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DETECTION OF LOSS OF HETEROZYGOSITY IN FLOW SORTED
OVARIAN TUMOUR CELLS: GENETIC EVIDENCE FOR THE EXISTENCE
FOR INTRA-TUMOUR HETEROGENEITY.

Edwin C. A. Abeln, Willem E. Corver, Gert Jan Fleuren and Cees J. Cornelisse,

P

Dept. of Pathology, University of Leiden, The Netherlands

Edwin C, A. Abeln, Dept. of Pathology, University of Leiden, P.O. Box 9603, 2300 RC,
Leiden, The Netherlands

Loss of heterozygosity (LOH) has become a widely studied phenomenon in the search
for tumor suppressor genes. Aligning the LOH data has proven to be usefl, in finding
chremosomal sites which are strongly involved in a specific kind of tumors and -in
some cases- in the cloning of a mmor suppressor gene. In most LOH studies DNA is
isolated from total tumor tissue. In this study we report a methed to separate different

- cell popuiations before LOH detection. Fresh ascites of an ovarian cancer patient was

enzymatically dissociated and sorted by flowcytometry on phenotypic markers and DNA

. content. LOH was detected by the use of PCR amplified microsatellite markers, which

has the advantage of minimal sample requirement, DNA isalated from 100 cells
appeared to be sufficient for one estimation. Molecular genetic evidence was found for
the existence of diploid tumor cells in ascites, next to an aneuploid tumer population.
Possible models for the evolution of these tumor subpopulations are discussed.




 IMMUNOFLUORESCENCE ANALYSIS OF LIVE CELLSFOR = -
SECRETED CYTOKINES

Mario Aésenmacher, Rudi Manz, Jiirgen Schmitz and Andreas Radbruch

Institt fiir Genehk der Umversntat  Koln, %ycnal 121 50931 Koln

;,We.have estabhshed an mm:moﬂumsccnoe meﬂlod for lhe analyms of live cells for
secreted cytokines. To this end an artifical aﬂimly miatrix is createdt on the surface
of live cells. by biotinylation .of. cell . surface proteins.. and incubation  with.

.awdm—ccn]ugated anu-cytokme anubodles ‘Then cells are -allowed ‘to " secrete,
mcubatmg them . in a mcdlum of hlgh viscosity, to prcvent diffusion_of secreted

"products between secrenng and non—secretmg cells- Secreted cytokines canght on

“the cell surﬁice are stamed with ﬂuorocbromawd antl—cymkme anubodxes Cells

stained that way can be ﬁmher cha:actenzed for surface marker ancl sorted by, .

" detection of cytokules allows conelanon of mtrace]luar accumulatlon and secrenon
of cytokines atthe level o single cels.




Vergleich der flufizytometrischen Methoden: DNA-Firbbarkeit und Terminale
Transferase Fhuoreszenzmarkierung zur Tdentifizierung apoptotischer Zelien,

Heinz Baisch

Institut fiir Biophysik und Stahlenbiologie, . . e
Universititskrankenhaus Eppendorf, Martinistrafie 52, 20246 Hamburg

Im Verfauf der Apoptosis wird die DNA enzymatisch degradiert, wobei DNA-Stiicke von
140-200 bp und ganzzahiige Vielfache davon entstehen. Diese konnen elektrophoretisch
nachgewiesen werden. Um den Anteil apoptotischer Zellen zu messen sind
fluBzytometrische Methoden Jjedoch besser geeignet. e
Wir hahen ‘die von Darrynkiswrics (Cytomerry 12,705 (01)) vorgeschlagencn Modadoa
der DNA-Firbbarkeit und. die Fluoreszenzmarkierung mit Terminaler Transferase (in-situ
nick manslation) an HL-60 Zellen und Me 180 Zervixkarzinomezeilen untersucht. Die
geringere DNA-Firbbarkeit der apoptotischen Zeilen beruht darauf, daf withrend der
. Féirbung mit Propidium Jodid {PI} in erhihter Phosphatkonzentration die kleinen DNA-
- Stiicke aus der Zelle diffundieren und deutlich weniger DNA und. daher auch weniger
Fluoteszenzintensitit in der Zelle verbleibt als in den normalen Zelien. Die apoptotischen
Zeilen erscheinen daher in einem separaten Gipfel vor dem normalen DNA-Histogramm.
Mit der Terminalen Transferase werden an den apoptotischen DNA-Einschnitten
biotinilierte dUTP angelagert, die im néichsten Schritt mit Streptavidin-Fluorescein gefirbt

An HL-60 Zellen, die mit 3 % Fthanol oder mit 1,5 pM Campiothecin, einem
Topoisomerase I-Hemmer in die Apoptose getrieben  wurden, zeigte sich gute
Ubereinstimmung der Anteile apoprotischer Zellen mit den beiden Methoden. Dariiber
hinaus I8t sich den Hiswogrammen eatnehmen, daB bei Ethanol alle Zyklusphasen von der
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Advancements of Detector Technology in Flow Cytomesry:
The Use of Charged Coupled Deyices (CCD's) - _ :

Wolfgang Beisker *
GSF-Institut fiir Biophysikalische Strahienforschung,
D-85758 Oberschlgi_ssheim_, FRG

Since their invention in 1970 by Boyle and Smith;, CCD detectors have been widely used in
ultra low level radiation detection such as in astronomy. Due to their small sizg, their high
quantum efficiency as weH as do to their broadband wavelength response in the red and
near infrared they are nea:'perfect detectors for each kind of radiation.

In this report fdr the first time_:' the Elifferent uses of CCD detectors in flow cytometry are
described and various applications are demonstrated. Morphological analyses of specimens
even orthogonal to the direction of flow are possible.

A simple CCD-array such as the full frame transfer array TC211 with 192 times 165 pixels
is used in a thermoelectrically cooled environment at a temperature around -300C. The

pixel and line advance signals are generated directly by an 80x86 program written in

machine language to allow efficient controt of the CCD operation. A 12 Bit A/D converter
with sample and hold is used for digitization.

Cellular . DNA measurements, - spectroscopic  multiparameter applications as well as
morphological discrimination of different cells obtained with thi; new method are shown in

this study_.




OW_ CYTOMETRIC MONITORING OF HIV. -DISEASE:
CORRELATION BETWEEN DEVELOPMENT OF
HIVIINFECTHONAND . .. . .
“EXPRESSION OF STCS1+y8TCR CELLS

Bohm i, Baner R’

Departmerit of Dermatsiogy, Usiversity of Bonn,
Siground-Freud-Str, 25
53105 Bomn

A]though the function of y8TCR (T celi receptor) cells is st:l] an emgma., there
is increasing evidence for their pathogenetic role in special infectious as well as
in autoimmunological diseases.

