Reproduzierbarkeit
histologischer ~ Feindiagnostik  nur  geringfiigig gegeniiber dem
konventionelien Grading gesteigert werden.
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EIN 4—PARAME?ER DURCHFLUSSZYTOMETRISCHES DATENSYSTEM AUF .
- EINER PC-EINSTECKKARTE

Ch. Farrenkopf, V. Kachel
Max—Planck-Institut fir Biochemie, D-8033 Martinsried

Personal Computer werden heute auch fir die Datenaufnahm
Meﬁwertverar:beituns von Durchfluzytometern verwendet. Durc:l'?fl%S
zytometer _11_efern ihre Daten in Form von Impulsen, deren Erfas-—
sung und digitale Verarbeitung mehr Aufwand erfordert als nur die
Aufnahme konstanter Gleichspannungen. - .

Eg wird eine Einsteckkarte fir IBM-AT kompatible PCs beschri
die alle  notwendigen -Elemente fiir die. durchfluﬂaytomt;:;ggggé
Impulsverarbeitung von 4 MefBparametern enthdlt. Zur Optimierung
der ~ Digitalisierungsgeschwindigkeit werden paraliele 12-Bit
Analog-Digital-Wandler verwendet mit einer Gesamtwandelzeit von
- 4,25 us fiir 4 Parameter. Jeder Parameter verfiigt ilber eine soft-—
warekontroll:.erte Triggerschaltung mit Peakdetektor. Die digita-
llslgrten 12 Bit Werte, die mit weiteren 4 Bits zur Parameteri-
dentlfikqtion-’versehen werden kénnen, werden zunachst in einem
FIFQ Speicher, der bis zu 512 Werte aufnehmen kann, zwischenge—
speichert. Ube_r DMA (Direct Memory Access) werden die Meflwerte
dann von dort. in den Arbeitsspeicher des PC {ibertragen. Durch die
schnelle parallele Wandlung mit FIFO~Zwischenspeicherung der
Mefwerte lassen sich auch noch im Abstand von ca. 10ps aufeinan—
derfolgende Zellen chne-Verlust erfassen. t :

Wenn eine Datenaufnahmé von mehr als 4 Parametern notwe i

; . : ndig ist

kann Jeu_.re1ls e:!.ne Mutterkarte fiir 4 Parameter mit einer Toghter—’

karte fir 4 weiftere Parameter kombiniert werden.

ggiunléiéx:.]etéiche Messtgngen kannt ein in Zeitschritten von 1/10
ogrammierbarer T1mer auf e1nen der Parame

gelegt werden _ . e ar terkanéle

Die Karte w1rd mit der LIST—PC Software betr1eben (1)

(1) Kachel V., Messerschmidt R., Hummel P.: Eight Parameter. PC-AT
Based Flow Cytometric Data System. Cytometry 11:805-812,1990
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_ SUBGRUPPENANALYSE VON CD34+ PRA-B-ZELLEN BEI PATIENTEN
' MIT MONOKLONALEN GAMMOPATHIEN UND NORMALSPENDERN.

Frithauf §, Haas R, Hunstein W
Medizinische Univcrsitﬁtsldinik und Poliklinik, Abt. V, Heidelberg

Es ist bekannt, daB beim Plasmozytom (MM) neoplastische pri-B-Zeilen in Knochenmark (KM)
und peripherem Blut (PB) das CD10 Antigen tragen. Andererseits wird in priklinischen Studien
bereits die Anreicherung CD34-positiver lymphohimatopoetischer Vorliiuferzellen zur
Tumorzelldepletion des autologen Knochenmarktransplantats beim MM eingesetzt. Ziel dieser
Untersuchung war es zu kliren, ob sich bei Patienten mit monoklonalen Gammopathien eine
VergréBerung der CD34+ pri-B-Zell Population findet.

Es wurden KM und PB von 14 Patienten mit Plasmozytom, 1 benigne monoklonale Gammopathie
und von 5 Normaltspendern untersucht. Fiir die Zwei- und Dreifarben-Durchilufzytometrie wurden
die direkt markierten Antikorper HPCAZ2 (CD34), 35 (CD 10), Lenl12 (CD19) und Leul7 (CD38)
verwendet. Zur CD34-Subgruppenanalyse erfolgte die Aufnahme der Zellen mittels entsprechender
Gates. -

Nach Ammonium-Chlorid-Lyse betrug der Anteil der CD34+ Vorlduferzellen im Knochenmark
0.45% + 0.09% (MM, Mittelwert + Standardfehler, n=11), bzw. 0.78% + 0.05% (n=5) bei den
Normalspendemn. Dies war mehr als zehnmal so viel wie im peripheren Blut. Bei MM lag der Anteil
CD38+ Plasmazellen im KM bei 9% + 11%, bei Normalspendern < 0.5%.

. Eine Expansion des CD34+ prii-B-Zell Kompartments bei MM wurde weder im KM noch in PB

. beobachtet. Allerdings fiel auf, daB nur ein geringer Anteil frither B-Vorliuferzellen im PB
sirkulierte: KM {MM) CD34+/CD19+ 21% + 13% (n=14) der CD34+ Zellen versus PB (MM)
CD34+/CD19+5% + 4% (1i=13). Ahnliche Werte ergaben sich fiir die CD34+/CD10+ Subgruppe. .
Bei der Drei-Farben Immunfluoreszenz zeigte sich, daB im KM fast alle CD34+/CD19+ Zellen das

. CD10-Antigen koexprimieren. Im KM nahm die CD19 Expression bei CD34+/CD10+ Zellen von

negativen Wenten ausgehend kontinuierlich zu. Im Gegensatz dazu trugen peripher zirkulierende
pré-B-Zellen vorwiegend deén CD34+/CD10+4/CD19- Phiinotyp.

Obwohl das frihe B-Zell-Kompartment bei MM anteilsmiBig unauffillig war, 4Bt sich

. durchfluBzytometrisch nicht unterscheiden, ob es sich dabei ausschlieBlich um normale

lymphohiimatopoetische Vorliuferzellen handelt. Periphere Blutstammzellen enthalten einen

. -geringeren Anteil CD34+ pra-B-Zellen als im KM und bieten sich damit als Stammzellquelle fir

die autologe Transplantation beim MM an.




... Isotation of fetal cells from maternal blood by a combination
' of densny gradlent centnfugation and magnetic cell sorting

H.§.P. Garritsen’, D. Génshirt-Ahfert’, A. Dohr?, E. Helmer?, C. Walde®
and W. Holzgreve®

Departments of Hematology (1) and Obstetrrcs and Gynecology (2)
University of Minster, FRG -

The occurence of fetal nucleated celis within maternal circulation has raised
hopes.for a noninvasive method of prenatat diagnosis. By - application of the
polymerase chain reaction, this goal appears to be accessible. Attempts to
amplify Y-specific sequences form the deoxyribonucleic acid of pregnant
“. women have shown that the number of fetal cells in maternal circulation is
- gxtremaly small, ranging within the lowest detection fimit even of the
polymerase chain reaction. The risk of contarmination is most prevaient at the
highest tevel of sensitivity and often leads to false-positive resuits. This risk of
-contamination caused several authors to evaluate methods for enrichment of -
fatal leukocytes, nucleated red blood cells or trophoblast cells before
‘polymerase chain reaction analysis.
-’ \We gvaluated a cotitbination of triple density gradient centrifugation and
- magnetic activated cell-sorting (MAGS) to enrich for fetal nucleated red blood .
cells. Using fiuorescence in situ hybridization (FISH) we were able to detect
12-14% cells with three signals inpregnancies with trisomie 18 at different
gestational ages as opposed to 2-4% in controls. There was no overlap in the
frequency of pesitive. celis between the narmal pregnancies and those of
trisomic fetuses. in aduit male and nonpregnant female controls no nucleated .-,
- erythrocytes were detected. Because our new approach was successful not i
-only retro-, but also prospectively, this cheap and easy to perform method is
suitable now for further large-scale clinical evaluatiorn ! :

Combined analysis of prognostic parameters in neuroblastoma

M. Gehring!, D. Haag?, K. Goerttler? and M. Schwab!

lGerman Cancer Research Center, Department of Cytogenetics, Heidelberg, FRG

E 2University of Heidelberg, Institute = of Comparauve and Expenmental Pathology,
: Hexdelberg, FRG

Neuroblastoma, a neural crest-derived tumor, is the most common solid tumor in children. The
frequency is about 1:106000. Most often the tumor appears at the age of approximately two years,
The causes of the tumor development are not known yet, but three different molcular changes
were found: "double minutes" (DMs), homogeneously staining chromosomal regions (HSRs) and
deletions of the chromosome 1p region.

The tumor stage and the patients age at diganosis are the most relizble clinical parameters to
predict the patients outcome. In our study we analyzed neuroblastoma tissues by DNA flow
cytometry for their total DNA content and by Southern blotting for their N-myc gene copy
number, 'We investigated the relationship of each of these two parameters to the prognostic
parameters of age and stage.

- Our study revealed that aneuploid DNA content or low N-myc gene copy nuber is significantly
.associated with the favourable prognostic parameters of low age and Evans' stage L, I, IVs, In

contrast dlplold or tetraploid DNA content of high N-nyc pene copy number is significantly
associated w:th the imfavourahle prognosnc paramters of hxgher age and Evans' stage IV.
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Figenschatten eines Piezo - Sorters

Géhde,W,*, Schmidt,E.-M.** und Tatchen,I.*

* Inséitué fir Stréhlenbiclogie'aer Westfdlischen Wilhelma-
Universitdt, Hittorfastr. 17, 4400 Mﬁngter

**Partec GmbH, Hufferstr. 73-79, 4400 Minster

Zwei Zallgortierverfahren haben dadurch eine gewisse Verbreitung
. gefunden, daf sie ip kommerziell -erh&ltlichen Flowsytpmetern

eingesetzt werden. Fir die dltere Methede ("Trdpfchen"- Soryer)
liegen =zahlreiche Beschreibungen, Erfahrupgen' und Ergebglsse
vor. FOr das neuwere Sortierverfahren ("Piezo-Sorter") Kkénnen
Wwir jetzt Uber etwa 6 Jahre eigene Erfahrung beim Sortieren
untterschiedlicher Partikel berichten.

Fiur die Entwicklung des Piezo-Sorters gab es eine Reihe von
Vargaben: .
1. Der Sorter sollte geschlossen sein, um steril
und ohne Gefihrdung des Bedienungspersconals durch
pathogene Keime und cancerogene Fluorochrame
. . arbeiten zu kénnen. . _ i
2. Der Sorter sollte sowohl kleinere als duch grdifere
‘Partikel sortieren kénnen. . :
3. Der Sorter sgollte den Partikeln keinen qeehanischen
' Stress zufigen, damit auch fragile Partikel sortierbar
sind.
4.. Der Sortiervorgang scllte vollstdndig Rechner- . .
' kontrolliert sein. Er sollte méglichst alle Partikel im
c'Sortiertenster aussortieren (z.B. - "Locher" im
ZellzyKlus). _— .

Das - Erreichen dieser Ziele wird durch abbildungen belegt.
Partikel von Chromosomengrdfe bis zu Langerhansschen Inseln
lassen gich sortieren. Fragile Pflangnprotoplasten _und
‘Protoplasten-hybride werden ~nicht geschidigt. Jedp Form von
Sortlerfenstern, auch Ronkave Formen und 1-Kanal breite Fenster,
kbnnen benutzt werden. ’ : :

pie Sertiergeschwindigkeit. betrigt: input-Rate bis 2zu 20.000
Partikel pro Sekunde, ocutput in Abhéngigkeit von der gewilnachten
Reinheit der Sortierfraktion bis 2u 400 pro Sekunde. Die
Reinheit der Scrtierfraktion kann abhingig von der Geschwindig-

keit (ber 95% betragen.

i i als Vorteil des Piezo—-Sorters, daf Meﬁs;elle und
giliﬁﬁihgiéig?ie nur 50 wum voneinandar entfernt sind. Der
Ablenkungsvorgang kann daher visuell oder mit e}ner TV-Kamera
direkt beobachtet werden, eine zeitraubende Einstellung der
"delay-time" entfallt. Das Sortierprinzip fithrt 2u elner
Verdinnung der sgortierten Partikel, da stédndig Ld2ung (1lml pro
min.} in den Sortierkanal flieBt.
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In-situ Nick Translation zum Nachweis von Apoptose_iﬁ
DurchfluBzytometrie und auf Gewebeschnitten

R. Gold !, G. Rothe ?, M. Schmied 3, H. Zischler !, G. Valet 2,
H. Wekerle ' , H. Lassmann 3

Max-Planck~Institut filr Psychiatrie !, Martinsried
Max-Planck-Institut Ffiir Biochemie 2, Maprtinsried
Institut fiir experimentelle Neuropathologie 3, Universitdt Wien

Apoptose , der programmierte Zelitod, ist ein Phlinomen das fiir Immmoclo~
gie, -Entwicklungsbiologie und Tumorbiologie gleichsam interessant ist.
Unabhéingig vom Zelltyp l#uft die Apoptose aber nach #hnlichem biochemi~

‘schen und morphologischen Muster ab, in dessen Mittelpunkt jeweils die

DNA-Fragmentation durch Endonucleasen steht. Bisher erfolgte der Nachweis
von Apoptose auf Einzelzellebene anhand indirekter Kriterien, n#miich dem
-norphologischen Nachweis von Chromatinkondensation oder enhand wverminder-
ter Fluoreszenz von DNA-Farbstoffen. Wir stellen eine Methode vor, die
an den molekularen Grundlagen der Apoptose ensetzt und die entstehenden
DNA-Strangbriiche durch in~situ Nick Translation mit Fluorescein-12-dUTP
oder Digoxigenin-11-dUTP markiert. Dadurch ist eine spezifische Analyse
von Apcptose auf zellul#rer Ebene, sowohl durchflubzytometrisch als auch
auf Gewebeschnitten, mtiglich. ’

Zur Etablierung des Assays benutzten wir ein gut charakterisiertes in-
vitro Modell durch Réntgenbestrahlung wurde bei frisch préparierten
Rattenthymozyten innerhald von 8 Stunden Apoptose induziert. Nach Fixa-
tion mit 4 ¥ Paraformaldehyd und Permeasbilisierung mit 0.025 % NP-40

-wurden die Zellen iiber Nacht bei 37°C mit DNA-Polymerase I und Fluores-

cein-12-dUTP inkubiert. Der spezifische nukle#ire Einbau von Fluorescein-
12-qUTP 1lieB sich durch konfokale Laserscanmikroskopie und Energietrans-
fer-Studien auf Propidiumicdid geffirbte DNA nachweisen. Die durchfluBzyto-
metrische Auswertung von Thymozytenapoptose nach verschiedenen Strahlen-
dosen (100 - 2000 rad) sowie ihre Hemmmg durch Cycloheximid, einem
Proteinsynthese-Inhibitor, stimmten mit Literaturdaten {iberein. Weiterhin
fand sich eine Korrelation der FACS-Daten mit der morphologischen Beurtei-
lung von DNA-Kondensation und dem gelelektrophoretischen Nachweis von
DNA-Fragmentation . '

Die Methode keonnte auch auf heterogene Zellsysteme und auf Gewebeschnitte
iibertragen werden. Wihrend Phycoerythrin-Cy5 Konjugate zur indirekten Mar—
kiermmg von Oberflichen- oder zytoplasmatischen Antigenen in din-vitro
Systemen bemutzt wurden, verwandten wir auf Gewebeschnitten Digoxigenin~
11-dUTP und Alkalische Phosphatase/PAP zur Doppelmarkierung mit permanen-
ten Farbstoffen.

Zusftzlich setzten wir bel in-vitro Systemen eine Photomarkierungstechnik
mit REthidummonomzidbromid (EMA) ein um Zellen, die vor der Fixation
bereits tot waren, zu markieren. BMA bindet kovalent an die DNA toter
Zellen ‘und ist deshalb auch nach Fixation und Permeabilisierung der
Zellen noch nachweisbar. So kann spezifisch zwischen Apoptose und Nekrose
unterschieden werden: bedi letzterer kann in sphten Stadien des Zelltods
ebenfalls unspezifische DNA-Fragmentation auftreten.

In-sity Nick Translation benutzt molekulare Grundlagen um Apoptose auf
zelluldrer Ebene spezifisch nachzuweisen. Sie stellt eine schnelles und
verltiBliches System fiir den Nachweis und die Untersuchung pathogeneti-
scher Mechanismen der Apoptose in verschiedenen Forschungsbereichen dar.




CA+ *-ANTAGONISTS NIFEDIPINE AND NITRENDIPINE ARREST 'SMOOTH
MUSCLE CELLS IN Go/G-PHASE .. s T
J. Hankowitz, G. Schmitz - ) _ o .
institute for Clinical Chemiétrv,- University of Regensburg,'Regensburg,‘ F.R.G.

Various animal studies, and. most recently human studies, . show that treatment
with calcium antégonists slows the progression of atherosclerasis at the stage
- of early l_esions'._ Hawever, the pr_eci_s_e mechanism by which calcium antagonists
'_rnodulate the cells involved in the atherosclerotic process remains unclear. A
'halln"nar_k_ of atherosclerbsis is the migration’ of smooth muscle cells (SMC} into
the intima,:where they transform into a synthetic phenotype. Therefore, we
'analyzed the effects of calcium antagonists on cell cycle distribution in SMC by
@ flow cytometric method. A cell culture model was estabiished, in which SMC
Care -synchronized as a subconfluent monolayer in a resting state (Gg/Gq-phase).
Subsequently, these cells were shifted into a profiferating synthetic phenotype
by addition. of a defined amount of serum in the presence or absence of the
drugs. Nifedipine and nitrendipine delay the transition of SMC into a synthetic
'phenotype, ‘whereas the enantiomers of nimddip'rne and the calcium channel
agonist BayK 864 exert no significant changes. In contrast, in endothelial cells,
‘which do not possess voltage operated calcium channels, these drugs have no

significant influence on cell cycle distribution.

In summary, we conclude that flow cytometric cell cycle analysis is an appro-

priate tool to simulate pathological events of the vessel wall in vitro.

i

FLOW CYTOMETRIC DNA-ANALYSIS IN PRIMARY BREAST CANCER: S~PHASE
FRACTION AND PLOIDY AS PROGNOSTIC FACTORS AND THEIR CORRELATION TO
TUMOR-CELL ASSOCIATED PROTEASES.

N. Harbeck, E. Schiiren, N. ¥ oto, L. Pache, M. Schmitt,
F. Jénicke, P. Dettmar”, H. Hdfler" and H. Graeff.

Frauenklinik und *Pathologische.s Institut der Technischen
Universitidt, Minchen. - - S :

The clinical impact of flow cytometric DNA analysis depends very
much on the qualtity and reproducibility of the technique used for
sample processing. In our laboratory we have developed and applied
an improved technique for extraction of pure nuclei from formalin-
fixed, paraffin-embedded sections based on Hedley"s method (1983).

Paraffin sections of 153 primary breast cancer patients were then
evaluated by flow cytometry for ploidy and S-phase fraction (SPF).
Thirty-nine tumors (25%) were dipleoid, 114 tumors aneuploid. S~
phase was only determined in diploid tumors, and an optimal cutoff
of 7 ¥ was found using the CART method. Thus, .of the 35 {20%)
diploid tumors for which S-phase determination was possible, 24
(69%) had a low and 11 (31%) had a high SPF. No correlation was
found between ploidy status or SPF and established prognostic

" factors, except for an inverse correlation between estrogen

receptor status and SPF in diploid tumors. No significant impact
of ploidy on rxelapse-free or overall survival could be seen.
However, S-phase fraction - (SPF) in diploid tumors was a
statistically significant prognostic factor for relapse-free
survival (p = 0.02): patients with low SPF in their tumors had a
significantly - longer relapse—free survival than those with high
SFF. : : . .

Tumor-cell associated proteases 1like urokinase~type plasminogen
avtivator (uPA) and its inhibitor PAT-1 are new and strong markers

" for invasion and metastasis. They have a significant prognostic

impact on relapse-free as well as overall survival in prim
breast cancer. No correlation betwesen u~PA and established
prognostic factors was found. However, there was a significant
positive correlation between PAI-1 and S-phase fraction (p < 0.05)
as well as an inverse correlation between PAI-1 and hormone
receptor status. Thus, PAI-1 might be a marker not only for
metastasis but also for proliferation.




MEHRPARAMETRIGES °"OPTISCHES SORTIEREN® DURCH BILDAUFNAHME AUS-
DEM DURCHFLUSS

R. Hiuller, E;'Gloséner, J.Weinglrtner, V.Kachel
Max—-Planck-Institut far Biochemie, D-8033 Martinsried

Sortieren -von Zellen und Organismen aus dem Durchflul ist ein
relativ. ‘aufwendiges ‘Verfahren. Es wird heute. oft benutzt, um
Zellen und Organismen, die durch bestimmte, meRbare Elgenschaften
charakterisiert sind,-auch morpholog1sch oder taxonomisch einzu—
ordnen. Die sortierten Objekte milssen =zundchst im Sortiergefal
w1edergefunden werden und dann fiir die Mikroskopie prépariert

:werden.-

_Dxeses "Aanalytische Sortieren' kann durch die mefBwertgesteuerte
Bildaufnahme: aus dem Durchfluf vereinfacht werden. Mefiobjekte,
‘die durch bestimmte MeBwerte charaketerisiert sind, werden scfort
aus -dem f11eBenden Strom heraus mit ausreichender - Aufldsung

abgebildet.

.:Fur den Einsatz in der Meeresforschung entstand ein sog. Macro
Flow Planktometer, das Planktonorganismen von 0,1 bis ca. 2 mm
Lange nach Volumen und: Fluoreszenz -analysieren kann Als Option

.'kann dieses Geridt mit einem Bildaufnahmesystem ausgeriistet wer—

den, dessen Funktlon vom analytischen Teil kontrolliert wird.

-Das Bildsystem w1rd kurz beschrieben. Mit Artemien als Modellora—
nismen werden praktische Anwendungen der selektiven Bildtrigge-
rung demonstriert. Es wird gezeigt, wie durch ein- und mehrpara-
metrige Entscheidungsfenster gezielt Videobilder von Organd smeng—
ruppen gewonnen werden konnen, aus denen deren morphologische

: Eigenart und -zahlreiche k&rperliche Detalls erkannt - werden
konnen. e .

Mehrfluoreszenzfarbstoffanalyse Zum Nadhweis,unterschiedlicher

Mikroorganismenspezies

Hutter, Karl-Josef

Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg, Im Neuenheimer

Feld 280, 6900 Heidelberg 1

In der mikrobiellen Analytik werden sehr selten durchfluBzyto-
metrische Untersuchungsmethoden eingesetzt. Grilnde hlerfﬂr sind
U.a. die geringen DNS- Gehalte der Mlkroorganlsmen 1hre mannlg—

Faltlgen Wachstumsformen und ihre Neigung zur Bildung grofer

Zellkollektive.

-Durcﬁ_die Produktion neuer Fluoreszenzfarbstoffe und verbesser-

ten Fluorochromkonjugaten ist nun die Mdglichkeit gegeben un-
terschiedliche Mikroovganismenspezies.mit'ﬁier.ﬁluorochromen Zu
markieren und simultan mit der Welleﬁlange 438 nm anzuregen und
durchfluBzytometrisch nadhzuweiseﬁ. Mit der Fldoreszenzfarb-
stoff Kombination bestehend aus FITC, CY5, TRITC und PE kbnnen

50 e1nlge vergesellschaftate Mlkroorganlsmen wie Bakterlen, ‘Kokken

und Hef'en durch spektrale Trennung unterschieden werden.




Proliterationsstudien an Leukamiezeliinien nach Stimutation mit
verschiedenen Differenzierungs- und Wachtum_sta_ktoren

R Jiger, A Scriba, J. Heymanns, K.H.Pflager

Klinikum der Philipps-Universitit, Zentrum for Innere Medizin, Abt. HE gic/ Jkalc 2 logie, ingy
3550 Matbury

Akute myeloische Leukimiezellen (AML) zeigen cine hobe Froliferationskapazitit und kénneo in

vitro unter bestimmten Stmulationsbedingungen mebr oder weniger zu reifen Endzellen
- differenzieren.

Das Studium der Proliferationsvorginge erfordert schr zeit- und malcnalaufwcndxge Analyscn mit

grolien Kolturansitzen, :

Darch die Flowzytometrie ergibt s:ch die Mughchkeu., dicse Prozesse schncll und quantitativ zu

erfagsen.

Bromdesoxy Uridin (BrdU) ist ein halogemertas Bascnanalog, welches fiir Thymidin wihread der
.. Replikation der Zelle in dic DNA cmgr.baur. wird. Mit einem monoklonaten FITC-konjugiertcnanti-

BrdU Antikdrper lassen sich die in der 5-Phase befindfichen Zollen durchfiulizytometrisch

bestimmen.

Durch eine simultane DNA Farhung mit Propidium Iodid kann man ubcr den DNA Gehalt die

Ruhephasen (G1/G2) des Zellzyklus bestimmen.

Mit dieser Methodik lassen sich Proliferation und Zellzyklusanalysen gut darslcllen

Wir haben einen BrdU Assay spediell fiir akute myeloische Leoukiimiezellinien mit hoher

Reproduzierbarkeit etabliert. Die Zellinien LG3 (AML)in RPMILG40+SIT, GK37 (AML)in

RPMI1640 +9%FCS, KGE (AML) in RPMI1640 +9%FCS, HL6# (AML) in RPMI1640 +9%FCS

dienten als Untersuchungsmateriak.

Vorversuche zeigten, daB die LG3 und KG1 Zellen sich in-ciner 5- tigigen Hungerkinetik in RPMI

chne Selen, Insulin, Transferrn (SIT) bzw.FCS sehr schlecht synchronisteren liessen.

Nach 5 Tagen befanden sich noch iiber 55%Zellen in der Synthesephase und 38% in der G1-Phase.

Bei GK37 und HLG0 dagegen fand man nach 5 Tagen nur etwa 15-18% BrdU posmve Zelien und ca.

0% Zellen in der G1-Phase.

Wir haben mit folgenden Substanzen stimuliert: Refinsfure, TPA, Vit.D3, DMbO GM-CSF, IGF-1

4 -2 mit Bmdungspmtem, verschiedene Interleukine und Pharmaka.

Die Frgebnisse zeigen, daB sich mit diesem Testverfahren auch feinste Unterschmdc im

Wachstumsverbalten nach ciner Stimulation bestimmen lassen.

Detektion intrazellulirer Cytokine

"Wir“ beschreiben hier die Etablierung eines durchfiufzytometrischen

. gelehnt an eine bereits existierende Methode fiir die Fluoreszenz-

U'bereinstimmung mit den Cytokinbestimmunsén der Zelliberstinde.

Jung T, Schauer U, Rieger C

Universitdts—Kinderklinik im St. Josef Hospital, Ruhruniversitdt Bochum

Cyiockine kdnnen von einer Vielzahl von Zellen gebildet werden, was die
Notwendigkeil einer Bestimmungsmethode zur funktionellen Charakter-—
isierung einzelner Zellen in einem heterogenen Verband deutlich macht.
Cytokinmessungen auf Einzel-Zell-Niveau sind daher sowohl fiir die
immunologische Forschung als auch fir die klinisch immunologische
Diagnosiik els Funkiionsparameter von immunkompetenten Zellen wvon
Interesse. :

Assays zur Bestimmung von Cytokin produzierenden Zellen in humanen
mononuklefiren Zellen mit Hilfe der indirekten Immunflucreszenz. An—

Mikroskopie (1) wurden die Zellen nach Akiivierung mit 4% Paraform-
aldehyd fixiert und mit 0.1% Sapconin permeabilisiert. Diese schonende
Behendlung ermdglichte zusédizlich die Phenotypisierung mit Ober—
flachenmarkern. Das Signal/Rausch Verhilinis wurde durch den Einsatz
des Proteintransport-Hemmers Monensin erhdhti, wes die Messung von
I1-4 und IL~5 produzierenden Zellen erst ermdglichte (1-4%).

Der Einsatz Isotyp unterschiedlicher moncklonaler Antikérper gegen
Cytokine und Isolyp spezifischer Zweit-Antikérper machte die simultane
Detektion von bis zu drei Cytokinen mit einem FACScan méglich.
Alternativ konnten zwei Cyiokine mit einem Oberflichenmarker oder ein
Cytokin mit. zwei Oberflachenmarkern bestimmt werden. Die Bestimmung
intrazellularer Cytokine von 9 T-Zell Klonen hinsichtlich der Produktion
von IFN-gamma, I1-2 und IL-4 zeigte in 25 von 27 Messungen eine

Die beschriebene Methode ist schnel und semiguantitativ. Sie erlaobt
die Interaktion von Zellen des Immunsystems nach  Aktivierung zu
studieren. Ferner lassen sich klonierte Zellen auf ihr Cytokinmuster
untersuchen. Filir das klinisch immunologische Labor ergeben sich
mdglicherweise Indikationen bei der Charakterisierung wvon immun-
defizienten Patienten, sowie beim Monitoring einer immunsuppressiven
Therapie.

1. Sander ef el. 1991, Immunol Rev 115:65




Sorting of rare cells : Positive Selection of CD34+ Hematopmetlc '
Progenitor Cells in Human Peripheral Blood by Magnetic Cell
Separatmn

Jimitaka Kato and Andreas Radbruch .
_Insutute for Genetlcs, Umversity of Cologne, 5000 Co]ogne 41 Gcrmany

 Isolation of rare cell on the basis of a molecule they express, by fluorescence-

. activated cell sorting (FACS) has some problers: the difficuity to discriminate
between rare cells and cells of the rna_)or population, due to "population overlap”,
the necessity for long time sorting, etc. The combination of enrichment of rare

" cells by fast High-Gradient Magnetic celi separation (MACS), followed by

. farther purification by FACS, using several parameters for optimal discrimination,
can yield enrichment rates of upto 106-fold in one experiment. . CD34+ cells
present.at 0.21+0.066 % in PB were enriched to a frequency of 40 ~ 60 % by
MACS. A nearly homogeneous population of CD34+ cells (>95 % upio 99.5 %)
was achieved by a combination of MACS and FACS. . The enrichment rates
were 532-fold by MACS, and 30218-fold by MACS and FACS. Of the initial
CD34* cells, 50 ~ 700 % were recovered after MACS. Using the enriched
CD34+ cell population, further phenotypic characterisation was performed with
second monoclonal antibodies. Furthermore, phenotypic analysis of the CD34-
enriched cell population enabled the detection of a small CD34 high positive
subpopulation in PB-CD34* cells constitating | ~ 3 % of all CD34+ celis. The
evaluation of in vitro growth characteristics of CD34+ cells showed that PB-
CD34* cells possess the ability for normal hematopoietic colony growth. The
availability of large quantities of pure PB-CD34+ cells relevant for stem cell
transplantation and offers the poss:bllxty for easy geneuc rnampulanon of the
hematapmeuc system
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A CONSTANT FLUX SYSTEM USING THE "MAGNETIC CELL
SEPARATOR" (MACS) FOR HIGHLY EFFICIENT CELL
DEPLETION

H.-D. Kleine, D. Scheinichen, E. Lux, G. Diring, H. Poliwoda, and
M. Freund.

Immunomaghetic separation technigues are useful to deplete cytokine
producing ceils from sampies for clonogenic assays or other functional
assays depending on proliferation. The depletion is not as effective as
sorting with a flow cytometer, but faster by several times. One method is
the "Magnetic Ceil Separator™ (MACS) utilizing a biotin-avidin-system
bound to a polysaccharide coated superparamagnetic nucleus (size 50-
150 nm). A alternative method for high efficient T-cell depletion using

- the "Magnenc Cell Separator™ js described. T-lymphocytes were depleted

from peripheral blood samples 6f 37 patients with chronic lymphocytic
leukemia (CLL). The flow speed in the MACS column was adjusted by a
syringe-driver allowing a constant flow speed of about 100 p/minute.
The mean content of T-ceils after depletion was 0.17 % (SD + 0.27 %).
The effectiveness of depletion was calculated to a mean 93.7 %. There
was no correlation between the proportion of CD3-positive cells before
and after depletion.

Abt. Hi#matologie und Onkologie der Medizinischen Hochschule
Hannover, Konstanty-Gutschow-Strafie 8, W-3000 Hannover 61, FRG




VORLAUFIGE REFERENZWERTE FUR ACHT LYMPHOZYTENSURPOPULATIONEN IM
LIQUOR CEREBROSPINALIS

Kleine, TO*, Hackler, R*, Albrecht, T**

* Med. Zentrum f£iir Nervenheilkunde (Funktlonsberelch Neurochemie)

der Universitat Marburg
Becton chklnson GmbH, Heldelberg

Die flow-cytometrische Analyse der Lymphozyten im quuor cerebro-
spinalis kann mit den Methoden fur Blutproben nicht durchgefithrt
werden, da im Liquor beil einem Referenzbereich von 0-5 M Leukozy-
ten/l die Zellzahlen einzelner Lymphozytensubpopulatlonen 1000 bis
30.000 mal niedriger sind. Deshalb haben wir fir FACScan nit der
Research Software (Becton Dickinson) ein Verfahren entwickelt, um
Lymphozytensubpopulationen in zellarmen Liquorproben zu analysie-
ren:

Die Ileukozyten in Liquorproben mit <10 M/) wurden mittels Zentri-
fugation (200 x g, 15 min 47C) angereichert und 50 pl des in
Ligquor resuspendierten Zellsediments mit 5 ml monoklonalen Anti-
kérperreagenzien .{Anti~Leu-4, Simultest IMK Plus; Becton
Dickinson) und 10 pl 1DS-751 Arheitslésung 30 min fiber Eis inku-
biert. Der Ansatz wurde mit 250 prl PBS (4°C) gemischt und voll-
sténdig analysiert.

Im Lumballiguor von 24 Kontroll—Patienten (24-77 Jahre alt) wurden
folgende Lymphozytensubpopulaticnen (Zellen pro ml) gemessen
{Median, 5.-95, Perzentil):

T-Lymphozyten (cD3h) 818 (311 - 2385)
aktivierte T-Zellen (CD3* HLA-DRY) 83 ( 18 - 254)
Helfer-/Inducer~T-Zellen (cD4™) 600 (206 - 1623)
Supgressog/zytotox1sche T=-Zellen (CD3+B ). 153 ( 83 - 333)
cp3t16188T T-Zellen 21 ¢ 9 - 52)
cpstat T-zellen 32 ( 8 - 63)
NK-Zellen (cD1&tss™ 30) 37 ( 13 - 87)
B- Lymphozyten (CDls ) ) ) . -2 ( 0 - 28)

Ein Verglelch mit den. Lymphozytensubpopulationen im venésen Blut
macht einen Blut—len—Schrankeneffekt fir Suppressor/zytotoxische
T-Zellen c¢D378%, ¢D3%16756% T-zellen (nicht-MHC-restringierte
zytotoxische Zellen), NK-Zellen und B-Lymphozyten wahrscheinlich.
Dagegen 1ist eine erleichterte Passage von aktivierten T-Lympho~
zyten und Helfer/Inducer T-Zellen durch die Blut-len-Schranke an-
zunehmen.