Therefore, we investigated lymphocytes from patients with infectious and non-

.. infectious dermatological diseases with respect to the oceurrence of V51-J51
and V31-352 gene rearrangement products in ¥Y8TCR+ cells by using the three-
color immunofluorescence technique in flow cytometry. The mAb 3TCS1
specific for V31-J81 and V51-J82 gene rearrangements was used comparing
the patient group with healthy controls. To further charactenze 8TCSl+
Y3TCR cells we stained the cells with a panal of mAb. e

We could demonstrate that circulating iymphocytes expressing y8TCR were
significantly increased in HIV patients compared with HIV-negative patients
and contro_ls Whereas V51-.181 gene rearrangement products usually are
localized in body surface epithelia, we found STCS1+ lymphocytes
predominate in periperal blood in HIV patients. Furthermore, parallel to
* increasing $TCS1+ y8TCR cell numbers a subtype has been obsérved to
become CID4- CD8+. Moreover, we found a clear correlation between the
course of CD3+CD8+ versus STCS1+ v8TCR. and CD3+HLA—DR+ Versus
8TCSI+ y8TCR cells. At least the strong correlation. between. clinical stages
and course-of 3TCS1 +y8TCR cell count provide evidence for an involvement
of this T cell subtype in the pathogenesis of the acqiured immmodeficiency
syndrome.
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. MULTIPARAMETER ' FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS ‘OF -
PRIMARY BREAST CARCINOMAS AND LYMPH NODE METASTASES

Bert A. Bonsing, Willem E. Corver, Edwin C. A. Abeln, Gert Jan Fleuren, Cees J.
Cornelisse

Departement of Pathology, University Hospital Leiden, The Netherlands.

Previous DNA flow cytometric studies have revealed considerable intratomor
DNA index heterogeneity in primary breast carcinomas (>70%), with most primary
DNA tumor stemiines recurring in lymph node and/or distant metastases (>60%). No
preference for either DNA diploid or DNA aneuploid tumor stemlines has been found in
metastases. No such intratumor heterogeneity was observed in an extended restriction
fragment length polymorphism analysis {e.g. absence or presence of alielic imbalances in
distinct samples of the same tumor). Athis molecular genetic level, only densitometry of
the resulting awtoradiograms provided limited evidence for intratumor heterogeneity.

Currently, intratumor heterogeneity in breast carcinomas is investigated using
multiparameter flow cytometry. If intratumor heterogeneity is present in either DNA
ploidy status or antigen expression, distinct tumor subpopulations are flow
cytometrically sorted, fol!owed by DNA isolation and allelotyping using PCR based
techniques.




w 10 -

Biochemischer nnd durchfluBzytophotometrischer Nachweis des Epidermalen
Wachstumsfaktor Rezeptor {EGF-R) in zwei- und dreidimensionalen in vitro
Kultursystemen

G. Brockhoff, F. Hofstidter, R. Knichel

Institut fiir Pathologie der Universitit Regensburg, D-93042 Regensburg

Mit znehmender Matignitit steigt die Expression des EGF-R beim menschiichen
Harnblasenkarzinom.
An unterschiedlick differenzierten in vitre Kuituren (RT4 = pT2,G1 / J§2 = pT3,G3)
wurden vergleichende Untersuchungen beziiglich der Darstellung des EGF-R gemacht,
wobei durchflubzytophotometrische Messungen mit den klassischen Verfahren eines
Rezeptornachweises . in Beziehung gesetzt wurden. Mittels radioaktiv  markiertem
Liganden (®]-EGF, Amersham) lief sich der EGF-R. im Scatchard Plot absolut
quantifizieren. Trotz verschiedenartiger Dignitit und abweichendem
Wachstumsverhalten im Monolayer (ML), gaben beide Zellinien annihernd gleiche
Rezeptorzahlen zu erkennen (ca. 4 x 10* Rezeptoren/Zelle). Die Daten spiegeln t_:ine
unimodale Rezepterverteilong und somit Durchschaittswerte wider, obschon von einer
inhomogenen Rezepiorexpression pro Zelle ausgepangen werden muf.
Auch durchfluBzytometrisch wurden etwa gleiche Histogramme fiir die Gritnfluoreszens
des EGF-R in beiden Zellinien gesehen. Daritberhinaus konnen wir durch dic Mehr-
parameteranalyse [MPA] (z.B. gleichzeitipe Darstellung von DNA) im Gegensatz zur
. Scatchard Avatyse Subpopulationen identifizieren. In ML sahen wir eine Hinabregu-
lation des Rezeptors nach Ligandbindung. Im muitizeliuliren Sphiiroid (MCS), in dem
die Zellen durch den dreidimensionaten Kontakt der in vive Situation niher kommen,
sahen wir in Tumorzellen im Vergleich zum ML eine Hinabregulation des EGF-R auch
ohne Zugabe von EGF. Diese durchfluzytometrischen Daten konnten durch immun.hjs—
tochemische Farbungen belegt werden. Ferner zeigte sich bet den MCS cine zusitzliche
Hinabregulation durck EGF-haltiges Medium bis auf das Negativkontrollniveau.
Um diese Daten noch besser mit denen der Scatchard Analyse korrellieren zu kinnen,
wurde eine msitzliche durchflufzytophotometrische Quantifikation mit Hilfe von
Microbeads mit definierter Zahl an AntikGrperbindungsstelien durchgefiihrt.

Die Arbeiten zeigen, daB die wnterschiedliche posttranskriptionale Regulation des EGF-
R im ML und MCS an Tumorzellen mit geringem Rezeptorgehalt mittels Durchfluf-
Zytophotometrie sensitiv detektiert werden kann. Insbesondere in Form der MPA wird
die genaue Bestimmung des EGF-R Gehaltes als Zusatzparameter in der Diagnostik von
Tumoren und als Prognoseparameter ermdglicht,
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SIMULTANEOUS MEASQBEMENT OF TWO CELLULAR ANTIGENS AND
DNA USING FLUORESCEIN=ISOTHIOCYANATE, R-PHYCOERYTHRIN AND
PROPIDIUM -JODIDE ON A STANDARD FACSCAN..

Willem E. Corver, Edwin C. A. Abeln, Bert A. Bonsing, Gert Jan Fleuren and Cees
J. Cornelisse.

Dept. of Pathology, University of Leiden, The Netheriands.

Willem+=E. Corver, Dept. of Pathology, P.O. Box 9603, RC 2300, Leiden, The Netherlands

Multiparameter flow cytometry is a powerful tool for analyzing the phenotypic, cell kinetic
and ploidy heterogeneity of tumor cell populations. Because of the substantial spectral
overlap of propidium iodide (PI) and R-phycoerythrin (PE) fluorescence emission, this
combined use of these flucrochromes has been thought not to be feasible on a standard fow
cytometer for these kind of studies, Instead of PI, 7-amino-actincmycin D (7-AAD) is used
as DNA stain, In this paper however, we show that PI can be used as a DNA stain in
combination with fluorescein isothiocyanate (FITC) and R-phycoerythrin (PE) cn a standard
FACScan. Three established ovarian cancer cell lines (IGROVI, NIH:OVCAR-3 and
COV362.cl4) were used for these experiments. Cells were fixed with 1.0%
paraformaldehyde and permeabilized with various concentrations of fysolecithin for the
simultaneous detection of surface antigens by monoclonal antibodies MOv18, BMA180 or
OV632, intermediate filament antipens (keratin 18 or vimentin) and DNA. A final
concentration of 80 pg/ml lysolecithin was found to give optimal resuits. The emission
spectrum overlap from PI into the orange fluorescence channel (FL2) wsed for PE
fluorescence detection, could be sufficiently compensated to a maximum photomultiplier
tube potential of about 440 Volts required at the FL2 channel. Using the same instrument
settings, 5.10 x 10* PE equivalents were detectable. Under these conditions, CV’s obtained
for the DNA histograms ranged from 3.0 - 4.1, Application of the method on a mixture of
activated peripheral blood lymphocytes and ovarian tumor cells resulted in a clear
separation of the two populations both by surface and cytoplasmic antigen expression and
DNA content. . - : : :
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. ‘DNA-Analyse und Karyometrie beim Mamma-Carcinom und ben

ignen’
Mamma-Tumoren S

Alexandra Coumbosl, W. Kiihnl, Barbara Fleige?, H.~K. Weitzell

1 ¥rauenklinik und 2 Institut fir Pati}ologig des_ . .
Universitdtsklinikum Steglitz der Freien Universitdt Berlin,
Hindenburgdamm 30, 12200 Berlin