Es wurde ein prozentuales CD4 /CDS+-Verhaltnls von 2,5 berechnet-

nach abzug des cpatgt-anteils vom cD8*-Wert stieg das CD4 /CD3 gt~ -

Verhdltnis auf 3,4 an.

Diese Ergebnlsse zeigen, daB die Referenzwerte fiir Lymphozytenpo-
pulationen im Liguor von den verwendeten monoklonalen Antikérpern
stark abhingig sind, was eine Standardisierung der Methoden
. dringend erforderlich macht. - :

- Bei der DurchfluBzytophotometrie urothelialer Neoplasien wird

-Ziel der vorliegenden Studie war es, nach Etablierung der

Hehrparameter-nurchf1uBzytophotometr1e zZur Ph&notyp1sxerunq'und
DNA-Bestimmung von urothelialen Neoplasien in vitro und in vivo.

Kniichel R!, Nicoiai H?, Bach E?, Hofstiadter Fl. *

1 Institut far Pathologie der Universitit Regensburg
2 Abteilung Urologie des St.Josef Krkh. Regensburg

eine Selektion der Urothelzellpopulation 2ur genaueren
Bestimmung des DNA Index angestrebt. Wihrend Antizytokeration—
antikérper durch Markierung eines Gewebstypes (Epithel) =zur
Selektion eingesetzt werden, ermdglicht eine Reihe Urothel-
assoziierter Glycoproteine (UAG, Fradet 1986) eine weitere
phinotypische Klassifizierung, da diese Marker als z.T. mnit
Proliferations- und z.T mit Differenzierungseigenschaften der
Urothelzellen assoziiert, beschrieben werden.

Farbung das Verteilungsmuster von 4 Antikérpern gegen UAG
(UrRO1l,~5,-9,-10, Signet) an Harnblasentumorzeliinien
unterschiedlichen Differenzierungsgrades zu untersuchen und
diese Daten mit Zellsuspensionen aus Harnblasenspilungen und
vereinzelten papilléren Urotheltumoren zu vergleichen.

Zellsuspensionen wurden entweder als frische Zellen oder nach
Kryopraserv1erung in einem Sucrose und DMSO haltigen Puffer mit
einer indirekten Immunflucreszenztechnik gefdrbt und nach
Propldlumzodldfarbung an einem FACSCAN (Becton Dickinson) unter
Einsatz von 2 Pulsprozessoren zur spiteren Doublettendiskrimi-
nlerung gemessen. ( Software: CELL-FIT).

An Zellinien { HU609, RT4, HT1376, J82, MGH-U1) zexgt sich, das
die Antigene, die mlt Prollferatlon und aggressiverem Wachstum
assoziiert gefunden werden ( URO1l, =-10) auch bei hochdifferen-~
zierten Tumoren gefunden werden, umgekehrt jedoch Antigene, die
Differenzierung von Urothel anzeigen, (URO5, -9) bei wenig
differenzierten Zellinien nicht vorkommen. Der als Panurothel-
marker beschriebene Antikdrper Uro$S ist in einem Teil der
Zellinien negativ.

Durch, diese Daten erhalten wir einen interessanten Hinweis auf
eine partielle Anderung des Zellphénotyps in vitro.

Zudem hat uns die Etablierung der Methode an Zellinien gezeigt,
daB reproduzierbar der UAG-Gehalt und die. DNA-Vertellung
dargestellt werden kénnen. Die Untersuchung weiterer in wvivo
Tumoren wird durchgefiihrt, um die Bedeutung der UAG-Expression
fiir die Prognose der urothelialen Neoplasien bewerten zu kénnen.

* Die Arbeit erfolgte mit Unterstiitzung der DFG: Pro;ekt
Knuchel/Urothelkar21nom 253.




HOLE OF MDNONUCLEAH PHAGOCYTE SUBPOPULATIDNS AS MAHKERS OF
ATHERQGENICITY IN HYPERCHOLESTEROLEMIC PATIENTS i

E. Kovacs, G. Rothe, G. Schmitz

institute for Clinical ‘Chemistry, University of Regensburg; Regensburg, F.R.G. . .

Atherogenesis is associated with enhanced adhesion of circulating monocytes to -

the injured endothelium and their. rnrgration ‘into the subendothelial space where
they transform into. lipid loaded foam cells and activated macrophages leading to
inflammatory -tissue destruction. Atherogenic lipoproteins are supposed to - in-
duce many of the changes within the vessel wall. The goal of our study was to
investigate whether an altered activation and differentiation of the circulating
© monocytes might be also .péth,o'genetically:{elated to the changes in the vessel
wall in atherosclerosis. We studied LDL-receptor expression (C7A monocional
antibody}, and the expression of activation and differentiation markers (CD14,
CD16, CD4, CD64, HLA-DR), membrane bound compierheht regulatory proteins
{Ch11b, CD18, CD25, CD35, :Ch46, CD55, CD59) and adhesion molecules
- {CD11a, CD48, CD58) on monocytes from freshly drawn blood of patients with
hypercholesterolemia with flow cytometry. Patients were divided into two
groups according-to the presence (CHD*) or lack of (CHD) coronary heart dis-
ease. A significant decrease ‘of differentiation and activation markers, and mem-
brane bound complement . components was detectable on- monocytes from
CHD * patients suggesting either a downregulation of surface receptors or the
selective depletion of mature monocytes. This hypothesis was further supported
" by the reduction of the CD14+/CD16* subpopulation in CHD* patients. To
mimic the effects of lipoproteins on circulating monocytes, mononuclear phage-
cytes from héaithy controls were cultured for 1-7 days in the'presence of LDL,
its modified forms (acL.DL, oxLBDL}, HDL,; and HDLg, LDL and its modified forms
. induced an up to 2.4-fold higher expression. of the compiement regulatory pro-
teins and adhesion molecules during the culture of monocytes from controls but
an increase of the CD14+/CD16* subpopulation in the case of HDL subfrac-
tions: The early activation of cultured monocytes was also reflected by_ an in-
creased oxidative burst response, alkaline intracellular pH through activation of
the Na*/H*-antiport, and decreased lysosomal cathepsin B content. In pro-
longed culture of 7 days, monocytes showed a retarded expression of HLA-DR,
CD14 and CD4 in the presence of the LDL derived fractions, but normal reactiv-
ity with the HDL subfractions. Our results suggest that the acute activating ef-
fect of LDL and its maodified forms might lead to the reduced differentiation of
monocytes due to the depletion of their energetic capacity also. reflected by the
reduced marker expression on the surface of circulating monocytes from CHD*
hypercholesteralemic patients.

Aussagekraft flowzytometrischer DNA-Analysen von OP-Préparaten
' und Feinnadelbiopsien der Prostata

Th. Led!, H. Cullmann, B. Ledl
Urolagische Universitéiskiinik der Ludwig- Maximilans-Universitit
Kiinikum Grofhadsrn, Marchtaninistraie 15, 5000 Munchen 70

Die Bestimmung des zeliuliiren DNA-Gehalts bei Organtumoren hat in den letzten Jahren wegen der
erkennbaren prognostischen Relevanz und den vertretbaren Priparationsaufwand den Nachweis
einer kiinischen Einsatzméglichkell erbrachl. In unserer Studie sollte geprifft werdsn, ob und flir
welche Fragestellung dies auch flir Prostatatumoren gilt. Zwischen 10/87 und 1/92 wurden bef 83
Operationspraparalen ven Tumorpatienten mil radikaier Prostatekiomie und bei Ubsr 90 Feinnadsl-
biapsien von Patienten mit Kinisch suspektem Prostatabefund flowzytometrische DNA-Analygen vor-
ganommen. .

Dis optimale Préparationsmethods ist von Ausgangsmaterial und Fragssteflung abhéngly: Fur Tu-
morblticke aus Operationsgewsbs - prognostische information - ist diss dis Einparamater-DNA.
Messung einer durch Detergens und Enzym gewonnenen Kemsuspenslon. Bel Felnnadelbiopsien -
diagnostische Aussage - hat sich eher dle DNA/Cytokeratin-Doppelmarkiensny intakler Zsllen 2ur
Ausgrenzung stérender Subpopulationsn hewshrt.

Mahrere Problemstelien sind zu iiberwinden: Prostatagewebe enthilt oft groBe bindegewebige
Antelle, was liber sine hihers Dobriskurve die Prolifarafionsauswertung srschweren kaan, Des wel-
teren kann - wie flir histologlsche und Zytologische Urntersuchungen von Prostatablopsiagswebs -
durch die bekannta Multifokatitit dieser Tumorerkrankung ein Sample-Error enistehen, der dis Ent:
Niahine von mekrersren Proben aus verschiedenen Organarsalen notwendly macht. In Ubersingiim-
mungmit bereits vorliegender Literatur scheint aber aufgrund siner spezifischen Tumaorbiologle der
Prostatatumoren der Antell aneupiolder Karzinome sehr klein zu sein.

Unsers Ergebnisse zeigen ebenfalls einen Anteil ansuploider Karzinome von nur 7%. Die Tumoren
erscheinsn In Uiber 70% der Félle mit euploldam Grundmuster und einer erhihten Prolifsrationsrats,
Die Ansuploidierate sowde die Proliferationsrale wichst mit gréGerem Tumorstadium und zunshmen:
der Entdlfferanzierung,

Zwar wére dis Selsktion und gesonderte Behandlung der Gruppe der aggressiven ansuplokden Kar-
Zinome winschenswert, Bedingt durch die flr sine Screeningmethods nock 2u geringe Sensitvitit
kann aber zur Zelt nicht an einen kilnlschan Routinesinsatz gedachi werden. Es Ist geplant, durch die
Kombination der DNA-Anatyse mit dem zellutiren PSA-Besatz im Rahmen siner flowzytometrischen
Doppeimarkierung dis Erkennungsrate waitar 2u steigem.




| Me_fhodik und Wertigkeit ﬂoWzytometrisché'r DNA-Analysen im
B Rahmen der Spermatogenesebeurteilu_ng

 Th. Llsdl, W, Vamensiack‘ M. tdzikowski, P. Fabriclus?
! Urolagische Univarsitztsklinik der Ludwig- Maximilians-Universitst Miinchen
Urologische Ableilung das Krankenhauses Moabit, Berlin

-An mehr als 20 Hodenblopsien und Orchieklomie-Priparaten wurden durchfluBzytometrische Mes-
sungen des zeiluléren CNA-Gehalts durchgeflihrt. Nach atkohalischer Fixlerung, mechanischer Zer.
“Klelnerung, Fitterung durch ein 70um-Netz und dem enzymaiischen Abbau der HNA wurden die

- Proben mit Propidiumjodid geférbt.
~ Aufgrund Thres unterschigdlichen DNA-Gehalts koninten dis verschisdenen Zslipopuiationen sin-
deutig Identifiziert werden. Dis haploiden runden und elongierten Spermallden werden deutlich von

den diplolden Sertoli- und Leydigzellen sowis den priméren Spermatozyten und Spsrmatogenien mit

diploidem baw. tetraplatdem DNA-Gehait getrennt.

Im Vergisich der verschisdenen Arten der Materialgswinnuny ergibt die Hodenbiopsie durch skro-
tale inzislon die besten Ergebnisse. Mittels Felnnadelaspiration oder Stanzbiopsie gewonnenss
Gewebe zeigt dagegen einen unverhiiliinlsmasig hohen Antell von haploidenZaIIen und Debris, sodaB
hier keing sichers Spermicgenssebeurteliung méglich wira.

" In Ubersinstimmung mit bereits vorliegender Literatur wurde sin Antsil von mindestens 40% ha:
ploiden Zelten als Normalwert der Sparmiogenese gefunden. Der Prozensatz der haploiden Zeflen
korrellert mit den E]akulatpafamatem Gegenlibsr den histologischen Paramatern st durch dis flowzy-
temetrische DNA-Messung aber eine standisierte Beurtellung mégilch. Interessanie Aspeite bietet
darliber hinaus die Umarsuchung von Leistenhodsn- sowie aneuploldem Kelmzulﬂumorgawebe in
dem die Spermiogenese fast vollstandig unterdriickt wird.

- "Dle l!owzytomstﬂscha DNA-Analyse von Hodenblopsien Ist elne schnalle und sinfache Msthode
um die Spermatogenese quantttally zu erfassen. Sla bietet sine Mcgllchkail, in Verblndtmg mit dan

his!oluglschan Parametern dis Theraplachancen der ménnlichen infertilitst besser abzuschawan und .

wird deshalb In definierten Indikationsbereichen als additives Dlagnqs_e\;eifahran angewandt,

: Durchﬂunzytometrie und Zellsortierung tebender Zelien anhand

spezifischer sezernierter Molekiile

Rudl Manz, Stefgn Miltenyi*. ond Andreas Radbruch
Institut fiir Genetik der Universitdt zu Koln und *Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach
Die durchfluBzytometrische Analyse und Sortierung einzelner lebender Zellen nach

von ihnen sezernierten Molekiilen war bisher nicht oder nur sehr aufwendig
méglich, Wir haben ein einfoches Verfahren entwickelt, um sezerri_ierte Molekiila

«-+ der” Durchflubzytometrie sowie der magnatischen Zellsortierung zugtinglich zu

mochen, In die Membran labender Zellen werden gegen das sezernierte Produkt
gerichtete  "Fongantiktrper” inseriert, die die sezernierten Molekiite nach der
Sekretion einfangen und an die Zelloberfitiche binden. Dort kénnen die sezernierten
Moilskile wie Oberfldgchenmelekiile spezifisch flucreszent und magnetisch angefidrbt
werden. In einem Testsystem aqus sezernierenden und nicht seZernierenden
Hybridomzailen konnten wir so die sezernierenden Zellen spezifisch anfdrben,
analysieren und sortieren. Fur die biomedizinische Grundiagenforschung und die
Biotechnologie bietet die neue Technik ganZ neue Perspektiven, denn die Vorteile
der DurchfluBzytometrie und die duBerst effizienten modernen Zslisortierungs-
methoden lassen sich jetzt curh auf sezernierte Zellprodukte anwenden,




Flowzytometrische Quantifizierung von Opsonophagozytose
und Abtdtung von S.aureus und C.albicans durch periphere
Blutleukozyten

E.Martin und S.Bhakdi
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie; Hochhaus am Augustusplatzn; W
6500 Mainz

Eine flowzytometrische Methode fiir die Analyse von Opsonophagozytose
und Abtdtung von S.aureus und ¢.albicans durch periphere Blut-
leukozyten wurde von uns entwickelt. Mit einer griin fluoreszierenden
Vitalfidrbung markierte Staphylokokken oder Candida werden mit zell-
reichem Plasma, gewonnen aus Vollblut nach Dextransedimentation der
Erythrozyten, . inkubiert. Aufgrund selektiver Markierung dexr Granulo-—
zyten und Monozyten mit einem orange fluoreszierenden monoklonalen
AntikOrper (Anti-~-CD13) kann der Anteil der Phagozyten, die mit Mikro-
organismen assoziieren, im Sinne " einer Doppelflucreszenz {orange-
s griin) ermittelt werden.: Parallel kann .das Verschwinden extrazellu-
lirer Mikroorganismenim Siane einer Abnahme der Anzahl griin fluores-
zierender Partikel verfolgt werden. Die Abtétung der Bakterien oder
Hefen zeichnet sich durch Verlust deren Griinfluoreszenz aus. Rach De-
.tergenzlyse der Blutzellen wird die Anzahl griin fluoreszierender
Partikel flowzytemetrisch bestimmt, wobei die Reduktion der Anzahl
der ‘Abtdtungsrate entapricht.

Diese Methode erlaubt eine schnelle Untersuchung der Phagozyten—
funktion im Routinelabor ebenso, wie sie zur Losung von grundlegenden
Fragen der Phagnzytoae und Abtétuny von Mikroorganismen herangezogen
werden kann.

Lit;: Martin et Bhakdi; 1991; J. Clin. Microbiel. 2%: 2013-23. Martin
et Bhakdi; 1992; J. c¢lin. Microbiol. 'in press.. .

- Nagasaki;:and 4o the worker populations exposed in the Chernobyl disaster. Rare

.applied routinely. These included sample preparation, staining reagents,

Flow and Image Cytometry in Biomedical Research .
Brian H. Mayall, Department of Laboratory Medicine, University of Cahforma, San
Francisco, CA 94143,

Cytometry is enumeration and quantification of individual cells and sub-cellular
components. It enables populations of cells to be analyzed for the distribution of
properties across the population, cellular sub-populations to be identified, and rarely
occurring cells to be detected. Ft brings objectivity to disciplines that had been
primarily descriptive; it has defined new clinical standards for hematology and
immunology laboratories, it is proving a quantitative adjunct in pathology, and it
now is one of the most powerful techniques for cell biomedical research.

Success in cytometry requires careful attention to sample preparation, staining
reagents, instrumentation, data display, analysis, and validation of results. All must
be matched appropriately to the problem being addressed. These principles are
illustrated by projects from our laboratory.

The glycophorin A assay uses flow cytometry to detect and quantify extremely
rare mutational events in the blood of individuals exposed to radiation and
chemical miutagens. This assay is being applied to survivors from Hiroshima and

event detection also is being used to identify hemapoietic stems cells and metastatic
tumor cells in bone marrow aspirates, and fetal cells circulating in maternal blood
early in pregnancy.

The new technique of competitive genomic hybridization depends on advances
in in situ hybridization and image cytometry. Human tumor DNA and normal
human tumor DNA- are differentially Iabeled, miked stoichiometrically, and
hybridized to normal human metaphase cells, The bound tumor and normal DNAs
are detected with green and red fluorescence respectively. Chromosomal regions
deleted in the tumor appear relatively red, while amplified regions are green.
Quantitative fluorescence microscopy and image analysis permit accurate mapping
of such colored regions and quantify relative sequence copy number.

- Each application required multiple-developments before cytomefry could be

instrumentation, data display, analysis, and validation of results. Such a co-
ordinated approach is a prerequisite for advances in cytometry and its applications.

Supported by grants from USPHS, USDOE, Imagenetics, and UC/PAC.




Bildanalytische und flow-cytometrische Mehrparameteranalysen
am Mammakarzinom

Menze R, Rischoff J, Kniichel R, Hofstédter F

Institut fiir Pathologie der Universitét Regensburg

Das biclogische Verhalten von Tumaren ist wesentlich durch den Differen-
Zierungs- und Proliferationsgrad einer Neoplasie determiniert. Eine méglichst
objektive und damit reproduzierbare Bestimmung dieser Tumorparameter wird
zunehmend auch in der Routinediagnostik des Pathologen angestrebt.

Zigl unserer Untersuchung war es, eine Technik zu entwickeln, die sich pro-
blemios in den diagnostischen Alltag integrieren 148t und gleichzeitig die Unter-
suchung mehrerer Parameter an einem Tumer ermbglicht. Dabei wurden paraliel
digitale Bildanalyse (ICM) und Flow-Zytometrie (FCM) durchgefiihrt.

An 35 untersuchten Mammakarzinomen wurden nach Tumorbestatigung im
Schnellschnitt Imprintpraparate, Kryoschnitte und Einzelzellsuspensionen aus
dem gleichen Tumocrareal angefertigt. Die Zeflvereinzelung erfalgte mechanisch
mit Skalpell und vergleichend durch ZerstoBen in Stickstoff. Die Bestimmung des

relativen DNA Gehaltes erfolgte bildanalytisch .und flow-zytametrisch. -Im Siane -
einer Mehrparameteranalyse wurden zusatzlich die Nukieolus organisierenden

Regionen (AgNOR) in der Bildzytometrie und die Zytokeratinexpression sowie
die Ki67-Fraktion flow-zytometrisch bestimmt.

"Die Methode der Zelivereinzelung in Stickstoff ergab gegenuber der mechani-
schen Technik eine héhere Zellausbeute; anhand der Zytokeratinexpression in
der FCM zeigte sich eine geringere Zytoplasmaschadigung, jedach eine ausge-
pragtere Kernvakuolisierung und eine geringgradige Reduktion der Ki57-Frak-
tion.

Bei deuttich aneuploiden Tumoren ohne interne diploide Tumarzelipopulation
zeigte sich eine hohe Ubereinstimmung zwischen ICM- und FCM-DNA-Gehalt.
Bei zusétzlichem hdherem Anteit diploider Tumarzellen ergab sich in der iCM ein
diploider DNA-Index, jedoch mit hoher ScExceeding Rate, im Unterschied zum
hyperdiploiden DNA-Index in der FCM. - ' -

Flow Cytometric Analysis of Adenocarcinoma of the Oesophagus

Nakamura,T., -NekardaH., . Bec_ker,K.*, Schﬁier,M.‘, Bollschweiler,E.,
Hélscher,A.H., and Siewert,J R. . °

Chirurgische Klinik, *Institut fiir Pathdlog'ie, Klinikum rechts der Isar, TU
Miinchen

We investigated DNA content of adenocarcinoma of the oesophagus(n=356)
and carcinoma of the gastroesophageal junction(n=14) to estimate it’s
significance as a prognostic factor. These seventy patients were operated
between 7/1982 and 7/1990 without preoperative. chemotherapy. Fourty-five
cases{64%) had a specialized columnar epithelium (Barrett "s metaplasia) of the
lower oesophagus. ' :

Flow cytometric analysis was performed from paraffin-embedded material
using modified Hedley s method.In the central sections of the primary tumor,
aneuploidy was identified in 60 cases(86%) and euploidy in 10 cases (14%).

.. There was no difference of ploidy pattern between the tumors with or without

Barrett ‘s epithelium. A significant correlation was detected between the ploidy
pattern and the frequency of lymphnode metastasis(pN) (p< 0.01). No
correlation was found between the ploidy patterns and the depth of tumor
invasion(pT) or the frequency of organ metastasis(pM). The estimated 5-year
survival rate of aneuploid patients was 25%, for euploid it was 50%. The
survival rate of euploid patients was better than of aneuploid ones (p=0.05).
20/25 metastatic lymphnodes(80%) had the same DNA index {DI) compared to
the primary tumor (DI > +-0.1).

In Barrett s oesophageal mucosa, the first results show that normal mucosa was
euploid whereas Barrett’s metaplastic mucosa with severe dysplasia was
almost aneuploid. Furthermore, 10/14 T1 cases (71 %) were aneuploid.

These results suggest that flow cytometric analysis is useful to asses the
prognosis of patients with adenocarcinoma of the esophagus and can help to
estimate malignancy in Barrett “s oesophagus.,




Interne Qua:li_tétskohtrol_le in der Dui'chfluBzytometrie

Dr.med. C. Thomas Nebe, Zentrallabor des IKC, Klinikum Mannheim_der Universitat
Heidelberg, Theodor-Kutzer Ufer, W-6800 Mannheim 1 ) o

Die interne Qualitétskontrolle ist eine. unabdingbare Vorraussetzung fiir die klinische
Bewertung und Akzeptanz durchfluBzytomertischer Ergebnisse, sowie fir die
erfolgreiche Uberprifung durch eine externe. Qualitétskontrolle (z.B. das Bestehen von
Ringversuchen}. SR : o i C

lhre Notwendigkeit wird u.a. aus der neuen AIDS-Defintion aufgrund sines .
durchfluBzytometrischen Analysenergebnisses ersichtiich: Danach ist eine Zahl von
weniger als 400 Helferzeflen pro Mikroliter Blut {und nicht mehr das klinische Bild) fir
die Diagnose ausschlaggebend! Weiterhin mehren sich die Hinweise, daB die Dichte
von Zelloberfidchenmolekilen und funktionelle zellulire Parameter eine diagnostische
bzw. prognostische Aussagekraft haben, was eine reproduzierbare Messung der
Fluoreszenzintensitédt pro Zelle erfordert. Bei vieien interessanten, jedoch zumeist
seitenen Erkrankungen des Immunsystems waren Multizenterstudien wiinschenswert,
sie sind jedoch derzeit nicht durchiiihrbar. :

Die Anleitungen der Geratehersteller, die existierenden Verfahrensweisen in den
Laboratorien (c.h. Kenntnisse auf diesem Gebiet), sowie die kommerziell verfigbaren
Reagenzien sind unzureichend. Daher verwundert es nicht, daB vergangene
Ringversuche auf nationaler und internationaler Ebene zu unbefriedigenden

* Ergebnissen fihrten. e o ’ :

Dies hat mehrere Ursachen, die am Beispie] der Immunphénatypisierung sichtbar
werden: mangelhafte Ausbildung des Personals, nicht standardisierte Methoden und
Reagenazen, Irrefiihrung durch die Industrie (nicht validierte Methoden) und
ungendgende Stabilitét des Analyts (Voliblut). .

Wie in der klinischen Chemie bekannt und in der einschlégigen Literatur nachzulesen,
beginnt die Praanalytik mit der Vorbereitung des Patienten {kérperlichie und psychische
Belastung, Tagesrythmus u.a.), Antikoaguianz (Na- ader K-EDTA, Heparin, ACD),
Probentransport (Dauer, Temperatur...), Zellaufarbeitung (Dichtegradient, Lyse,
Fixierung), Reagenzienauswahl und -kombination, Reagenzienqualitit (Haltbarieit, F/P-
Ratio, Epitopspezifitét), Messung {Justage, Kompensation), Auswertung (Streulicht-
Gating und Flucreszenz-Regionen), Berechnungen (z.B. Abzug von Nicht-
Lymphozyten), Bewertung (z.B. Zuordnung von Antikérperkombination und Zelityp)
und endet bei der Postanalytik mit der Befundibermittiung. Die genannten Faktoren
stellen lediglich eine Auswahl von Einflus- und StérgroBen dar, zeigen jedoch bereits,
daB flucreszierende Mikrokligelchen nur einen kleinen Teil der Faktoren erfassen
konnen. Auch Surrogatmaterialien (z.B. fixierte oder lyophilisierte Leukozyten) reichen
Eoch r;:cht aus, um z.B. die Erythrozytenlyse oder Inhomogenitit der Biutprobe zu
ontrollieren. . .

Es werden jetzt auch in Deutschiand Vdfbereitungen fir eine Standardisierung und
externe Qualititskontrolle (s. Vortrag von Rocker, Bonn) unternommen, nachdem dies
in den USA und anderen Landern praktiziert wird, _ : :

Die Miglichkeiten und Probleme der vorangehenden intermen Qualitétskontrolle
(Kalibration, interne Standards, Positiv- und Negativkontrollen, Levey-Jennings-Plot,
Normalproben, Validierung, Prazision, Richtigkeit, Linearitat, Plausibilitatskontrolle,
Referenzwertverfahren u.a.m.) werden im Vortrag diskutiert. :

Praktikabilitiit flow-cytometrischer Messung von DNA und
immunbhistologischer Bestimmung der Ki-67 assoziierten
Proliferationsfraktion an Biopsien des Gastrointestinaltraktes

Nekarda H, ="Be:c:ker, K,Techen, G, Dittler, J,Roder, I.R., Fink, U, Siewert,
IL.R.

Chirurgische Klinik, *Institut fiir Pathologie,Klinikum rechts der Isar, TU
Miinchen

Bei fortgeschrittenen, primér nicht residualtumorfrei resezierbaren, gastro-
intestinalen Tumoren wird in ca. 40 % ein "downstaging” mit einer neo-
adiuvanten (Radio)-Chemotherapie erreicht. Um die individuelle Ansprechrate
hinsichtlich der Proliferationsfraktion und der DNA-Stabilitit abzuschitzen,
muf} bioptisch Tumorgewebe gewonnen werden. :

Wir haben bei 51 solcher Patienten mit einem fortgeschrittenem Karzinom des
Oesophagus n=21 (41%), des Magens n=24 (47%) und Rektums n=6 (12%)
flow-cytometrisch den DNA-Status, die S-Phase und immunbhistologisch
{APAAP-Methode) die Ki-67 assoziierte Proliferationfraktion in Biopsien

. (Vorgabe: n=3) bestimmt. Von den schockgefroren Biopsien wurden 15

Kryostatschnitte (5um) zur Routine- und Immunbhistologie abgenommen. Aus
dem Restgewebe wurde eine Kernsuspension nach Vindeloev hergestellt und
im FACScan gemessen. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm
Multicycle. Der CV-Wert lag bei 5.74-2.4 %.

Die Anzahl der verwertbaren aquirierten Biopsien lag im Median bei 2.5 (2-3).
Bei 2 Fillen (6%) fand sich kein Tumor. 27 Fille (53 %) hatten fraglich
ausreichend Tumor fiir das Vorgehen. Bei 2141 %) war ein ausreichender
Tumoranteil und Biopsieanzahl vorhanden. Fiir die Flow-Messsung war in 47

(92%) Fillen noch geniigend Material nach der Immunhistologie iibrig. Eine

valide Messauswertung war in 43/47(92%) moglich, wobei die Anzahl der
Biopsien mit 3 (2-3.5) im Gegensatz zu den nicht auswertbaren mit 1.5 (1-2)
deutlich hoher lagen. Eine Auswertung der Ki-67 Farbung war in 40/49 Fillen
(82%) mdglich. Der Median lag bei 20 % (10-40), der der S-Phase bei 16 %
(9-23). 19/43 Karzinome (45%) waren euploid, 23/43(55%) ancuploid. In der
aneuploiden Gruppe war der Antei! des Tumors mit 40 % ( 20-50 ) und die

~Anzahl der Biopsien mit 3 (2-3) deutlich gréfer als bei den euploiden mit 20 %

Tumoranteil und 2 1/2 (2-3) Biopsien.

- Generel! ist die Bestimmung von Prognosefaktoren in dieser Form moglich.

Eine valide Auswertung kann bei dem Vorliegen von mindestens 3 Biopsien

‘mit einem 30 % Karzinomanteil erwartet werden,




Immundiagnostik von Zellen der bronchoalveoldren Lavage (BAL) bei
intergtitiellen Lunqenerhrankunqen.

Renner, H.: 'L-"nger, U.; C’fzrist, R.

Fachkrankentaus fir Lungenteilkunde und Thoraxchirurgie,

"Karower Str. 11, ©0-1115 Berlin-Buch

Die bronchecalveoldre Lavage {BAL) hat als chﬂfinvasive Methode
- fuser WWissen um die Pathicgenese der -interstitiellen Lungenerkran-
“kungen erheblich erweitert.’

Die Darstellghg der ;gmphoéyteusubpapulaciqnen mittels monoklona-

ler Antikérper. erlauben den Nachwelis krankheitsspezifischer Kon-—

stellationen, wie z. H. dielﬁrhébﬂng_der CD4/CDE8-Ratic bei Sarkoi-

dose und das Cberwiegen der CD8-positiven T-Lymphazyten hei der

exogen allergischen -Alveolitis. Qer Nachweis von Aktivierungs-

antlgeneﬂ auf Zellen der BAL gibht dariiber hinaus einen H}nwezs aurf

die Dauer der Aktivierung uahrend der Ehtzundungsreaktlaﬂh

Bel 80 Patienten mit verschiedenen qugenerkrankungeu werden die

Mﬁgliéﬁkeiten, die die DurchfluBzytometrie bei der Ermittluné des
_zellﬁlérgn Immunstatus der BAL erdffnet, erldutert. Die Messungen
ﬁér brenchoaiveoldren Lavagen mit hohem Lymphozytenanteil (z. B.

bei aktiver Sarkoidose mzt ca. 50 - 60 % odér bei exogen allergi-
scher Alveolltzs mit ca. 60 - 70 5. Lymphozyten) kdnnen im FACScan
der Firma Becton Dickinson mit der “Simulset Saftware" problemlos

"durcbgefuhrt uerden Belil gerlngem L}mpbozytenantezl kann entweder

mit der "Consort 30 -" oder "FACScan Research Saftware" gearbeitet

- werden. Wenn das Setzen eines "Leuco Gates" umméglich ist,. stért

die Eigeﬁfluorészené der Makrophégen die Messungen der T~ und B-

Lymphozyten und der CD4- und CD@-Subpopulationen nicht. Schwierig-

kKeiten bereitet dann allerqingé die Erfassung der HLA DR+ - akti-
‘vierten Lymphozvten. Die M&élicbkéit, doppelmarkierte Zellgn und
' gro.B_eVZel_;zablen pro Messung zu erfassen, machen -die Durchrflufi--

- zZytometrie zur Methode der Wahl bei der Bearbe.r.tung des Immun-

status von broncboalveolaren Lavagen.

I

ABNORMAL INTERACTION OF MONONUCLEAR PHAGOCYTES WITH LIPO-
PROTEINS IN TANGIER DISEASE

G.-Rothe, E. Kovacs, G. Schmitz .

institute for Clinical Chemistry, University of Regensburg, Regensburg, F.R.G.

Tangier disease is a rare aUtosomaI recessive disorder characterized by the ab-
sence of normal high density"lipid lipoproteins {HDL) in plasma and cholesteryl
ester deposition in the spleen and reticuloendothelial system {RES). Previous
studies suggested that an impaired cellular metabolism of HDL is the cause of
plasma HDL deficiency, The mechanism of the selective cholesteryl ester
deposition. and macrophage accumuiation in_the RES but not in the vessel wall
such as in atherosclerosis is, however, far less clear. Therefore the goal of the

present study was the flow cytometric characterization of peripheral blood
- monocyte function and differentiation in blood samples from Tangier patients.

Tangier monocytes freshly drawn from peripheral blood did not differ from nor-
mal monocytes in their oxidative burst response to phorbol myristate acetate,
Na*/H*-antiport dependent alkalinization upon TNF-o exposure, or lyscsomal

~ ¢ysteine proteinase activity. They, however, showed a significant reduction of

the differentiation and activation markers CD14, HLA-DR, and CD25 when com-
pared 10 normal monocytes. When monocytes isolated by monocytapheresis
and counterceﬁtrifugal elutriation were cultured for 1 day in the presence of
lipoproteins, Tangier monocytes in addition showed only a low activation by
HDL3 and an impaired response to TNF-a suggesting an abnormal signal trans-
duction in these 6eils. High level expression of the adhesion molecules CD11b,
CD44, CD48B, and CD58 and the membran_e bound complement regulatory
proteins CD11b, CD18,' CD46 and CD52 was induced following 7 day matura-
tion of Tangier monocytes into a macrophage-like morphology in the ﬁresence
of HDL3, HDL3, or oxidized LDL. These resuits suggest that splenomegaly and
macrophage accumulation in the RES of Tan'g'ier patién:fs"are associated with a
defect in cellular signal transduction in response to HDL interaction. This may be
both related to the primary genetic defect in the intracellular processing of HDL
and to the selective depletion of mature menocytes. A further characterization
of monocyte function in Tangier patients should be helpful for understandmg the
role of mononaciear phagocytes in atherogenesis. ’
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immunspezifische Magnet- und Fluoreszenzmarkieruny mit Liposomen
Alexander Scheffold, Andreas Radbruch umd Stefan Mittenyi®

institut flr Genetik der Universitit zu Kéim und *Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladhach

Limitierend fiir die Auﬂi:'éung und Empﬂndlichkeit bel konventionelter Immunfluares-

- zenz ist die geringe Zaht van Fluorachrommotekilen pro spezifischem Antikérper.
Auflerdem Kéhnen nur Molekile zur Markierung eingesetzt werden,: die-sich- oo, .