Bei der Prognoseabschitzung des Mamma-Carcinoms werden zunehmendst
objektivierbare und reproduzierbare Untersughungen gefordgrt. Mit
Hilfe der computerassistierten DNa«Zytometrie (CAS 200) konnen .
sowohl karyometrische Daten (Kernflichen, Formfak;oren, Chromatin-
Verteilung), als auch der DNA-Geh§1§ der Zelleg eines Tunors
{Diploidie, Tetraploidie, Polypleoidie, Aneuploidie, DNA-Index)
bestimmt werden. ]
Tupfprdparate von 100 malignen Mamma-Tumoren und 490 beplgngn
Mamma-Verinderungen wurden nach einer nacp Feulgen mod;lelerten
DNA~spezifischen Kernférbung behandelt. Die mo;phometglscnen Daten
wurden den etablierten Prognosefaktoren, wie histologischem Typ,
Lymphknotenstatus, Menopausenstgtus, Ostfogen— und Progesteron—
Rezeptor~Gehalt, Ki 67 und Grading gegenubergestellt.

Benigne Tumoren (Mastopathie, Fibroadenome, phy}lolde.Tumorgn}
wiesen dberwiegend diploide Histogramme auf. Bei proliferativen
Veranderungen fanden sich vermehrt tetrap}olqe_peaks. .

Bei den malignen Tumoren fand sich eine signifikante Korrelation
zwischen Ploidiegrad und Ostrogen— baw. ProgesteronTRezeptor- .
Gehalt, Ki 67 und Grading (p < 0,01). Dagegen war die Korrelation
zum histologischen Typ, der Tumorgrdfe, dem Lymphknotenstatus und
dem Menopausenstatus nicht signifikant, . . )

Die benignen Verdnderungen unterschieden sich untereinander nicht
in ihren karyometrischen Daten (Kernflachen, Formfaktoren,
Chromatin-Verteilung). Bei den Malignomen fand sich m%t. .
zunehmender Aneuploidie eine GréBenzunahme der Kernflichen, eine
Zunahme der KernunregelmdBigkeit. . )

Die DNA-Bildanalyse und die Karyometrie erffillen die Forderung
moderner morphologischer Prognosefaktoren: Gegeniiber der Flow-
Zytometrie liegt der Vorteil der Methode in der gezielten
Zellanalyse. Auch kleinste Carcinome kénnen vermessen werden.
Inwieweit die Ergebnisse fir das weitere follow-up von Bedeutung
sind, vor allem fir die postoperative adju?ante Therapie .
unginstiger Tumorformen, muf weiteren Studien vorbehalten bleiben.
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.. Apoptosis: The cell cycle related differences in cell susceptibility.to
different antitumor agents and their relevance in the treatment of leckemias,
' Zbigniew Darzynkiewicz, Wojciech Gorczyca, Jianping Gong, Xun Li and Frank Traganos.
" The Cancer Research Institute, New York Medicai College, Valhalla, New York 10595

'"The:a_inis_rof the present suidy"_wer:eﬁ'-(l) to réveal:wheﬂ'lgr there isa relationship' between

 cell cycle progression and susceptibility of HL-60 cells to apaptosis induced by diverse agents;

and (2 to evaluate the role of apoptosis in the treatment of human levkemias, The apoptosis

. "primed" HE-60 cells, during their exponential phase of growth were exposed to: the DNA

topoisomerase [ ‘inhibitor camptothecin; the DNA' tapoisomerase II inhibitors teniposide, -
AMSA, " Mitoxantrone or Fostriecin; the presumed  tyrosine kinase inhibitor genistein: a

" serine/threoning kirase inhibitor H7; the protein synthesis inhibitor cycloheximide; the DNA

replication inhibitor hydroxyurea, the nucleoside antimetabolites cytosine arabinoside (Ara-C)
and Jj-azacytidine; the alkylating agent nitrogen mustard, cisplatin, hyperthermia and ¥

irradiation.

" The apoptosis-associated DNA degradation induced by these agents was assessed by two
different flow cytometric methods, one based on DNA content measurements following
extraction of low molecular weight DNA (Darzynkiewicz e al., 1992), and another employing
exogenous terminal deoxynucleotidyl transferase to label in siiw DNA strand breaks with
biotinylated dUTP (Gorczyca er al., 1992). Either of these methads allowed for both
identification of apoptotic cells and analysis of the cell cycle distribution of the unaffected cell
population. The method employing terminal transferase, however, also allowed for identification
of the phase of the cell cycle of cells having the apoptosis-associated DNA strand breaks.

Apoptosis, confirmed by analysis of DNA degradation by gel electrophorests and typical

- changes in cell morphology, was observed between 3-6 h after administration of most drugs, and

in several instances was cell cycle phase specific. Thas, cells progressing through S phase were
selectively susceptible when treated with camptothecin, teniposide, m-AMSA, Mitoxantrone, H7,
hydroxyurea and Ara-C. Suppression of DNA replication by aphidicolin protected S phase cells

_against these drugs, indicating that active DNA replication was necessary for induction of

apoplosis. Cells in G/M preferentially underwent apoptosis in cultures treated with H7 or with
y irradiation. Cells in G, phase were preferentially affected by 5-azacytidine, nitrogen mustard
and hyperthermia, No sigaificant cell cycle specificity was observed in the case of Fostriecin,
genistein, cycloheximide or cisplatin. The observed differences in cell cycle susceptibiiity to
apoptosis may be a reflection of both the severity of the lesion induced by a given drug and the
cell’s ability to repair that lesion; both can vary depending on the cell cycle phase.

Interestingly, while cycloheximide (5 M) itself induced apoptosis of approximatety 40%
cells, regardless of their position in the cycle, it did protect S phase cells against apoplosis
induced by camptothecin. Furthermore, apoptosis when induced by camptothecin, teniposide or
m-AMSA was prevented by the proteinase inhibitor TLCK, but when induced by cycloheximide
was enhanced by this inhibitor. These data suggest that the mechanism of triggering apoptosis

by the protein synthesis inhibitor cycloheximide is different than that caused by other antitumor
agents. b : c




To evaluate ‘whether apoptosis plays a role in the chemotherapy of leukemias, DNA
breakage was estimated (by the method involving strand break labeling with biotinylated dUTP
. with exogenous terminal transferase) in blood cells of leukemic patients during routine treatment

of ALL, AML and CML. Induced DNA damage was observed in blast cells of all (20) patients
studied. The percent of cells with extensive DNA breaks increased from 1-8% before treatment
to as much as 80% during treatment. The DNA topoisomerase inhibitors mitoxantrone, VP-16
-and m-AMSA were more effective in inducing DNA sirand breaks than was hydroxyurea or Ara-
* C. In the peripheral blood cells with DNA strand breaks were identified for up to 5 day's after
administration of the topoisomerase inhibitors. In DNA aneuploid leukemias it was possibie to
- observe that DNA strand breaks were more frequent in aneuploid cell populations than in
presumably non-leukemic diploid cells. These data, part of which were recenﬂz reported
(Gorczyca et al., 1993), indicate that the response of leukemic cells by apoptosis plays a
significant role in the course of standard chemotherapy of acute leukemias.