Antikérper konjugiersn lassen. Liposomen kdhhen mit grofien Mengen beliebiger
Malexite gefiilit werden, Dadurch 18Dt sich sowohl das Spektrum verwendbarer
Markierungsmolekile erweltern, ols auch die Intensitét der Markierung, dh.
schwache Firbungen sollten wesentlich verstdrkt werden. Zusiitzlich zu dem
Fluoreszenzfarbstaff kénnen die Liposemen mit_kollgidaten Magnetpartikelh beladen
werden. Dadureh Kanh zusdtzlich zur. flusrgszenten Markierung eine. magnetische
erzielt werden. Wir haben mit spezifischen  Antikirpern gekoppelte Lliposomen
hergesteilt, die mit Carboxyfluoreszein und magneiischen Partikeln gefiilit sing.
WIir Konnten mit solchen Liposomen Leukozyten des Blutes spezifisch anfiirben,
wobei die’ Auflisung und Empfindlichkeit der Fdrbung 50 -- 100fach héher: war
als bel einer konventionelilen Vergleichsfarbung. Die markierten Zellen konnten
auflerdem mit dem magnetischen Hochgradiententrannsystem MACS quantitctiv
abgetrennt werden. ' ' :

: @Mlﬂ% gf/"*d"'—ﬁz

- Flow cyioﬂuaremetric analysis of the urokinase receptor (uPA-R) on tumor cells
by fluorescent uPA-ligand or monoclonal antibody #3936

M. Schmitt, N. Chucholowski, P. Rettenberger, E. Schiiren, N. Moniwa, L. Goretzki,

- O. Wilhelm, U. Weidlet, F. and H.Graeff -~ -~

Frauenklinik der Technischen Universitit Miinchen and +Boehringer-Mannheim,
Division of Molecular Oncology, Penzberg, FRG

Cellular antigens, including receptors, can easily be detected and quantified by flow
cytofluorometry or confocal laser scan microscopy on the cell surface by reaction
with fluorescent antibodies or ligands. Various types of receptors have been probed
on normal or tumor cells applying receptor-directed fluorescent ligands or antibodies:
Receptors for hormones, growth factors, cytokines, proteases, complement and
immunoglobulins; receptors which mediate adherence to proteins of the extracellular
matrix, 10 antigens or lectins; receptors which promote chemotaxis. The receptors for
the serine proteases uPA (urokinase-type plasminogen activator) and plasmin are
supposed to be involved in tumor stroma degradation, tumor spread and metastasis.
Both proteases are important factors in tumor cell invasion and metastasis. Detailed
flow cytofluorometric protocols have been developed recently which allow rapid and
quantitative real-time analysis of binding of fluoresceinated uPA (FITC-pro-uPA or

- FITC-HMW-uPA) 1o cell surface receptors (uPA-R) on turnor cells and normal cells.

Binding of pro-uPA. is visualized by confocal laser scan microscopy, a technique
which is superior over conventional fluorescence microscopy and is an alternative to
electron microscopic approaches. This technique is complemented by laser-based
flow cytofluorometry which has been used to verify inhibition of binding of FITC-
pro-uPA to uPA-R on tumor cells by competitive unlabeled uPA, uPA-peptides,
monoclonal antibodies to uPA, and soluble recombinant uPA-R, respectively.

In general, quantitative assessment of the interaction of cell surface receptors with
their ligands is based on measurements using radiolabeled probes. Radiolabel
technigues allow to determine the affinity constant of the reaction and the number of
binding sites of suspended or adherent celis. The fate of the receptor-ligand complex

- can also be tracked by subcellular localization of the radiolabeled ligand by either

analytical ultracentrifugation or by electron microscopy and autoradiography. The

_investigation of the dynamics of the receptor-ligand interaction on living single cells
. at real-time, however, is not feasible by these techniques. This may be achieved by

the use of fluorescent ligands or antibodies. We describe quantitative flow
cytofluorometric and confocal laser scan techniques, applying the urokinase ligands

- FITC-pro-uPA or FITC-HMW-uPA and also a monoclonal antibody to the uPA-R

which allow to determine uPA-R antigen on the surface or inside of a variety of
normal blood cells and of tumor cells.
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FLOW CYTOMETRIC. ANALYSIZ OF FRESH HUMAN TUMOR TISSUE: A NEW
SEPARATION. SYSTEM FOR IDENTIFICATION OF SINGLE TUMOR CELLS
AND APPLICATION TO ANALYIS OF TUMOR-ASSSOCIATED PROTEASES.

‘E. Schiiren, N. Yamamoto, N. Harbeck, M. Schmitt, F. Jénicke,
H. Héfler und H. Graeff.

Frauenklinik und “*Pathologisches Institut der Technischen
Universitdt Minchen. :

The flow cytometric evaluation of single tumor cells from
fresh tumor biopsies is complicated by the heterogeneity of
the tumor tissue and.. its ‘surrounding stroma. We have
developed a technigue for separating native tumor tissue into
single cell suspensions without destroying surface antigens
or receptors. There are nc specific antibodies against tumor
cells; even antibodies against tumor cell assoclated mucins
or cytokeratins show unspecific staining with benign tissue.
We therefore developed a. technigue. for isolating tumer cells
by "negative selection” through a magnetic separation system.
The following monoclonal antibodies are used for lakelling of
all Tunwanted" cells: anti D33 (against granulocytes +
monacytes), anti CD3 (against T-cells), anti CDASR (against
T-/B-cells), anti CDe8 (against macrophages), anti B5B5S
(against fibroblasts). ) .

First the tissue is mechanically processed into single cell
suspensions at a rate of approximately 107 cells / g tumor
tissue. The cells are then washed in RPMI 164C. For labelling
with the first antibody, 1 % BSA is added to the buffer.
Tncubation with. the first antibedy is done at 4 °c for only
15 min in order to prevent unspecific staining of tumor
cells. After another washing, the cells are labelled with
anti-isotype magnetic microbeads (MACS, Fa. Miltenyi,
Bergisch-gladbach). Magnetic separation is then performed by
introducing the cells into a column filled with a steel-wool
matrix that is surrounded by a magnetic fieéld. For "negative
selection® it is important to. run the sample at low flow
speed in order - to optimize depletion of the. tumor cells.
Subsequent labelling with anti-mouse IgG FITC serves as a
gquality control. e o S

This method enables fast and simple separation of single
tumor cells from fresh tumor tissue, ascitic fluid or pleural
_effusion. These separated tumor cells can then be analyzed by
" flow cytometry or confocal laser scan microscopy for
‘proteases like the urckinase~type plasminogen activator (u-
.PA), its inhibitor PAI-1, cathepsin. B + D or -the u-PA
receptor. Using detergents or fixatives, simultaneous flow
‘cytometric determination of S-phase and pleidy also becomes
possible. . - St . R . .
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Differenzierungsstudien an humanen Leukémiezeilinien nach Stimuiation
: mit Differenzierungs - und Wachstumsfaktoren.

A.Scriba, R Jiger, J.Heymanns, K.H.Pfliger

Klinikum der Phitipps-Universitit, Zentrum fiic Lnncre Meodizin, Abi. Himatolgic/Onkalogic/T logic, Baldi rafic
3550 Marburg

Akute myeloische Leukimigzelinion (AML) zeigen cine hohe Proliferationskapuzitit und kénnen in
vitro unter bestimmten Stimulationsbedingungen mehr oder wemiger zu reifen  Endzellen
differenzieren. :

Das Studium der Differenzicrungsvorginge erfordert sehr zoit- und malerialaufwendige Analysen
mit groBen Kulturansitzen.Durch dic Flowzytometric crgibt sich dic Moglichkeit dieso Prozesse
schnell und quantitativ zu erfassen,

Dic von uns durchgefiihrten Studien wurden an der im SIT- Medium (Sclen- Insulin- Transferrin )
wachsenden LG3 (AML) sowie der im 9% FCS wachsenden GK37 Zellinie {AML) durchgefithrt.
Als Referenzzellinic dienten HLG0 (AML) und KG1 (AML).Nach der Phiinotypisicrung der Zelien
in Normalkultur (RPMI 1640 + SIT bzw FCS) bzw. in Hungerkullur (RPMI 1640 +
Streplomycin/Penicillin ) wurden dic Zellen mit Differenziorungsfaktoren wic TPA und Retinsaure
inkubiert. Um cine mdgliche Differcnziernng detektioren zu kbnpen wurde cin Panel vom
Oberftichen- Antigencn untersucht (CD11b, CD13, CD14, CD15, CD16, CD33, CD34, CD71, HLA-
DR, Glycophorin A, IGF-1-R ) sowic die Fihigkeit der Zellen zur Phagozytose und zum oxidativen

: Burst. -7

Die Stimulation mit ‘TPA fiihrte bei HLG0 und GK37 zu profunden Verindorungen sowohl
morphologisch als anch immunphinotypisch und hinsichtlich' funktioneHer Tests. KG1 und LG3
zeigten nor eine schwache Resonanz auf dic TPA-Stimulation. Retinsdure fithrte, wie TPA :m eincr
starken Verinderuog des Immunphinotyps bei GK37, jedoch nur zu einer schwachen Veranderung
bei LG3. Die Wirkung weiterer Stimulaatien, wic 2B Vit.D3, Interforon und dic Wirkung von Stoffen
dic in den Fisenmetabolismus der Zelle cingreifen wie anti- Transferrinrezeptor Aatikdrper,
Desferal, und Fe2 + freies Medinm werden derzeit untersucht.
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Dehydrogenase-Akiivititen in priinirén gastroi'hiesﬁnalen Tumor-Zellinien

Erhard Severin, Che-Jen Huang

Institut fiir Strahlenbiologie der Universitit Miinster,
Hittorfstr.17, D-4400 Minster und

Department of Surgery, Kaohsmng Medical Collcge, Kaohsiung, Taiwan, Republic

of China

Es wurde eine Methode ansgearbeitet, um die Aktivitdt mehrerer Dehydrogenasen

mit dem Flow-Zytometer zu messen. Folgende Schliisselenzythe des intermedisiren

Stoffwechsels wurden fiir diese Untersuchung ausgewahit:

Glucose- 6 -Phosphat-Dehydrogenase (Pentosephosphat-Shum, DNA-Synthese),
Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase (Llpld—Stoffwechsel)
Lactat-Dehydrogenase (Glycolyse),

Glutamat-Dehydrogenase {Aminosiure-Abbau),

Isocitrai-Dehydrogenase und - ' _ '
Succinat-Dehydrogenase (Energie-Stoffwechsel, Zitronensiure-Zykius).

Bei den Zellinien handelte es sich um zehn . Oesophagus-Karzinome, zwei
Pankreastumoren und einen Magenkrebs, die ldnger als ein Jahr in vitra geziichtet
worden waren. Die Zellen wurden mit dem jeweils erforderlichen Substrat und
dem Tetrazolinmsalz CTC inkubiert und die Menge des (durch zellukire Reduktion
entstehenden) fluoreszierenden Formazans  in Korrelation mit der DNA der
Einzelzelle zwei-parametrisch gemessen.

Fiir' jede Tumeorlinie wurden mit Hilfe der bereits publizierten Kalibriermethode
{Cytometry 13: 322-326, 1992) die - Dehydrogenase-Aktivitidten i biochemischen
Einheiten fiir Einzelzellen in der G1/G0—Phase errechnet und mit den Werten
normaler Fibroblasten verglichen. - — .
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Methodische Variablen der TV-bildanalytischen Quantifizierung

-immunhistochemischer Reaktionen am Beispiel des Proliferations-

markers PCNA bei Menmg:omen
Striepecke, E., Auer, H., Raupach, H., Koch, A., Bbcking, A

Institut fir Pathologie, Medizinische Fakultdt an der RWTH Aachen

" Die bisher Gbliche semiquantitative Auswertung immunhistochemischer
Reaktionen mit dem “Immunreaktiven Score” ist subjektiv, mangelhaft

reproduzierbar und unzureichend reprasentativ. Als Alternative bietet sich eine

‘TV-bildanalytische Quantifizierung des immunhistochemischen Reaktions-

ausfalls an. Damit kann der Anteil Reaktionsprodukt (RP)-positiver Zelien oder
Kerne bzw. deren Flichen am Gesamtkompartiment objektiv bestimmt
werden, Weiterhin 1Rt sich auch die Menge an RP pro Zelle/Zellkern
abschitzen. _

Wir analysierten zundchst ca. zwei Dutzend methodische Variablen, welche
das Mefsystem beeinflussen kdnnen und die konstant gehalten werden
milssen, um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen.

Unsere Ergebnisse beruhen auf der Quantifizierung des Nachweises von PCNA
{proliferating ceil nuciear antigen) mittels monoklonalen Antikérper {DAKO)
und indirekter Immunperoxidase-Technik an Paraffinschnitten wvon 50
Meningiomen und 20 Prostatakarzinomen. Die Gegenfidrbung der Zellkerne

... erfolgte mit Methylgriin.

Mit-dem TV-Bildanalysesystem MIAMED (Leica, Wetzlar) wurden die Zellkerne
im Rotlicht bei 650nm und das RP {Diaminobenzidine) im Grinlicht bei 500nm
detektiert und gemessen.

Pro, Prdparat wurden nach Zufallskriterien 100 Tumor-haltige Gesichtsfelder
mit "einem 25x Objektiv ausgewertet. Die Mefiergebnisse wurden in einem
Histogramm: Prozent RP-positive Flache vs Hiufigkeit aufgetragen. Es wurden
minimaie, maximale, mediane, mittlere und modale Proliferationsfraktion
ermittelt und StreuungsmaBe wie der Vanat;onskoeffment ungd dle Schiefe

“angegeben.

Die- Tumoren’ erwiesen sich als Uberaus inhomogen hinsichtlich ihrer

" Proliferationsverteilung im Tumor. Als Minimum zu messender Gesichisfelder

{28x} zum Erhalt représentativer MeRergebnisse ermitieltan wir n=60.
AuBerdem untersuchten wir den Einflu® verschiedener Schweliwertsetzungen

- fiir Zellkerndetektion {Grauwert im Rotlicht} 'und RP-Positivitit {Grauwert im

Griiniicht) auf das MeRergebnis.-

-Das Verfahren erweist sich ais zeitaufwendig und schwer standardisierbar,

liefert aber bei Einhaltung einer standardisierten Methodik reproduzierbare und
reprasentative Ergebnisse.



- Erprobung emes vollautomatischen_ Blldanalysesystems in
einem zytologlschen Routinelabor

‘Strohmeier Fi‘! NaUJoks H1, van Dnel Kulker AMJ2 F’Ioem JS2

1Universitéts-Frauenklinik FrankfuryM. ..

-2University of Leiden, Holland . .

Ein automatlsches Zellanalyse-System (Autoplan MIAC, Leika, Wetziar)

Czur Frilherkennung gynakologischer Prakanzerosen wurde in. einem

kiinischen Routinelabor getestet.

1500 gynakologische Abstriche wurden als Emzelzellsuspensnon pra-

pariert und als Monolayer auf je 2 Objekttrager zentrifugiert. Einer fiir die
Maschinenanalyse (Feulgen-Farbung) und einer fir die visuelie
Referenz-Diagnose (PAP-Farbung). Die Festlegung der Refe—

 renzdiagnose- erfolgte nach der visuellen Diagnose von 4 unabhangigen-

Untersuchemn (siehe Naujoks et al, 1990). :

Die Screening-Resultate des Bildanalyse-Systems wurden auf 2
unterschiedlichen Ebenen ausgewertet Die erste basiert auf der Anzahi
und dem Verhaltnis auffalhger "Objekte* und. béruht allein auf der

-"Automatischen Maschinen~Klassifikation" (AMK), Bei der "Interaktiven

Maschinen-Klassifikation" (IMK) wurden die gespeicherten und auf

‘einem Monitor abrufbaren auffalligen Objekte visuell begutachtet.

Die AMK-Resultate zeigten eine Falsch—-positiv-Rate von 16,5 %, wenn
die Grenze zwischen positiv und negativ so gesetzt wurde, daB alle 117
als positiv diagnostizierten Praparate von der Maschine auch als positiv
eingestuft wurden. Hierdurch wurden 87,4 % der CIN | und 96,9 % der

CIN 1l Félle auch positiv bewertet. Die IMK-Resultate zeigten eine
'Falsch-positiv-Rate von 2,5 %, wihrend 86,3 % der CIN I, 96,9 % der

CIN 1l und alle CIN iil + Carcinoma positiv klassifiziert wurden.