New strategies in treatment of human levkemias can evolve based on the observeq cell
cycle phase reiated susceptibility of leukemic cells to respond b’f apoptosis. Thus, a higher
treatment efficiency is expected by combining drugs having specificity to different pi}ases of tl:lE
cell eycle (e.g. Ara-C and 5-azacytidine) or using them in sequence o synchronize cells in
sensitive phases of the cycle (e.g. y radiation followed by c_amptothecm).

Supported by NIH grant ROI 28704 _
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Mikrokerne unterscheiden sich von apoptotischen Zellen nach
einer Kernprﬁpgjjation in 2 Schritten.

Ellwart JW, Nosse M %,

GSF-institute fiir Experimenteile Hamatologie, Miinchen, und
Biophysikalische Strahlenforschung, Neuherberg

Apoptotische Zellkerne bestehen zu einem forigeschrittenen Zeitpunkt
haufig aus einer oder mehreren unterschiedtich grofen, vollig runden,
strukturlosen Kugein. Mikrokeme sind kKleine, DNA enthaitende Partikel
im Zytoplasma einer Zelle, die Chromosomenbruchstiicke oder ein bis zu
mehrere Chromosomen enthalten kénnen. Beide, apoptotische Kérper
sowie Mikrokerne, entstehen als Folge subletaier Zelischadigungen. In die
Apoptose kénnen Zellen aus alien Zellzyklusphasen gehen, Mikrokeme
dagegen entstehen nur wahrend der Mitose. Im Gegensatz zu
apoptotischen Zellen, die zum Sterben programmiert sind, kénnen sich

- Zellen mit Mikrokernen wesiter teilen.

Ziel  unserer Untersuchung war es zu kidren, ob 'bei einer
durchfiulzytometrischen Messung wvon Mikrokemen diese ~ mit
apoptotischen Kdrpern verwechselt werden kénnen. Zellen der Interleukin
3 abhéngigen murinen. myeloischen Zellinie 32Dcl23 wurden mit 3 Gy
bestrahit bzw. es wurde ihnen der Wachstumsfakitor entzogen. In beiden
Fallen gingen Zellen in Apoptose, aber nur bestrahite Zellen bildeten
Mikrokerne. : N

Nach einem bekannten Verfahren (Weller EM et al., Mutagenesis 8, No.5,
1993, in press) wurden zunéchst die Zellmembranen mit Nonidet P40
zerstort und darauf in einem zweiten Schritt das Zytoptasma - mit
Sacharose und Zitronensiure entfernt. Die mit Ethidium Bromid (EB)
gefarbten Mikrokerne und Kerne wurden in einer doppelt fogarithmischen
Verteilung von 90-Grad-Scatter (SSC) und EB-Fluoreszenz dargestellt. In
einem Bereich zwischen den Zellkernen mit intakter DNA und Ereignissen
mit sehr kleinen SSC-, sowie sehr kleinen Fluoreszenzwerten fiegen die
Mikrokerne. Die apoptatischen Zellen dagegen wandern in der SSC/EB-
Fluoreszenzverteilung zunachst von der Population der vitalen Zelien zu
hheren SSC-Werten, spater werden ihre S5C-Signale sowie ihre
Rotflucreszenzen kleiner. Wird erklaren dies durch anfangliche
Strukturveranderungen der apoptotisch werdenden Zellen, deren Kerne
schrumpfen und kompakter werden. Dabei wird ihre DNA zerschnitten.
Spéter wird sie verdaut,

Unsere Ergebnisse zeigen, dak die apoptoischen Zellen nach der
Kernpréparation fir Mikrokerne nicht im Bereich der Mikrokerne liegen
und von diesen klar abgetrennt werden kénnen. :
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. Kontinuierliche Dnrchﬂuﬂzyto,me.t_rische Messungen in Echt-Zeit

. Y¥orn Elsner, Gustay Dobos, Erwin Schp _f, Alexander Kapp, und Johannes Norgauver
Universitits-Hautklinik Freiburg; Hauptstr.7; 79104 Freiburg; FRG

Um kinetische Zeitmessungen an lebenden Zellen bei 37 °C durchzufiihren, haben wir
ein technisches Durchmischungssystem fir Pobenréhrc!!en konstruiert, Dlese”s Systen}
besteht aus einem Wasserbad aus Plexiglas, das @iber eine Umwalzpuml?e sl‘.a_nchgV au
37 °C temperiert ist. In der Mitte des kleinen Wasserbades beﬁnd(.et sich emph or-
richtung, in der das Probenrdhrchen steht (tube holder). Der Boden dlles?r Vorric! %ni
ist mit einem elektrisch regulierbarem Magnetriihrer ausgestattet. Die im Wassed 2
stehende Probe kann nun mit Hilfe eines Magnetfisches hoqmgen fjurc‘hnusqht wer Zr_l.
Fiir die Probenmessungen wurden Glasrdhrchen konstru:ers, die einerseits fl}.:r]dxe
Ansaugvorrichtung des Durchfiufzytometers und andercrse1t§ ﬁir'den nll;bed 0l df_:r
peeignet waren. An der Seite des Glasri:‘uhrchens_ beﬁndft sich ein Loch, ;{s, ie
Einfilhrung einer Kanile ohne Druckverlust emﬁghc?t. YVa.hrefxd der }Vless.ung } milte
unter homogener Durchmischung der Probe bei 37 C iiber die Kanile ein t;rl;udus
injiziert werden. Am Beispiel der Kalzium-Messung mit dem Farbstoff _Pluo-i uty der
Chronys-Software wurde so der zelluldre Kalzmn.lgehalt ohne _Unterbt_'ec ungM der
Messung kontinuierlich durchgefiihrt. Damit stellt dieses Systcl_'_n eine geeignete b oI%-
lichkeit dar, eine homogene Durchmischung einer MeBprobe wa.hrendremer ;qneusc e
Messungen am Durchflufzytometer zu erzielen. S :

A R R AR Y
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Durchfluzytometrische Untersuchungen ultraschallinduzierter
Zellsch;‘idigungeqk C '

T
E. Endl, P. Steinbach, F. Hefstiidter

Institut fiir Pathologie der.Uﬁiversitﬁt Regensburg , D-93042 Regensburg

Seit einigen Jahren wird die Anwendung aus der Lithotripsie bekannter hochenerge-
tischer UltraschallstoBwellen in der Tumortherapie diskutiert. Gute Erfolge in vivo
werden hierbei inshesondere in Kombination mit Zytokinen und Zytostatika erreicht.
Ein wesentlicher Wirkmechanismus dieses nicht-thermischen Ultraschalls ist neben
rein mechanischen Effekten die sogenannte Kavitation. Kavitation ist die Entstehung
von gasgefiillten Hohlraumen in Flissigkeiten, bei deren Zusammenbruch das umge-
bende Medium konzentrisch auf deren Mittelpunkt hin beschleunigt wird, wodurch
sehr hohe Drilcke und Temperaturen enstehen. Dies wiederum kann zur Bildung von
freien Radikalen fithren , Zum genaueren Verstandnis der Wechselwirkung von Zellen
mit  UltraschallstoBwellen “ist der EinfleB  intra- oder extrazellulirer
kavitationsbedingter freier Radikale von grundlegendem Interesse und Gegenstand der
Diskussion in der aktuellen Literatur,

Der Vitalfarbstoff Hydroethidin, der nach seiner Oxidation durch freie Radikale als
Ethidium in doppelstréngige Nukleinsiuren interkaliert, bietet sich zum Nachweis in-
trazelluldrer freier Radikale an. Bei unseren durchflufizytometrischen Untersy-
chungen muBten dabei EinfliiBe durch membranpermeabilisierte Zellen, in die
Verunreinigungen der Farbstofflosung durch Ethidium oder in der Zellsuspenston
umgesetztes Hydroethidin nachdiffundieren, ausgeschlossen werden. Die Schwierig-
keit bestand darin, dal Ethidium und Propidiumjodid, das wir als gangigen Farbstoff
zum Nachweis der Membranintegritit benutzten, ihre Fluoreszenzen im sclben Spek-
tralbereich besitzen. Die Fluoreszenzmaxima der Farbstoffe weisen Jedoch ein unter-
schiedliches Verhiltnis von FL2 Signalintensitit {(575nm Bandpall) zu FL3
Signalintensitit (630 nm LangpaB) auf und konnten so, nach einer neueren Methode,
in einer dof plot Aufiragung FL.2 gegen FL3 voneinander getrennt werden.

Zur niheren Charakterisierung des Ausmabes und des zeitlichen Verlaufes der auftre-
tenden Membranschiden beschallten wir unsere Proben in Propidiumjodidfarb-
stofflésung und firbten anschliefend mit Fluoreszeindiazetat gegen. Gleichzeitig

~wurde die GroBenverteilung der Zellen mit CASY | gemessen  (Wider-

standsmefprinzip in Kombination mit Pulsflichenanalyse, Schiirfe System). Beide
Methoden ergaben Zellschidigungen, die proportional zur Anzahl der UltraschallstoB-
wellen zimahmen. Sie zeigten jedoch deutliche Unterschiede in den Anteilen an
Zellen, die beide Methoden als definitiv "tot” betrachten. Die Ergebnisse mitssen des-
halb mit konventionellen Proliferationsassays korreliert werden.

Aus unseren Untersuchungen ergab sich Keine intrazelluléire Zunahme der Ethidium
Fluoreszenz in den membranintakten Zellen durch zusitzlich aufiretende freie Radi-
kale. Wir konnten jedoch eine Verminderung der an den Stoffwechsel gekoppelten

Umsetzung des Farbstoffes Hydroethidin beobachten.

Aussagen dariiber, ob die beobachteten permanenten und transienten Membran-

‘permeabilisierungen auf intra- oder extrazellulir auftretende freie Radikale beruhen,

sind bisher noch nicht méglich. Vergleichende dosimetrische Messungen zur Kavita-
tionsaktivitit sollen zur weiteren Klirung dieser Frage beitragen.
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Zum Elnfluﬁ von Praparatlonstechnlken ‘auf den Nachwels von DNS-

; aneuplolden Subpopulationzn und auf die HBhe der S-Phasenfrak-

ticnen in verschiedenen malignen Tumoren.
Georg Feichter, Renate Albrecht, "Rosemarie Chaffard

Institut Ffiir Pathologie der Universitdt Basel,
Schoenbeinstrasse 40, CH-4003 Basel, Schweiz

Vor dem Hintergrund notwendiger Bemilhungen um eine weitreichende
Standardisierung der Préparations-, Firbe— und Messverfahren in
der DurchfluBzytometrie stellt sich die Frage nach der allge-
meinen Anwendbarkeit einer einzigen -Standardmethode Routinemdfiig
durchgefiihrte interne Vorversuche haben in unseren Laboratorien
pereits bei geringfligigen Abweichungen in der Konzentration und
in den Inkubationszeiten in Einzelf&llen zu erheblichen Unter-
schieden der MeBergebnisse gefiihrt.

Wir haben unfixierte Gewebeproben aus bisher 40 verschiedenen.

b&sartigen Tumoren von Dickdarm, Niere, Lunge, Schilddrise, Ovar
und Pankreas sowle Neuroblastome verschiedenen Konzentrationen
einer Zitronensdurelésung bei unterschiedlichen Inkubatlnszelten
ausgesetzt.

Die Gewebeproben wurden unf::.x:.ert: in PBS {phosphate buffered sa-
line) und mit Zitronensfure in standardisierten Konzentra-tionen
(0,21%, 1,05%, 2,1%) mit einer Einwirkungszeit von Jeweils 5, 10
und 20 Minuten prépariert. Die Proben wurden teils mit DAPI,
teils mit Ethidiumbromid gefdrbt und im einparametrischen
Messverfahren mit PARTEC PAS II und eines FACS Analyser (Becton
Dickinson) gemessen. Die DNS-Histogramme wurden mit Hilfe des
Multicycle Programmes -(Phoenix Flow Systems) -auf -einem IBM Rech-

‘ner ausgewertet.

Die bisherigen Ergebnisse zeigen eine Abh3ngigkeit des Nachwei-
ses aneuploider DNS~Stammlinien und der HShe der S—-Phasen-Frak-
tion sowohl von der Xonzentration der Zitronensdure-idsung, als
auch von den Inkubationszeiten, und der Jeweiligen histologi-
schen Beschaffenheit -der Tumoren. : : :

Bei 5 zellreichen, bindegewebsarmen Tumoren des Dickdarms und
der Lunge "verschwand" eine bei PBS-Frédparation deutliche aneu-
ploide DNS-Stammlinie nach Zusatz von Zitronensfiure. Dafiir tra-
‘ten nach lingerer Inkubationszeit mit zunehmender Konzentratlon
in 4 Fallen DNS-Aneuplioidien zusdtzlich auf.