Charakterisierung . von Zellklonen mit fuktionell
.intakten Neurotransmnterrezeptoren die Ober
ligandeninduzierte Erhdhung des zytosolischen-freien
Kalciums sortiert wurden

An' ila Tarnok
ZMNH, Zentrum flr Molekulare Neurabiologie Hamburg, Universétskrankenhaus
Eppendort, Martinistr. 52, 2000 Hamburg 20

Vor kurzem. haben wir ein Verfahren vorgestellt mit deren Hilfe Zelien mit intakten
Neurotransmitter-Rezeptoren sortiert werden kénnen {Tamok & Meyerhof, Cell Proiif. 24, 1991). Die
Methode ermiglicht rare-event sorting bei Mischkulturen und transfizierten Zellen. Bei dem
Verfahren wurden transfizierte und untransfizierte NiH/3T3 Mausfibroblasten mit dem
Kalciumindikator indo1 geladen. AnschlieBend wurden am Zellsorter digjenigen Zalien aus dem

.-Gesamtzefipool sortiert, die auf die Zugabe von Neurotransmittern mit der Erhdhung des

zytosolischen freien Kalciums reagierten. Die Anreicherung wurde {ber zwei Sort-Zyklen
wiederhol, die resultierende Mischpopulation kioniert und die erhaltenen Zellklone weiter
charakterisiert. :

Es wurden foigende Parameter untersucht: Substratspezifitit, Bindungseigenschaften und
Reaktionskinetiken. Diese Untersuchungen wurden am DurchfluBzytometer durchgefithrt. Neben
Indo? als Marker fiir Kalcium wurde des weiteren die Anderung des Membranpoptentials mit Hilfe
des potentialsensitiven Oxonol Derivats DIBAC4(3) festgestellt. Die Analysen ergaben, daB
Berotonin, Oxytocin bzw. Substance-P responsive Zellklone isoliert wurden, wobei nur aus den
transfizierten Kulturen Oxytocin und Substance-P reaktive Zellen isolient werden konnten. Maximale
Erhdhung des zytosolischen Kalciums wurde bei eiwa 10 M (Seratonin) bzw. 20 uM
Ligandenkonzentration gefunden. Die Kalciumfreisetzungskinetiken waren unterschiediich:
einphasige Kinefik war bei Substance-P, biphasige Kinetil bei- Oxytocin und Serotonin foststellbar.
Die zweite Phase der E'rhﬁhung des zytosolischen Kalciums war durch Reduktion des
extrazellularen Kalziums mit EGTA inhibierbar. _

" Untersuchungen mit DIBAC4(3) iieBen efke;inen, daB Serotonihzugabe 2ur Depolarisierung der

‘Zellen filhrte, wohingegen mit Substance-P eine deutliche mit Oxytocin eine geringfiigige

Hyperpolarisierung induziert wurde. Diese Ergebmsse eflauben Riickschliisse auf die

" unterschiedlichen Wege der intrazelluliren Signalfransduldion in den isolierten Zeliklonen.
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Bedeutung der Heteroploidie fiir -die ‘prognosebezogene DNA-Messung
beim Plattenepithelkarzinom des Oesophagus <

Techen, G, Nekarda, H, Roder, ID, Fink, U, Siewert, JR
Chirurgische Klinik rechts der Isar, TU-Miinchen

Wir konnten in einer prospektiven Studie an unserem Patientengut (n=73) mit
einem nicht vorbehandeiten operierten = Plattenepithelkarzinom (4/1987-
12/1991) des Osophagus zeigen, dafl die Ploidie (euploid/aneuploid) und die
lokale Tumorinfiltrationstiefe pT in der Subgruppe (n=47) der sogenannten
"absolut" tumorfreien Patienten (pM1 ausgeschlossen) unabhingige
prognostische Variablen fiir das rezidivfreie Uberleben sind.

Uns hat interessiert, ob eine weitere DNA-Messung an anderer Stelle des
Tumors zu einer Anderung des DNA-Indexes (DI > +-0.1) bzw. der DNA-
Diagnose fiihrt, .

Nach der Vindeioev-Methode wurde von histologisch kontrollierten: 70 Am
Kryostatschnitten des schockgefrorenen Tumorgewebes eine Kernsuspension
hergestellt und im FACScan gemessen. Die Auswertung erfolgte mit dem

-:Programm Multicycle. Der CV-Wert lag bei 4 + 1 %.

Von den 26 (36%) euploiden Tumoren konnte e¢in weiterer Tumorblock in 18
Filien (70%) gemessen werden. In 10 Fillen (38%) wurde ecin dritter bzw.
vierter Tumorblock gemessen. Der DNA-Index bzw.die DNA-Prognosekiasse
( euploid / aneuploid / multiploid } inderte sich bei 4/18 Fillen (28 %).

Bei den 47 (64%) aneuploiden Tumoren (4/47 multiploid) konnte ein zweiter
Tumorblock in 34 Fillen (72 %) und ein dritter bzw. vierter Block in 20 (43
%) gemessen werden. In 9 von 34 Fillen (26 %) inderte sich der DNA-Index
(> + 0,1), wihrend sich die DNA-Prognoseklasse lediglich in 1 von 34 (3%)
der Fille mit einem Wechsel zu einem multiploiden DNA-Muster dinderte. Bei
allen Fillen, die von euploid zu aneuploid bzw. aneuploid zu multiploid
wechselten, handelte es sich um fortgeschrittene Karzinome.,

- Zusammenfassend fand sich eine Heteroploidierate von 26 bzw. 28 %, wobei

die. Wechselquote der Prognoseklasse bei 10 % lag. Bei fortgeschrittenen,
zunéchst euploid gemessenen Tumoren sollte immer eine zweite Tumorprobe
untersucht werden, da dadurch die Fehlerquote in der Einschiitzung der
Prognoseklasse deutlich gesenkt werden kann,
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Flow-zytometrisches DNA-Monitoring von In-vitra Zellkulturen
Ulrich, W. und ‘Fritz, B.

Institut fiir Genetik, Univergitit Hohenheim, 7000 Stottgart-70 ..

In vielen Bereichen der medizinischen und nnturwissenschaftiichen
'Furschung werden in-vitro Zellkultnren zu experimentellen Unter- .
suchungen herangezogen. Daneben werden diese Zellkulturen unter
anderem auch zur Vakzineproduktion, zum Testen von Umwelt- Mu-
tagenen oder in nenerer Zeit im Bereich dea sug. "gene mapping re-

search”™ herangezogen.

' Bet Arbeiten mit, gleichén'Zelllnien kammt es jedoch oft zu unter-
schiedlichen, manchmal zsogar widerspriichiichen Ergebniszen. Dieses
sind Folgen der Variabilitdt der Kultuzren in-vitro, besondera bei. Tu-
mcr—siammzéilihien; Zur Bestimmung der sehr li_iuflg'vork.omm.ehden,:_
génetischen inatebilidt dieser Zellkﬁl;ufen eignet sich sehr gut dle
DNA;FIow Zytometrie. Mit thr kann nicht nur eine Vednderung des DNA-
Gehalts ermittelt werden, sondern auch das Auftreten neuer Kionpo-
pulationen Innerhalb einer Kultur, wie es am Beispiel von Untersu-
chungen einiger pérmanent prupagierharer Zellinien ‘.’Hel.a. HT-1080,
CHOQ) gezeigt w1rd Bet stabilen diploiden Flbroblastenzellkultnren
mit eingeschrankter in- vit.ro Lebensdauer {z.B. WI-38) ist mit zuneh-
mendem in-vitro Alter ein.vermehrter Antell von Zellen mit einem
tetraploiden DNA-Gehalt nachweisbar. . '

Die DNA-Flow Zytometrie soilte als HuBerst sensitive Methode der
Bestimmung der zelluliren DNA routinemiBig zur Kontrolle der Sta-

bilitdt verwendeter in-vitro-Zellkulturen hernngezqgen werden.
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" DurchfluBzytometrische Untersuchungen zur Identifikation von

Gerstensorten

Uirich, I., Ulrich, W., *Hutter, K.-J.

Institut flir Genetik, Universit#t Hohenheim, GarbenstraBe 30,

. 7000 Stuttgart 70; ®*Deutsches Xrebsforschungszentrum Heidel-

berg, Im Neuemheimer Feld 280, 6900 Heidelberg 1

Zur Unterscheidung von Gerstensorten werden vornehmlich mor-
phologische Kriterien (Bestimmung der KorngrdBe, Farbe, Spel-
zenbeschaffenheit ete.) und biochemische Methoden (Bestimmung

der Hordein-Fraktion mit Hilfe der Elektrophorese) eingesetzt.

" Da die konventionellen Methoden.zur Identifikation von Ger-

stensorten of't unbefriedigende Ergebnisse zeitigen, wird ein

Verfahren beschrieben, mittels durchfluBzytometrischer Ana-

lysen derartige Unterscheidungen vornehmen zu kénnen.

Die methodischen Voraussetzungen {iir die Protoplasténgewin-
nung aus Blatt- und Wurzelmaterisl von zweli- und sechszeili-
gen Gersten unterschiedlicher Provinienz, sowie monoparame-

trige DNS-Analysen und simultane DNS-Proteingehaltsbestimmun-

gen werden aufgezeigt.

'Gaibrairth, 'D.I-;'., Harkins, K.R., Maddox, J.R., Ayres, N.M.,

Sharma, D.P., Fircozabady, E.: Science 220, 1049-1056 (1983)

"Ulrich, I., Ulrich, W.: Z Naturforsch. H1,- 1052-1056 {1986}
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SELBSTLERNENDE DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE LISTENDATEIKLASSIFIZIERUNG

- MET DEM CLASSIF1 PROGRAMMSYSTEM g

G.Valet‘, M.Va[et‘, D.Tschépez, H.Gabriel?- v : o

' 1Arb.C:‘:ruppe Zellbiochemie, Max-Planck-Institut fir Biochemie, 8033 Martinsried bei Miinchen,
2Arb.Gruppe Zelluldre Hamostase, Diabetes Forschungsinstitut der Heinrich-Heine-Universitat,
4000 Diisseldort, SInst.f.Sport- und Leistungsmedizin, D-6900 Saarbriicken

Modeme DurchfluBzytometer erzeugen eine groBe Menge von Histogramm- oder
mehrdimensionalen Listendateien, die mit der verfiigbaren Software meist nur unzureichend
auszuwerten sind. Bei mehrdimensionalen Messungen werden Uberwiegend die prozentualen
Inhalte von MeBquadraten. ausgewertet, nicht aber die Fluoreszenzintensitaten und die
Packungsdichten der untersuchten Marker. Auf diese Weise bleibt eine erheblicher Teil der
verfiigbaren Information ungenutzt. Ein Mange! der bisherigen Sofiware ist es auch, daB
keine Méglichkeit besteht, die Unterschiede zwischen normalen und abnormen Proben aus
mehreren Messungen mit verschiedenen Markern gemeinsam auszuwerten. :

Das CLASSIF1 Programmsystem erlaubt es, diesen Problemen wirksam zu begegnen,
da Llistendateien aller kduflichen DurchfiuBzylometer oder Zellsorier mit diesem Pro-
grammpaket selbstlernend auswertbar sind. Gegenwérlig kann die relevante Information aus
maximal 10 unterschiedlichen Listendateimessungen mit jeweils bis zu 8 Parameter heraus-
gezogen und in bis zu 10 unterschiediiche Zustinde klassifiziert werden.

Dazu wertet das Programm die einzelnen Listendateien mit frei wahlbaren Multifenstern ...
in mehreren Dimensionen aus und speichert die Resultate in Datenbanken. Mit Hilfe"einer

Perzentilrechnung werden filr jede Probe die am besten zwischen normal und abnormen
Proben unterscheidenden Datenkolonnen. der verschiedenen Datenbanken in eine neue
Datenbank gebracht. Aus dieser Lerndatenbank werden in einem iterativen Opti-
mierungsprozeB Klassifizierungsmasken ausgerechnet, mit denen neue, dem Programm
unbekannte Proben prospektiv Klassifiziert werden kénnen. Die Klassifizierung ist bei
Langzeitkonstanz der Messungen infolge Eichung mit fluoreszenten Partikeln im Prinzip appa-
rate- und laborunabhéngig, da die Klassifizierung auf der Verinderung von Paramater-

~ mustern und nicht von Einzelwerten beruht. Die Lem- und MeBdatenbanken kénnen, ebenso
wie die Klassifizierungsmasken, zu Vergleichszwecken und zur Etablierung der Kiassifizierung
an einem neuen Ort, in standardisierter Form weitergegeben werden,

Die selbstlernende CLASSIF1-Klassifizierung ist vergiichen zu einer manuellen Klassi-
fizierung auBerordentlich trennscharf und stabil. So konnten bei Thrombozyten von normalen,
Herzinfarkirisiko- und Diabetespatienten durch Messung der Aktivierungsantigene CD62, CDB3
und Thrombospondin sowie einer IgG Isotypkontrolle 100%{n=17), 96%(n=87} und 57%(n=14)
der Fille richtig klassifiziert werden, wélrend durch manuelie Computerauswertung zwar die
Mittelwertunterschiede der Antigenexpression festgestellt, nicht aber im Einzelfall Klassifiziert
werden konnten. ' e

Die Messung von CD45RO/CD4, CD45RO/CD8, CDI/HLA-DR, CO3/CDHE und CD19
Antigenen auf den peripheren Lymphozyten von Wettkampfradrennfahrem ergab in 12 bis 18
monatigen Studien bei Computer-unterstiitzter Handauswertung keine signifikanten Anderun-
gen der prozentualen Quadranteninhalte.d.h. auch in diesem Fall war keine Einzelfallklassi-

fizierung méglich. Die selbstlernende Klassifizierung mit dem CLASSIF1 Programm efgab

dagegen einen deutlichen Anstieg der CD45RO Antigenexpression, die eine Einzelfallkiassi-

fizierung des Ubertrainingszustandes in 100%(n=21) und das Normalzustandes in 94%(n=51)
der Félle erlaubte. .
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IN SITU HYBRIDIZATION PRODUCES MOLECULAR DATA
FROM MORPHOLOGICALLY INTACT CELLS

M. van der PLOEG, A.K. RAAP, R.W. DIRKS, J. WIEGANT

: Dept of Cytochemistry and Cytometry, :

Leiden University

During the last fifteen years Cytochemistry and Cytometry
have become important tools in the fields of Diagnostic
Oncology and Cytogenetics.
The possibility to obtain relevant molecular data from one
or a few aberrant cells or chromosomes ocut of a tgtal
population, present in a morphologically . optlmgl
microscopic preparation, has increased diagnostic
potentials enormously.

one of the cytochemical methods that has reached 2 h;gh
detection sensitivity is the non-radicactive in situ

hybridization.

Single copy DNA seguences as small as 1 Kb can be
localised in metaphase or interphase chromosome
preparations. Using chromatin of varying states of

decondensation, a high DNA resolution can be cbtained; the
smallest distance in kilcobasepairs between two DNA targets
that can be resolved microscopitally at the moment being
10 te 50.Kb. The number of different DNA targets that can
be identified in one oprepa- ration simultanecusly (if
necessary), is 12. This number is 1likely to increase,
particularly by use of image cytcmetry. . ]
Non-radicactive ISH also allows the leocalization of
mRNA'S. Finally, the combination of ISH and
immunocytochemistry, facilitates the v%sgallgatlonh not
only of the presence, absence or amplification of genes
and gene transcripts, but also that of the cognate
proteins or peptides.

Through the combined efforts of several research groups,
non-radicactive ISH methodology has reached the peoint that
it is relatively easy to perform, and will allow to obtain
accurate results rather fast.

Examples of recent developments and potential applications
will be presented. . .




Gene ampiification. in the absence of : selective’ pressure.
Experiments with cell hybrids. o ' ‘

Silvia Viaggi%, Michael -Nasse”, Laura Ottaggio™, Wolfgang Beisker ", .

Stefania Bonatti :

a"GSF—_Ins_tit_ut fiir Biophysikalische Strahlenforschung, = |

Arbeitsgruppe Durchiluzytometrie, 8042 Neuherberg .
*Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro, '
Laboratory of Mutagenesis, Genua, Italien

- The isolation of two monochromosomal hybrids from Chinese hamster cells
was previgusly described containing, as an additional chromosome, the
marker of a phosphonacetyl-L-aspartate {PALA}-resistant cell tine. This marker
chromosome was found to contain a homegeneously staining region (HSR}
with the amplified CAD gene {Viaggi et al., Mutation Research 265, 9-21,

1992}. Integrated gene amplification is known to be generally-stable during a

period of several months of growth in the absence of the selective drug.

To investigate - the stability of the amplified regions the :PALA-resistant
. parental cell line and the hybrids were grown during a four months period in
PALA-free medium. o
Cytogenetic methods and flow karyotyping showed that the parental PALA-
resistant celis were stable during the first six weeks of culture in the absence
of selective pressure; after four months about 0% of the cells contained the
original marker chromosome and showed unchanged PALA-resistance,

In bath hybrid clones, however, the PALA-resistance decreased during the - -

first month to about 50%, but increased again to 80% of the original value
during the following three months. :

The two hybrid clones were found to exhibit an unstable karyotype: the
extra-chromosome containing the amplified CAD gene was apparently lost in
abaut 90% of the cells during cultivation in the absence of PALA. At the
_same time a population appeared with a very small chromosome containing
"the amgplified CAD gene demanstrated by in situ hybridation and slot-blot
* analysis of sorted chromosomes. The new population with the smaller marker
chromosome found in both hybrids apparently overgrew the original hybrid
population.
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Externe Qualitidtssicherung (QS) bei der immunophanotypisierung
in den USA und Deutschland

Alexander von Ruecker', Rolf Kruse'

'Institut fir Klinische Biochemie der Universitit Bonn
Sigmund-Freud-Strasse 25; 5300 Bonn 1

Im Gegensatz zu Deutschland existiersn schon seit einiger Zeit externe
QS-Programme flir die Immunophinotypisierung in den USA. In Zusammen-
hang mit der AIDS Forschung und Diagnostik wurde 1988 ein -Programm in
den USA initiiert, weiches die wichtigsten Lymphozyten-Subset-Untersuch-
ungen in den &ffentlich unterstltzen Laborartorien regelmiRig kontrollierte.