Sollte sich der bisher festgestellte Trend im weiteren  Verlauf
der Untersuchungen bestitigen, miisste die Préparationsmethode
hinsichtlich Konzentration und Einwirkungsdauer der. Ldsungen dem
jewelllgen fe:.ngewebl;chen Aufbau des =zu- untersuchenden Tumors
im Einzelfall angepasst wer‘*en .
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Differenzierung zwischen kérperlichem Ruhe- und Belastungszustand mit selbstiernender
Klassifizierung durchifluBzytometrischer Listendaten bei immunphanolypisierten Lymphozyten

s
Holger Gabriel*, Giinter Valet®, Axel-Urhausen™, Wilfried Kindermann”

*Institut fir Sport- und Leistungsmedizin, Universitit des Saarlandes, 66041 Saarbriicken
*Max-Planck-Institut fir Blochemie, Arbeftsgruppe Zelibiochentie, 82152 Marinssied

Akute Kérperarbeit fuhrt zu einer Mobilisierung von Lymphozytensubpopulationen in das periphere
Blut. Nach Ende der Kérperarbeit verschwinden diese Lymphozyten rasch wieder aus der
Zirkulation (1, 2}. Dabei existiert eine differenzierte Mobilisierung, die zu einem raschen Anstieg der
natirichen Killerzeien (CDI CD16/CD56Y), der zytotoxischen, nicht MHC-restringierten T-Zellen
(CD3*CD18/CD56%) und CD8* Lymphozyten fihrt. B-Zellen (CD18%), T-Zellen (CD3*) und’
CD4* Lymphozyten erscheinen in deutlich geringerer Kenzentration und langsamer in der Zirkula-
tion. Zigf war es, diese bekannten Veranderungen der lymphozytaren Immunphanctypen der Aus-
wertung mit dem selbstlernenden Klassifizierungspragramm CLASSIF1 zuzuftihren, um im Hinblick
auf die weitverbreitete Beurteilung von prozentualen Anteilen der lymphozytaren Immunphanoty-
pen beispiethaft die Maglichkeit der Differenzierung anhand der standardisierten Klassifizierung ven
durchfluBzytometrischen Listendaten aufzuzeigen. Zu diesem Zweck wurden vor und 80min nach
{krperiicher Ruhezustand) sowie in der 10, und wihrend der letzten beiden Belastungsminuten
(Belastungszustand) einer intensiven, erschdpfenden Ausdauerbelasiungen auf dem Fahrradergo-
meter mit 110% der individuellen anagroben Schwelle (n=22; Dauer: 20+7min) Leukozyten mit den
FITC bzw. PE konjugierten MAK CD4, CD8, CD45R0, CD16, CDt1a, CD89 immunphanctypisiert
(lysiertes Voliblut, Protokeil Becton-Dickionsen}. Die Klassifizierung der duchfluBzytometrischen
Listendaten (FACScan) erfolgte mit dem CLASSIF1-Programmsystem {3}. Die Erkennungsrichtig-
keiten fur den Belastungszustand fag bei 92,7%, 1ir den Ruhezeitzustand bel 93,2%. Eine Einzel-
fallklassifikation zwischen den einzeinen der vier Belastungszeitpuniten war zu wenig trennscharf.
Die Klassifizierung zur Differenzierung zwischen Belastungs- und Ruhezeitpunklen erfolgie auf-
grund quantitativer Zellzahlanderungen, vor aflem der Zunahme der NK-Zellen (CD158%). Oberfla-
chenantigenkonzentrationen hatten keine signifikante Bedeutung fir die Klassifizierung.
SchiuBfolgernd ergibt sich, daB eine programmgesteuerte Klassifikation ven Immunphanotypen in
standardisierter Weise zwischen Ruhe- und Belastungszustand differenzieren kann. Die vorliegen-
den Ergebnisse zeigen beispielhaft neus Magiichkeiten fir sine kiinikgerechte durchfluBzytometri-
sche Diagnestik.

Literatur;

1.) Gabriel, H., L. Schwarz, P. Barn, W. Kindermann, Differential mobilization of leukocyte and lym-
phocyte subpopulatlons into circulation during endurance exercise. Eur. J. Appl. Physiol. 65:529-
534, 1992,

2.) Gabried, H., A. Urhausen, W. Kindermann. Mobilization of circulating leukocyte and lymphocyte
subpopulations during and after a short, anaerobic exercise. Eur. J. Appl. Physiol. 65:164-179,
1992.

3. Valet G., Tschope D., Gabriel H., Kahle H., Valet M.: Standardized, self tearning fiow cytometric
list mode data classification for thrombocyte and lymphocyte immune phenotyping. In: Ann. MY,
Acad, of Sciences, Eds: A.L. Landay, K.A. Kenold, K.D. Bauer, P.S. Rahinovich. 677:233-251, 1993.
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FluBzytometrische Bestimmung der BrdU-Markierungsindices
nac DAPI- und FITC-Fluorochromierung - ;

-Wolfggng-Gé?de*, Inge Tatchen** und Gerlind Bellmann*x

* Klinik filir Strahlentherapie und Radioconkologie der
Universitit Miinster

** Institut fir Strahlenbioclogie der Universitidt Minster

Die Bestimmung des Anteils von DNA-synthetisierenden %Zellen
{Markierungsindex) wird in zunehmendem Mafie statt mit 3H-Thymi-
din mit Hilfe von Antikdrpern ausgefiihrt, die sich an Basenana-
loge. binden. . . . : o

Um getrennte Bestimmungen der Gesamtzellzahl und der BrdU-posi-
t;ven Zellen zu vermeiden, wird meist ‘die BrdgU-FITC Markierung
mit der Propidiumjodid-Gegenfirbung .Kkombiniert. Diese beiden
Fluorochrome lassen sich zwar mit Blaumlicht {meist wird 488 nm
verwendet) recht gut anregen, die Methode hat abher eine Reihe
von Ngchtgilen. 1. Weite Uberlappung der Fluoreszenzspektren.

2. T911w91se.Denaturierung der DNA ist nicht immer genau repro-
Qu21erbar; sie vermindert zudem die Zahl der PJd-Bindungsstellen:
je_nach Dengturierung ist die PJ-Fluoreszenz oder die. FITC-Fluo-
reszgnz.optlmal. 3. Die DNA-Histogramme nach :Denaturierung und
gg;?arbung lassen oft an Qualitdt zu winschen ibrig .(zu hoher

Diese Mingel der BrdU-Methode lassen sich durch die Kombiination
der Br@U Fluorochromierung mit FITC und der DNA-Fluorochromie-
rung mit DAPI. vermeiden. TR

Fiir die Messung wurde ein PAS-III (Partec) verwendet, das die
UV—Agregung der DAPI-Fluoreszenz mit der eingebauten Quecksii-
berhdchstdrucklampe und der Blauanregung der FITC-Fluoreszenz
mlF dem.elnngauten 25 mW Argonlaser -erlaubt.. Die.Ergebnisse
zeigen unabhangig vom Ausmalk der Denaturierung sehr..gute. DNA-
Histogramme. bie FITC-Fluoreszenz kann ohne Rlcksicht  auf .die
"DNA-Fluoreszenz optimiert werden. Es - gibt nahezu: keine- &pek-
tyale Uberlappung. Die Methode wird wegen der sehrsguteﬁ DNA-
Histogramm-Auflésung fir andere FITC—Antikérperﬁéfki&rungen,
Z.B. 2Zur Analyse von Leukamie- und Tumorbicpsien.mit aneuploi-
den oder multiklonalen Zellinien, diskutiert. - ... :
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Differenzierung zwischen Apoptose und Nekrose durch den . kombinierten
Einsatz von in~situ Nick Translation und Tailing Techniken

R. Gold !, M. Schmiediﬁﬁ,qt Giegerich ', G. Rothe 3, H-P,Hartung ’,

K.V. Toyka®, H. Lassmann'zég; . -

! Forschungsgruppe fir Multipie Sklercse und Neurologische Klinik
der Universitit Hiirzburg