Nach anfénglich logistischen Problemen, sah das Programmkonzept vor, sehr
viele unterschiedliche Methoden und MeRgeréte zu berlcksichtigen. Riick-
blickend wirkt das Programm konfus. Es hatte jedoch die positive Wirkung,
dal} die Ergebnisse der Teilnehmer sich deutlich verbesserten. Lagen die
Messungen von CD4-Zellen beispielsweise anfénglich bei den gleichen Hiv-
positiven Proben zum Teil mehr als 100% auseinander, konnte dieser
Unterschied im Verlauf der Studie auf 40 - 60 % reduziert werden.

Dieses positive Ergebnis bewog die Food and Drug Administration, ein
allgemeines Qualitdtssicherungsprogramm bei der immunophénotypisierung
unter Aufsicht des College of American Pathologists {CAP) einzufihren.
Laboratorien missen seither gewisse ‘Leistungskriterien bei Ringversuchen
erfillen, um z.B. als AlDS-Untersuchungsiabor akkreditiert zu wearden.

Die Arbeitsleitlinien der CAP umfassen Empfehlungen zur Verwendung von
Antikoagulantien, sowie Hinweise zurGeréte-Eichung, Lagerung (Temperatur}

und Anférbung der Proben. Wichtigstes Kriterium zum Bestehen siner

Qualititskontrolle jst_der Consensus innerhalb einer {Gerdte-}Gruppe und
nicht_ein festgelegter Referenzmethodenwert. Dies fiihrt dazu, dalk z.B. der

Mittelwert bei der Bestimmung eines Lymphozyten-Subsets bei zwei unter-
schiediichen Geréitegruppen Giber 100% verschieden sein kann, abertrotzdem
beide Gruppen die 'Qualitétskontrolle’ bestehen,

Die_Richtlinien der Bundesfirztekammer sehen in Deutschiand momentan
noch kein O8-Programm beij der Immmunophinotypisierung vor. Zur Qualitéts-

verbesserung und Standardisierung erscheint es sinnvoll, Arbeitsrichtlinien,
und, solange es noch keine Referenzmethoden gibt, ein dhnliches QS-System
einzufihren wie in den USA (methodenabhingige Sollwerte ?).

Aufbauend auf den Erfahrungen der USA und einiger europdischer Staaten,
versuchen die von der Bundessrztekammer mit der externen 05 beauftragten
Orgapjsationen derzeit, bei der Immunophéinotypisierung externe
Ringversuche zu etablieren. Uber erste Erfahrungen wird berichtet.




Automatisierte DNA Image Analyse beim Lymphknoten negativen
Mammakarzinom: Pleiditdt und Anteil von Zellen mit hohem DNA-
Gehalt (> 5¢) als prognostische Faktoren.

T.Wagner*, A Adler*, | Assmann*, EKubista®, | Elis’, J.J.Ploem-
Zaaijer# T

* 1.Universitéts-Frauenklinik, Wien, Austria .

# Dep. of Cytometry & Cytochemistry, Sylvu._xslabq'atu'y,_ Un.n_f. of .
Leiden. The ‘Netherfands e

.* Dep of Histopatholegy, City Hespital, Nottingham, UK

ratfingewebe von Gber 100 tymphknoten (LK) negativen
.:'Ir;mF::akarzj?'lomen wurden DNA Parameter mittels automatisierter
image Analyse gemessen. Autematisierte image Analyse,
durchgefahrt mit Hilfe des Leiden Television Analysis Systems
LEYTAS, = wurde an -Feulr_;;c’.'n!f Azurb A gg;liil;::nt;n
Einzslzellkernpraparationen ~aus Peralfingewebe  vorg .
Zusitzlich zt.lrpgligdtatsbesﬁmmung wurde bei allen Kerzinomen der
Anteil vorn Zellen mit einem hohen DNA Gehalt (>5¢) gemessen,

Diese Zellen kemmen in malignen Tumoren meist nur in einem sehr:

eringen Prozentanteil -vor (< 1%}, scheinen jedoch von ‘hoher
giologgischer Bedeutung zu sein. Die Detektion, auch bet einem
Prozentantetl von unter 0.1 %, ist mit automatisierter Image_Analyse
{LEYTAS) méglich. Ein Anteil von mehr als 05 % an Zellen_mlt ho_harn
DNA Gehalt {> 5¢) erwies sich als prngnostlsg:h unginstig. Bei der
Analyse der MefBdaten von Ploiditat, Anteil von Zellen > 5c,
Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptorstatus und der klinischen Daten
von Grading, menopausalem Status, Therapie und Tumorgrate
ergab sich fur den Anteil von Zellen > 5Sc die deutlichste

prognostische Signifikanz. :

DurchfluBcytometrisch kontrollierte Chromatin in
‘situ Testung mit Hilfe von Heparin, “gemessenen an
der Zellinie H184A1N4 . '

WeiB H, Langen P, Nischke U, Thun I
Max-Delbriick~Centrum fiir Molekulare Medizin, Berlin

Untersuchungen zur Chromatin in situ Testung mit
Hilfe von Heparin, als Information zur Prolifera-
tionskapazitit,wurden an der durch Benzpyren immor-
talisierten menschlichen Mammazellinie H184A1N4
(M. Stampfer, 1985) fortgesetzt.

. Ziel der VUntersuchungen ist es, die Aussage des

Chromatin in situ Testes durch Versuche an Zellen
unter definierten Wachstumsbedingungen =zu prazi-
sieren, um ihn filir die Einsch#étzung von Prognose
und Chemosengitivitit menschlicher Carcinome nut-
zen zu kénnen,

Die Versuche wurden an nicht fixierten, mit EB/Mi,
in Anwesenheit von Triton X-100, fluorochromierten
Zellen vorgenommen. Ausgewertet wurde aus der ifiber
21 Minuten verfolgten Reaktionskinetik, der 4 Min.
nach Heparinzugabe gemessene Wert. Die Auswerung
erfolgte in Form von Medianwerten.

Gemesse wurden Zellen, die nach einer S-tidgigen,

- exponentiellen Wachstumsphase ( Basismedium alpha

MEM/F-12HAM [ 1:1 Vol/Vol ] mit Supplementen und
2 % FKS ) einer S5-stiindigen Ndhrstoffverarmung

-unterworfen' wurden und danach, durch Zusatz des

kompletten Nihrmediums, 2 Std. restimuliert wurden.

Die N&Zhrstoff depletierten Zellen zeigten eine
durch Heparin induzierte Fluoreszenzintensitdtszu-

nahme von 7,2 %, wihrend die restimulierten Zellen

nur um 4,4 % anstiegen. Die Zellzahl nahm wihrend
der Restimulierungperiode um 2 % zu. {N=6)

Die Anderung der Chromatinsensitivitit liegt zeit-
lich vor einem Anstieg der Zellen in der S- bzw.
Gz M-Phase.

Vergleiche zur Expression von Proliferations asso-—
ziierten Antigenen werden angestellt.




Einfluk von ‘Bromdesoxyuridin auf Z_e!lbroliferatiﬁn.und Mikrokern-
Induktion in verschiedenen Zelisystemen. :

Eva Maria Weiler*,
Michael Niisse

-*GSF-Institut fiir Biophysikalische Strahlenforschung
AG DurchfluRzytometrie, 8042 Neuherberg
* Boehringer . Mannheim GmbH, Abt. fiir Zellbiclogie, 8122 Penzberg

Die Folgen der DNA-Substitution -durch das Thymidin-Analog 5-
Bromodesoxyuridin (BrdUrd) auf Zellproliferation und Mikrokern-Induktion
wurden in verschiedenen Zellsystemen untersucht. DurchfluRzytometrische
Messungen des DNA-Gehalts und der Streulicht-Intensitdt in Zellkernen
zeigten, daR Chinesische Hamster Embryozellen (CHE) in Gegenwart von
BrdUrd (30 - 100 pM) in der G2-Phase des ersten Zellzyklus voriibergehend

arretiert wurden. Nach diesem G2-Block und der anschlieﬁenden-Zélltei[ung“'.

stieg die Hiufigkeit von Mikrokernen als Funkton der Zeit und der BrdUrd-
Konzentration an. Demgegeniiber induzierte BrdUrd in menschhchen Amnion-
Fibroblasten und in NIH-3T3 Maus-Fibrablasten weder zellkinetische
Veranderungen noch Mikrokerne. Durch indirekte Immunﬂuoreszenzfarbung
-der Kinetochore mit CREST Antikérpern konnte nachgewiesen werden, da@
BrdUrd in CHE-Zellen Mikrokerne induzierte, in denen vorwiegend azentrische
Chromosomenfragmente emgeschlossen waren. (klastagene Wirkung von
BrdUrd). Da die. DNA-Verteilung der BrdUrd-induzierten Mikrokerne Strukturen
aufwies, die durch zufillige Chromesomenbriiche nicht erkiirt werden
konnten, = sollen zytogenetische Analysen kiiren, ob in CHE-Zellen
Chromosomenbriiche in bestimmten  Chromosomen-Abschnitten besonders
héufig auftreten kiinnen.

Silvia Viaggi*, Manfred Kubbiest, Wolfgang Beisker” und

- aufgenommenen

Aufnahmekinetiken von Photosensibilisatoren in Epithelzellen
Jurina M. Wessels und Wolfgang Beisker

GSF-Institut fiir Biophysikaiische Strahlenforschung,
AG DurchfluBytometrie, 8042 Neuherberg

Die photodynamische Tumortherapie (PDT} hat sich in den vergangenen
Jahren zu einer alternativen Form der Krebstherapie entwickeit.
Tetrapyrolstrukturisomere, die gegeniiber dem Normaigewebe ecine erhéhte
Tumorselektivitit aufweisen, werden aufgrund ihrer photophysikalischen
Eigenschaften als Diagnostika und Therapeutika in der PDT eingesetzt.
MaBgehénd fiir den Erfolg der Therapie sind die pharmakokinetischen
Eigenschaften der Photosensibilisatoren. An dem Modellsystem Zelle wurden
durchfiulzytometrische Untersuchungen zur Charakterisierung des
Aufnahmemechanismus von den hydrophilen Photosensibilisatoren TPPS,
und TPPC,4 sowie von dem amphiphilen Protoporphyrin IX durchgefiihrt. Eine
Doppelinkubation mit H33342 und dem Photosensibilisator wurde benutzt,
um eine Differenzierung 2wischen der Fluoreszenzintensitit des
. Photosensibilisators in wverschiedenen Zellzyklen zu
ermdglichen. Das lipophilere Protoporphyrin zeigt mit einer Halbwertszeit von
t1;2 = 42 = 14 min eine um einen Faktor 10 schnellere Aufnahmekinetik als
das hydrophile TPPS4. Die_Unterschiede in den Halbwertszeiten beruhen auf
einem unterschiedlichen Aufnahmemechanismus. Der amphiphile
Photosensibilisator wird mittels eines diffusionskontroliierten Mechanismus
aufgenommen, widhrend beide hydrophilen Sensibilisatoren durch die
unspezifische Endozytose aufgenommen werden. TPPC4 wurde ebenfalls
iiher die unspezifische Endozytose aufgenommen, Die Halbwertszeit betrug

"tz = 168 * 24 min. Die Unterschiede in der Halbwertszeit zwischen den

beiden hydrophilen Sensibilisatoren sind auf den EinfluR der - Substituenten

-zuriickzufiihren.




Die "Nukleolar 6r§anizer Region" und der "Proliferationswarker"
Ki- -67 als zellklnetzsche Parameter
fir orale Dysplasien und Plattenep;thelkarzinome*
J. Zsller!, M. Flentje!, A. Herrmannl, P. Sinn®, I.A. Born®

-1 Klinik.. und Poliklinik fir Mund*Klefer-GeSLChtschlrurgle (Arztl.
Direktar: Prof.Dr.Dr.J. Mﬁhllng), Universitét He1delberg o

2 Radiologische Universititskiinik Abt. Xlimische Rad;ologie und
Poliklinik {Arztl. Direktor: Prof.Dr.Dr.M.Wannenmacher)

3 Pathalogisches Institut der Unlver51tat He;delberg (Dlrektor- Prof.
“Dr. H F. Otta) °

" Abstract

. An 80 oralen Dysplasien sowie 40 Plattenepithelkarzinomen::wurde - die:
Wertigkeit der Nukleolar Organizer RHegion (NOR) sowie des "Prolifera-

tionsmarkers" Ki-67 als zellkinetische - Parameter untersucht. EKEeine
Bezlehung' war zwischen der Zahl der Nukleoli und der NOR-Zahl fest-
zustellen Hingegen war: 51ne.Korrelat10u zwischen der mittleren . Zahl
- der  NORs pro Zellkern und der S-Phase erkennbar. Die Zuordnung der
durchschnittlichen NORs pro Kern zu dem histelogischen Dysplasiegrad
lied eihe ﬁhnliché Verteilung wie diejenige der S-Phasen erkennen.
Mit dem Anstieg des histologiséhen,D&éplasiegrades hzw. des:Tumorgra—
dings nahm  auch der prozentuale Anteil .Ki-67-positiver Zellen bei
_Breiter Streubreite zu.  Eine Korrelation zwischen diesem Markierungs-
. imdex wund dem S-Phasen-Anteil war evident. Beide Methoden scheinen

als Referenzverfahren und Ergénzung zur DNS-Flufizytometrie geeignet.

* Mit freundlicher Unterstiitzung des Vereins zur Férderung der Krebs-

forschung in Deutschland

Der EinfluB von Vitamin A auf Alkohol- und Tabak-induzierte
Schleimhautverinderungen

Zellkinetische und morphometrische Untersuchungen am Tierexperiment

J. Z§llert, H. Maier?, M. Flentje’, Chr. Hofele!, I.A. Born?

-

Klinik und Poliklinik fir Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie (Arztl.
Direktor: Prof,Dr.Dr.J.Mihling), Universitét Heidelberg

~

Hals-Nasen-Ohrenklinik {Arztl. Direktor: Prof.Dr.H.Weidauer}, Uni-
versitit Heidelberg

w

Radiologische Universitédtsklinik Abt. Klinische Radiologie und
Poliklinik (Arztl. Direktor: Prof.Dr.Dr.M.Wannenmacher)

o

Fathologisches Institut der Unlvar51t§t H91delberg {Direktor: Prof.
Dr. H.F. Otto) .

Abstract

In Vder' Karzinogenese des Mundschleimhautkarzinomes werden Alkohol und
Tabak als haupts#chliche Risikofaktoren angesehen. Da_bisherige Unter-
suchungen gezeigt haben, .daB Vitamin A und seine Derivate eine chemisch
induzierte Karzinogenese wirksam verhindern kénnen, interessierte uns die
Frage, ob sich alkohol- und tmbakinduzierte toxische Auswirkungen durch
eine Vitamin A-Verabreichung beeinflussen lassen?

Die tierexperimentellen Untersuchungen an oralen Epithelien der Ratte
ergaben, daB nach einer sechsmonatigen chronischen Alkchol- und Tabak-
vergbreichung eine gleichsinnige signifikante Reaktion der Schleimhaut
mit Kernhypertrophie, vermehrter Proliferation, venrstdktem Auftreten von
Mikronuklei und einer Expressionsverstiérkung im Keratinmuster von K 8 und
13 festzustellen war. Durch eine zus#tzliche Verabreichung von Vitamin A

{10.000 " I.E./kg KG) lieBen sich diese toxischen Einfliisse besonders im

nBefeich der Mundbodenschleimhaut weitgehend vermeiden.
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Zwei-dimensionale Durchfluﬂzytametr;e (DHA.und 3167)
an menschlzchen Rektum*Kar21nomen

F Z&lzer, A. Speer und C. Streffer
Institut fir Medizinische Strahlenbiclogise,
Universititsklinikur Essen, BHufelandstrale 55, 4300 Essen 1

Zur Bestimmung der Zellproliferation in menschlichen Tumoren
hat die Messung won Hauflgke;tsvertELIUngen des DNA-Gehalts
weite Verbreitung gefunden. Stlllschwelgende Vbraussetzung bei .
der Anwendung dieser Methode 1st, daf Zellen mur mit einem G, -
“{bzw. Gp—} DNA=-Gehalt in eine Ruhephase {ibergehen, so das s-
oder G.-~ DNA-Gehalt zuf aktive Progression durch den Zykius
schlie%en laBt._Marklerungsversucha mit 3H—Thym1dln odexr Bradu
haben jedoch den Verdacht aufkommen lassen, daB auch Zellen in
- den spdteren Stadiem inaktiv werden kénnen. Wir erhofften uns
weiteren Aufschluf in dieser Problematik mit Hilfe des mono-
kKlonalen Antikdrpers K167 der spezlflsch prollferlerende
Zellen erkennt.

Zwei-dimensionale DurchfluBzytometrie mit Propidiumicdid und
.einem FITc-konjug1erten sekundiren Antlkorper erlaubt die
Korrelation von DNA~Gehalt und Expresszon des (mutmaﬂllch)
prollferatlons—spazzflschen Antigens. Nach Uberwindung einer
Reihe von methodischen Problemen konnten wir 29 menschliche
. Rektum~Karzinome in dieser Weise untersuchen, Bei einigen .
Proben zeigte sich dabei das erwartete Muster: KlE?-negathe
- (nicht proliferierende) Zellen traten nyr bei G,~ (bzw. & a-)
DN2A-Gebalt auf, wihrend Zellen mit - und .Gy~ DNA-Gehalt
grundsdtzlich Kig7-positiv waren. In anderefi Fillen waren
dagegen auch ruhende S- und G,-Zellen zu beobachten, nitunter
iiberwogen sie sogar die prnll%erierenden Zellen gleichen DNA-
Gehalts. Wuarden die zyklus-Verteilungen ven Eis7-positiven und
-negativen Zellen separat- bestimmt, so wiesen erstere aller-
dings fast immer eine deutlich hohere 8- und G,-Fraktion amf.
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Donnerstag, 22. Oktober 1992

14.00 - 14.15 BegriiBung

14.15 - 17.45
1415 - 14.45
14.45 - 15.00

~15.00 - 15.15
156.15 - 15.30
15.30 - 15.45
15.45 — 16.00
16.00 - 16.15
16.15 - 16.30
16.30 - 16.45
16.45 ~ 17.00
17.00 - 17.15
17.15 - 17.30

1. MayaLL, B. H.:
Flow and Image Cytometry in Biomedical Research

2. ASSENMACHER, M., ScHMITZ, J., and RADBRUCH, A.:
Analysis of cytokine production by immunofluorescence

3. Jung, T., ScHAUER, U. und REGER, C.:
Detektion intrazellularer Cytokine

4, BAUER, R., and BoHM, |.:
Epitopes within the lg-like domain of the CD4 molecule are
localized on a substantial propottion of CD8" lymphocytes in
HIV patients

5. FROHAUF, S., Haas, R, und HuNSTEIN, W.:
Subgruppenanalyse von CD34* pra-B-Zellen bei Patienten mit
monoklonalen Gammopathien und Normalspendern

_6._ RotHe, G., Kovacs, E., and ScHmirz, G.:
- Abnormal interaction of mononuclear phagocytes with lipo-
proteins in Tangier disease |

Kaﬁeepause

7. Kovacs, E., RoTHE, G., and Schmz, G.:
Role of mononuclear phagocyte subpopulations as markers of
atherogenicity in hypercholesterolemic patients

8. ScHwmITT, M., CHUCHOLOWSKI, N., RETTENBERGER, P., SCHUREN, E.,
Monwa, N., GORETzKI, L., WiLHELM, O., WEIDLE, U., and GRAEFF, H.:
Flow cytometrlc analysis of the urokinase receptor (uPA-R) on
tumor cells by fluorescent uPA-ligand or monoclonal antibody
#3936

9. DeHos, A., SIMKO, M., KrieHuBer, H., CzempiEL, H., EcaLomasst, G,
and MeeR, S.;
Changes in viability and surface markers of lymphocytes after
exposure to ionizing radiation

10. BaiscH, H.:
Tumornekrosefaktor (TNF) induzierte Modlflkatlon der Zeltkinetik
in menschlichen Tumorzellen

11. TARNCK, A.:
Charakterisierung von Zellklonen mit funktionell intakien
Neurotransmitterrezeptoren, die {iber ligandeninduziert
Erhéhung des zytosolischen-freien Kalziums sortiert Wi




17.30 - 17.45 12. Hankowitz, J., and Scumitz, G.:

Ca**-antagonists Nifedipine and Nitrendipine arrest smooth
muscie cells in G0/Gi-phase

17.45 - 18.00 Kaffeepause und Postermontage

18.00 - 19.00

19.00 - 21.00 Empfang durch den Stiftungsvorstand des DKFZ

Freitag, 23. Qktober 1992

8.30 - 10.30
8.30 - 9.00
9.00- 09.15
9.15- 9.30
9.30- 945
9.45-10.00
10.00 - 10.15
10.15-10.30

. VAN DER PLOEG, M., Raap, A, K,, Dirks, R. W., and WigaanT, J.;
In situ hybridization produces molecular data from morphologi-
caily intact cells

. GoLp, R., RotHE, G., SCHMIED, M., ZISCHLER, H., VaLET, G.,

WEeCKeRLE, H. und Lassmann, H.:
In-situ Nick-Translation zum Nachweis von Apoptose in FluB-
zytometrie und auf Gewebeschnitten

. Weiss, H., Langen, P., NiscHke, U, und THuN, I.:

FluBzytometrisch kontrollierte Chromatin-in-situ-Testung mit
Hilfe von Heparin, gemessen an der Zellinie H184A1N4

. Bonsing, B. A., BEERMAN, H., DevILEE, P., KuiPERS-DIJKSHOORN, N.,

FLEUREN, G. J., and CorneLssE, C. J.:
Flow cytometric and restriction fragment length analysis of
breast carcinomas with metastases

. Viagas, S., Nossg, M., Orragaio, L., BEISKER, W., and BonatT, S.;

Gene amplification in the absence of selective pressure.
Experiments with cell hybrids

. Cao, J., BEisker, W., ADLER, I. D. und NOsse, M.:

FluBzytometrische Analyse von Mikrokernen in polychromati-
schen und normochromatischen Erythrozyten aus dem peri-
pheren Blut von mit Chemikalien behandelten M3usen

. TATCHEN, . und GOHBE, W.:

FluBzytometrie und Sortierung von testikuléren Zellen der Maus
in unterschiedlichen Differenzierungsstadien

10.30 - 10.45 Kaffeepause

1045 - 12.15
10.45 - 11.15
" 11.15 = 11.30
11.30 - 11.45
11.45 - 12,00
12.00 - 12.15
1215 - 13.15
13.15 - 16.45
13.15 - 13.45
13.45 — 14.00
14.00 - 14.15
14.15 - 14.30

1. PanTEL, K., SCHLIMOK, G., KUTTER, D., BRAUN, S., ANGSTWURM, M.,
ScHmaus, W., KLeIN, C., RIETHMULLER, G.:
Immunzytochemische Charakterisierung disseminierter epi-
thelialer Tumorzellen im Knochenmark von Karzinompatienten

2. BoHm, |., and Bauer, R.:
Expression of an abnormal CD3/TCR complex on peripheral
blood-lymphocytes in patients with cutaneous T-cell lymphoma
(CTCL)

3. DaMOvA, M., GIORDANO, M., RiccArDl, A., Wang, E., and Mazzin, Gi.:
Cell kinetics of acute Leukemia studied with in vivo Bromo-
deoxyuridine, cell cycle-related antigen expression and multi-
parameter flow cytometry

4. KNOCHEL, R., NicoLal, H., BACH, E. und HOFSTADTER, F.:
Mehrparameter-FluBzytometrie zur Phinotypisierung und DNA-
Bestimmung von urothelialen Neoplasien in vitro und in vivo

5. SEVERIN, E. unEi CHE-JEN HuANG:
Dehydrogenase-Aktivitaten in priméren gastrointestinalen
Tumor-Zellinien

Mittagspause

1. BaRtELS, P. H., and THompson, D.:
Uncertainty management in quantitative histopathology by inter-
ference networks .

2. WaGNER, T, ADLEH,A AssMmann, L., KueisTa, E., ELLIS, |. und PLOEM-
ZAAER, J. J
Automatisierte DNA Image Analyse beim Lymphknoten-negati-
“ven Mammakarzinom: Ploiditat und Anteil von Zellen mit hohem
DNA-Gehalt >>5c¢) als prognostische Faktoren

3. Menzg, R., ROSCHOFF, J., KNOCHEL, R. und HOFSTADTER, F..
Bildanalytische und fluBzytometrische Mehrparameteranalysen
am Mammakarzinom

4. TeCHEN, G., NExarpa, H., Roper, J. D., Fink, U. und SieweRT, J. R.:
Bedeutung der Heteroploidie fiir die prognosebezogene DNA-
Messung beim Plattenepithelkarzinom des Oesophagus




14.30 - 14.45

14.45 - 15.00
15.00 - 15,15
15.15 ~ 15.30
15.30 - 15.45
15.45 ~ 16.00
16.00 - 16.15
16.15 - 16.30
16.30 - 16.45
16.45 - 17.00
17.00 - 19.00

17.00-17.15

5. Makamura, T., NEkarDa, H., BECKER; K., SCHULER, M.,'
BoLLSCHWEILER, E., HOLSCHER, A. H., and SIEwERT, J. R.:
Flow cytometric analysis of adenocarcinoma of the cesophagus

6. Nekarpa, H., BECKER, K., TECHEN, G., DITTLER, J., RoDER, J. R.,
Fink, U. und SIEWERT, J. R.:
Praktikabilitét fluBzytometrischer Messung von DNA und immun-
histologischer Bestimmung der Ki67 assoziierten Proliferations-
fraktion an Biopsien des Gastrointestinaltraktes

7. ZOLzZER, F., SPeER, A. und STREFFER, C.:
Zwei-dimensionale FluBzytometrie (DNA und Ki67) an mensch-
lichen Rektum-Karzinomen

Kaffeepause

8. EISENMENGER, M., FOGER, A., SiMak, R., MARBERGER, M. und
WIENER, H.:
Wertigkeit der Ploidiebestimmung von Biopsie-Tupfprdparaten
bei Urotheltumoren mittels Image Analyse

9. LEpL, TH., CuLLMANN, H. und LieoL, B
Aussagekraft fluBzytometrischer DNA-Analysen von OP-Prapa-
raten und Feinnadelbiopsien der Prostata

10. Hareeck, N., ScHUREN, E., YAMAMOTO, N., PACHE, L., ScHMITT, M.,
JANICKE, F., DETTMAR, P., HOFLER, H., and GRAEFF, H.:
Flow cytometric DNA-analysis in primary breast cancer:
S-phase fraction and ploidy as prognostic factors and their cor-
relation to tumor-cell associated proteases

11. AUNER, H., ScHOLL, W., LUSCHIN, G., ADELWOHRER, N. und PURSTNER, P.:

DNA-Analytik mittels FluBzytometrie bei Ovarialtumoren

12, GEHRING, M., HaaG, D., GOERTTLER, KL., and ScHwas, M.:
Combined analysis of prognostic parameters in neuroblastoma

Kaffeepause

1. GarrRITSEN, H. 8. P., GANSHIRT-AHLERT, D., DOHR, A., HELMER, E.,
WaLpg, C., and HoLzGREVE, W.:
Isofation of fetal cells from maternal blood by a combination of
density gradient centrifugation and magnetic cell sorting

17.15 ~ 17.30
17.30-17.45
17.45 - 18.00
18.00 ~ 18.15
18.15 - 18.30
18.30 ~ 18.45
18.45 ~ 19.00

3. KimiTaka, Kato, and RADBRUCH, A.:

2. BuscH, J., HoLyz, J., HEIFER, U., and RADBRUCH, A.: SRR
Enrichment of fetal erythroblasts from maternal blood for
analysis of the fetal genome by PCR

Sorting of rare cells: Positive selection of CD34* hernatopo
progenitor cells in human peripheral blood by magnetic cell:
separation

4, SCHEFFOLD, A., RaoerucH A, und MILTENY, S.:
Immunspezifische Magnet- und Fluoreszenzmarkierung
mit Liposomen

5. Manz, R., MILTENYI; 5. und RADBRUCH, A.:
FluBzytometrie und Zellsortierung lebender Zellen anhand
spezifischer sezernierter Molekiile

6. KLEINE, H. D., ScHeNICHEN, D., Lux, E., DoRiNG, G., PoLiwopa, H.,
and FrReunp, M.:
A constant flux system using the “Magnetic Cell Separator”
{(MACS) for highly efficient cell depletion

7. BEISkER, W., Ca0, J. und NOssg, M.:
Mikrokernanalyse in Maus-Erythrozyten mittets Slit~Scanning
FluBzytometrie

8. HULLeR, R., GLOSSNER, E., WEINGARTNER, J. und KAGHEL, V.:
Mehrparametriges ,Optisches Sortieren” durch Bildaufnahme
aus dem Durchfluf

19.00 — Ende Kaffeepause und

Mitgliederversammiung der Gesellschaft fir Zytometrie e.V.

Samsiag, 24. Oktober 1992

8.30- 1145
8.30- 845
845 - 9.00
9.00- 9.15

1. ScHOUREN, E., YamamoTo, M., HARBECK, N., SCHMITT, M., JANICKE, F.,
HOFLER, H., and GRaErFF, H.:
Flow cytometric analysis of fresh human tumor tissue: A new
separation system for identification of single tumor cells and
application to analysis of ftumor-associated proteases

2. MaRrTIN, E. und BHAKDI:

FluBzytometrische Quantifizierung von Opsonophagozytose und
Abtdtung von 8. aureus und C. albicans durch periphere Blut-
leukozyten

3. WesseELs, J. M. und BEISKER, W.:

Aufnahmekinetiken von Photosensibilisatoren in Epithelzellen




9.15- 9.30
9.30 - 9.45
9.45 - 10.00
10.00 - 10.15
10.15 - 10.30
10.30 - 10.45
10.45 - 11.00
11.00 - 11.15
11.15-11.30
11.30 - 11.45
11.45 - 12,00
12.00 - 13.45
12.00 - 12.15
12.15 - 12.30
12.30 - 12.45
12.45 - 13.00
13.00 - 18.15

4. FarrenkopF, CH. und KACHEL, V..
Ein 4-Parameter fluBzytometrisches Datensystem auf einer
PC-Einsteckkarte

5. GOHDE, W., ScHmDT, E. M. und TATCHEN, i.:
Eigenschaften eines Piezo-Sorters

Kaffeepause

Beckton-Dickinson
Coulter Electronics
Molter

BIOTEC

—

Dianova Immunotech
Medac
. NN

- Qo v ® N &

—_ -
[\

Kaffeepause

1. voN RUECKER, A. und KRuUsE, R.:
Externe Qualititssicherung {(QS) bei der Inmunophéno-
typisierung in den USA und Deutschiand

2. Neeg, C. T.:
Interne Qualitatskontrolie in der FluBzytometrie

3. O1ro, FoJ:
Ergebnisse des Ringversuchs 1992 zur Standardisierung der
fluBzytometrischen DNA-Messung

4. STROHMEIER, R., NauJoKs, H., vaN DRrIEL-KULKER, A. M. J, und
PLoEM, J. 5.:
Erprobung eines vollautomatischen Bildanalysesystems in
einem zytologischen Routinelabor

5. STRIEFECKE, E., Augr, H., Raurach, H., KocH, A. und BOCKING, A.:
Methodische Variablen der TV-bildanalytischen Quantifizierung
immunhistochemischer Reaktionen am Beispiel des Prolifera-
tionsmarkers PCNA bei Meningiomen

13.15 - 13.30

13.30-13.45

6. BURPEE, A. V.:
Comparative list mode data analysis strategies using 1, 2, 3,
and 4 color reagent combinations

7. VALET, G, VaLET, M., TscHoPE, D. und GABRIEL, H.: -
Selbstlernende quBzytometrlsche Llstendaterklassmznerung mit
dem Classifl Programmsystem

ENDE

1. BIESTERFELD, S., WOHLTMANN, D., WoLTER, D., EMMERICH, M. und
STRIEPECKE, E.:
Bestimmung der Reprasentativitdat DNA-zytometrischer und mor-
phometrischer Parameter durch Varianzanalyse

2. BIESTERFELD, S. und Sun, D. Q.
Hauptkomponentenanalyse — ein faktoranalytisches Modell zur
Bestimmung von Erkennungsmustern in multivariaten morpho-
logischen Gradierungssystemen

3. EncELs, K., STROHMEIER, R., ACKERMANN, H. und ScHNnORcH, H. Gi.:
Reproduzierbarkeit bei interaktiver Tumorzellkernvermessung
an histologischen Routineschnittpraparaten von Mamma-
karzinomen

4. HutTer, K. J.:

Mehrflucreszenzfarbstoffanalyse zum Nachwels unterschied-
licher Mikroorganismenspezies

5. JAGER, R., ScRriBA, A., HEYMANNS, J. und PrLUGER, K. H.:
Proliferationsstudien an Leukdmiezellinien nach Stimulation mit
verschiedenen Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren

6. KLeiNg, T. O., HAackLER, R. und ALBRECHT, J.:
Vorlaufige Referenzwerte fiir acht Lymphozytensubpopulationen
im Liquor Cerebrospinalis

7. LiEpL, TH., VAHLENSIECK, W., IDZiKOwsKI, M. und FaBricius, P.:
Methodik und Wertigkeit fluBzytometrischer DNA-Analysen im
Rahmen der Spermatogenesebeurteilung

8. RENNER, H., UNGER, U. und CHRisT, R.:
Immundiagnostik von Zellen der bronchoalveolaren Lavage
(BAL) bei interstitiellen Lungenerkrankungen

9. Schriea, A., JAGeR, R., HEYManns, J. und PFLOGER, K. H.: L
Differenzierungsstudien an humanen Leukamiezellinien nach
Stimulation mit Differenzierungs- und Wachstumsfakioren :




10.

11.

12

13

14,

ULricH, W. und Frirz, B.:
FluBzytometrisches DNA-Monitoring von in-vitro Zellkulturen

ULricH, ., ULricH, W. und HuTTER, K. J.: )
FluBzytometrische Untersuchungen zur identifikation von Gersten-
sorten

WELLER, E. M., Viagal, S., KuBBIES, M., BElsker, W. und NL:'JSSE, M.:
EinfluB von Bromdesoxyuridin auf Zetlproliferation und Mikrokern-in-
duktion in.verschiedenen Zellsystemen

ZOLLER, J., FLENTJE, M., HERRMANN, A., SINN, P. und BoRn, . A.:

Die ,Nukleolar Organizer Region“ und der ,Proliferationsmarker*
Ki-67 als zellkinetische Parameter fiir orale Dysplasien und Platten-
epithelkarzinome

ZOLLER, J., MAIER, H., FLENTJE, M., HOFELE, CHR. und Born, I. A.:
Der EinfluB von Vitamin A auf Alkohol- und Tabak-induzierte
Schleimhautverdnderungen

HEIDELBERG

MbnchhofstraBe

Uwrstraﬁe

BargheimerstraBe

1 Deutsches Krebsforschungszentrum
2 Hauptbahnhof {main station)
3 Kongresshaus (Stadthalle}

4 Penta - Hotel

Universitats-
gelande

Im Neuenheimer Feld

Chirurgische

Uni

5 REGA - Hotel

6 Hotel Holiday inn