2 Institut fiilr experimentelle Neuropathologie der Universitit Wien

3 Institut fiir klinische Chemie der Universitiit Regensburg .

Die auf der in-situ Nick Translation (ISNT} durch die DNA-Polymerase! und
dem Tailing durch die Terminale Transferase? beruhenden enzymatischen
Metheoden werden zum Nachweis von DNA-Fragmentation bei Apoptose auf. der
Einzelzellebene eingesetzt. Allerdings kommt es auch in Terminalstadien
des nekrotischen Zelltods zu DNA-Strangbrilchen. Wir vergiichen deshalb
die beiden Methoden, denen unterschiedliche molekulare Mechanismen zu-
grundeliegen, an in-vitrc und in-vivo Modellen flr apcptotischen coder
nekrotischen Zelltod sowohl in der DurchfluBzytometrie als auch auf Ge-
webeschnitten. ’

Als in-vitro Modell fiir Apoptose diente der strahleninduzierte Zelltod von
Thymozyten. Zeitkinetiken zeigten, daf ab 5 Stunden nach Bestrahlung bis
zu 25% mehr Zellen durch das Tailing als durch ISNT markiert wurden.
Dieser Unterschied war fiir alle eingesetzten Strahlendosen bis zu 13
Stunden nach Bestrahlung nachweisbar. Zu diesem Zeitpunkt wurden praktisch
alle Thymozyten durch beide Enzyme markiert. Die Beurteilung von Apoptose
anhand morphologischer Kriterien korrelierte mit den Tailing-Ergebnissen.

Diese Ergebnisse sprachen daflir, def den spezifischen Doppelstrangbriichen,
die nur durch die terminale Transferase erfaft werden, im Laufe des
apoptotischen Zelltods zuf#llig verteilte Einzelstrangbriiche folgen, die
auch durch ISNT markiert werden ktnnen. Dies wurde am Modell des kom-—
plementvermittelten nekrotischen Zelltods von Thymozyten bestidtigt. Hier
markierte die ISNT einen wesentlich grofBeren Bestandteil der Populaticn
als das Tailing.

Vergleichbare Ergebnisse fanden sich am Modell des durch Injektion von
Kains#dure induzierten nekrotischen Zelltods von Neuronen im Rattenhippocam-—
pus. Hier wurden 24 Stunden nach Injektion Neurone, die lichtmikroskopi-
sche Zeichen von Kernpyknose und Fragmentierung zeigten, auch durch ISKT
markiert, wihrend sie im Tailing ungef#rbt blieben.

Unsere Ergebnisse zeigen, daf durch den kombinierten Einsatz von Termina-
ler Transferase und DNA-Polymerase sowohl durchflufzytometrisch als auch
auf Gewebeschnitten zwischen DNA-Strangbriichen bei Apoptose und Nekrose
differenziert werden kann, Im Verlauf des apoptotischen Zelltodes kommt es
wenige Stunden nach Auftreten der spezifischen Doppeistrangbriiche zu se-
kundiéirer DNA-Fragmentation. :

1. Gold R, Schmied M, Rothe G, Zischler H, Breitschopf H, Wekerle H,
Lassmann H (in press): Detection of DNA fragmentation in apoptosis: appli-
cation of in situ nick translation to cell culture systems and tissue
sections. J Histochem Cytochem

2. Gavrieli Y, Sherman Y, Ben-Sasson S8 ({1992): Identification of pra-
grammed cell death in situ via specific labeling of nuclear DNA fragmenta-
tion, J Cell Biol 119: 493 ’
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BINDING OF HEPARIN TO HUMAN GRANULOCYTES USING

FLUCRESCEIN- LABELED HEPARIN FHAGMENTS

mmmﬂmammmmmmmmmmm
Casy’,_and Dieter L, Heene,

1st Dept. of Medicine, Faculty for Clinical Medicine Mannheim, University
of Heidelberg, W-6800 Mannheim, Germany, * Istututu di Chlmlca ]
Biochimica "G, Ronzoni®, Milan, ltaly

A newly synthesized low molecular waight heparin {LMWH)-fluorescein has been used to
assess the binding of heparin to human granulocyles and to analyze the structure

function relationship of heparin related cligosaccharides using flow cytometry. -

Flugrescein-isothiocyanat has been couplad specifically to tyramine wh_ich was bound by
endpoint attachment 1o the anhydromanysy! group of LMWH. The binding has been
verified and quantified by 1H NMR spectra. LMWH-luorescein bound dose-dependently
lo GD 14 granulocytes. Unfractionated heparins of ﬂ1ree ditferent origins displaced dose-
dependently LMW-FITC and independently of the source of heparin, With decreasing the
motecular weight of heparin tragments the displacement of LMWH-FITG decreased,
Consequently LMWH of diferant origins can be chéi'écten'zed by the differential binding
to granulocytes. The.minimal binding sequence of heparin related oligosaccharides was a
dodecasaccharide. Di- to decasaccharides also displaced LMWH-FITC to about 2b %.

Dermatan sulfale, chondroltin suifates A and C and undersulfated hepann also displaced

LMWH-FITC only between 10 - 20 %. Thers are no d:fferences for high and low
_ antithrombin It affinity hepatins, Monoclonal anttbodies to antithrombin U1 did not displace
LMWH-FITC indicating that other receptors than antithrombin lil are responsible for
heparin binding on granuiocytes. Specilic IgG1 monoclonal antibodies to ‘heparin

detected native heparin and LMWH-FITC on the cell surface of granulocytes. Intravenous
injection of LMWH-FITG inlo rabbits showed a high bindmg of the compounds to

granulocytes. The data give ewdence for the first time, that heparin and heparin
fragments bind specifically to human granulocytes Endependently of antithrombin HI.

Further studies are necessary to evalua!e the clmlcal relevance of hepann binding to -

human granutocyles.

Supported by German Research Council (DFG) Grant HA 1164/3-1 .
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FUNCTIONAL DETECTION OF MDR E_XPRESSING CELLS BY
FLOW CYTOME’I::I}Y '

Ludescher C., Hilbe W:z Eisterer W., Preuff E,, Hofmann J., Thaler J,
Universitdtsklinik fiir Innere Medizin, Universitit Innshruck, Anichstr. 35, 6020
Innsbruck, Austria

Classical multidrug resistance (MDR) is associated with the
overexpression of a membrane glycoprotein termed P-glycoprotein
(P-gp) that transports a variety of apparently unrelated anti-cancer
drugs out of cells. Based on the fluorescent properties of the dye
rhodamine 123 (Rh123) we intended to develop a functional flow
cytometric assay for the detection of MDR-expressing cells. Using
drug sensitive cell lines (KB-3-1) and MDR mutants (KB-8-5, KB-C1)
experimental conditions were established that enabled
demonstration of significant differences in Rh123 accumulation
lefflux. Using two-colour flow cytometry we subsequently analysed

42 consecutive patients suffering from B-cell chronic lymphocytic

leukemia (B-CLL). 34/42 (81%) cases showed a marked Rh123
efflux which was completely abolished in the presence of the MDR
inhibitor verapamil. The percentage of Rh123 effluxing cells ranged
from 10 to 70% with a median of 32%. In 26 cases exiracted RNA
was analysed by quantitative polymerase chain reaction to evaluate
the expression of MDR1 mRNA. In 25 of 26 (96%) cases MDRI
mRNA  was detectable. The levels of MDR1 mRNA expression
correlated well with the results of the Rh123. efflux assay (r=0.72;
p<0.0001'). In addition 37 cases of acute myeloid leukemia were
analysed and demonstrated Rh123 efflux in 18/37 (49%).cases. In
this entity the percentage of Rh123 effluxing cells ranged from 12
to 850% (median 45%). Additionally, we evaluated the Rh123
efflux/retention in peripheral blood cells of healthy volunteers. We
found Rh123 efflux in the following subsets: CD16+ natural killer
cells > CD8+ T cells > CD45RA T cells > CD19+ B cells > CD4+ T cells. In
granulocytes .and monocytes no activ efflux was detectable.

Our results indicate that flow cytometric ineasurement of Rh123
efflux proves applicable to detect ME.i expressing cells in
heterogenous clinical - samples.




CYy TOWE—EHECTS ON B—CLL-CELLS IN SERU'M FREE SUSPENSION
CULTURKES MEASURED BY FLOW CYTOMETRIC BNA ANALYSIS :"L )
H.F. Hinrichs, C. JunghanB, E.K. Petershofen H.-D. Kleine, H. Poliwoda, and M. Freund

Department of Hematology and Oncology, Hannover Medical School, Konstanty-Gutschow-
StraBe 8, 30623 Hannover, FRG. -

The effects of Stem Cell Factor (SCF) Interleukm 2 (IL2), Interleukm 4 {IL4), Tumor
Necrosis Factor o {TNFa), and Interferon o (IFNo) on peripheral blood B-CLL-Cells were
studied in vitro by bromodeoxyuridine/propidium iodide (BrdU/PI) DNA analysis. Peripheral
blocd cells from patients with B-CLL were examined for B- and T-phenotype with mABs for

€D 3, 4, 5, 8 10, 19, 20, 21, 23, 25, and prepared as follows: after Ficoll density

centrifugation and lysw of monocytes by leucine-methyl-ester (LME) T-Lymphaocytes were
depleted with a CD_3/ -Avidin/ MACS-bead - complex in the MACS-system (Miltenyi Biotech).

Cells were grown in serum free culture medium (CG-medium) contaming SCF, TNFe, IFNa,
IL2, or 4, comtrols without cytokines. Samples were drawn repeatedly at 20, 68, 92, 118,
and 140 hours. DNA-analysis was performed after double DNA staining with propidium iodide
and anti-BrdU-autibodies and determinated by flow cytometry (FACScan, Becton Dickinson).

Direct stimulation or inhibition of the cells was examined by calculating the cells positive for

BrdU-incorporation into the genome, Effects of cytokines can be quantified by calculating the

relative difference between the integrals below the curves, Dlﬁ'ercnces of more than 10% are §

considered as sngm:ﬁcant sttmulatory effect.

Whereas Stem Cell Factor did not show significant influences on B-cells, cytokines as H.2, -
14, TNFa, and FFNa reached proliferating effects. Using this approach B-CLL cells can be: -
stimulated to change from their Go-phase back to cell-cycle and could then be aﬁ'ected by -

chemotherapy

T

Ergebnisse regionaler Rundversuche von Lymphozytentyplsle—
rung mittels DurchfluBzytometrie.

ARY

o

R.JILCH und E.SCHONWALD.

Zentrallabor {(Vorstand: Prof.Dr. M.Fischer} und
Dermatologische Abteilung (Vorstand: Prof.Dr. F.Gschnait)
im Krankenhaus der Stadt Wien-Lainz T
Wolkersbergenstrage. .1, A~1130 Wien.

Eine Teilpahme an' Ruridversuchen bietet derzeit die einzige
Méglichkeit einer externen Qualitdtskontrolle durchf luBzyto~
metrischer Bestimmungen.

An diesen Rundversuchen haben bisher 9 Labors te11genommen.
die jeweils aus 2 Proben frischen EDTA-Blutes ein empfohie-
nes Antikdrperpanel gemessen haben. Die Antik8rperauswahi
sollte einen Standard Immunstatus ergeben. Gemessen wurde an
Gerdten von dreli verschiedenen Herstellern. Alle Ergebnisse
wurden in Relativprozent und Absolutwerten ermittelt., Zur
auswertung wunrden die Variationskoeffizienten je Subpopula-
tion der Werte aller Teilnehmer und einer Kontrolle (eine
Probe an einem Ger#t mehrmals gemessen) herangezogen. Be-
reits di¢ Koatrollmessungen zeigten, dad sich die erzielba-
ren Variationskoeffizienten je Subpopulation unterschieden.
Bel den €D3-, CD4- und CD8-positiven Lymphozyten konnten
auch in der Gesamtgruppe Werte weit unter 10% erhalten wer-—
den. Die Variationskoeffizienten der aktivierten T-
Lymphozyten oder zytotoxischen T-Zellen waren deutlich hé-
hei. Die erzielten Ergebnisse zeigten, dal bereits nach dem
zweltlen Kundversuch posjitive Aspekte wie Verbesserung der
Ergebnisse bzw, Firderung der Kontaktnahme und Zusammenar-—
beit erkennbar waren und Diskussionen zu strittigen Punkten
azue Impulse geben konnten. .
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Aminopeptidase- und gekoppeite Protease-Aktivitatsbestimmungen
in lebenden Zellen mit fluorogenen Rhodamin 110-Substraten

S. Klin'gei, S. Ganesh, H. Kahle und G. Valet
Arbeitsgruppe Zelibiochemie, Max-Planck-Instifut fir Biochemie, 82143 Martinstied

Leucin-Aminopeptidase (Leu-AP) ist eina wesentiich am Proteinstoftwechsei
beteiligte substratunspezifische Exopeptidase. Sie zeigt sighifikante’ Aktivitat im Zyto:
plasma und in den Mikrosomen fast alier Zellen und spaltet schrittweise einzelne
Aminos#uren - bevorzugt Leucin oder Phenylalanin - vom Amino-Terminus elner
Peptidkette ab. Da Verdnderungen der Leu-AP-Aktivitit bei zahireichen
physiologischen und patholagischen Vorgange, wie Metastasierung von Tumoren und
emziindlichen Prozessen, - beschrieben . sind, -wurde. versucht, intrazellulire
Aminopeptidase-Aktivitidten in iebenden Zelien zu bestimmen. Darliber hinaus wurde
versucht, gekoppelte Enzymmessungen zu ermfglichen, bei denen zuerst eine
spezufasche Endopeptidase das Subsirat spaltet und dessen Fieaktmnsprodukt von
.Aminopeptidasen (AP) weiter zu einsm fiuoreszenten Endproduki abgebaut wird.

Die Bestlmmung der Proteaseaktmtat in lebenden Zellen mit Hilfe der
Durchﬁuﬁzytometne ist mit Substraten basisrend auf dem Fluoropher Rhodamin 110
(R110) bereits bel :den Cysteinproieinasen Cathepsin B bzw. L und bei Sefin-
proteinasen wie Elastase méglich (Biol.Chem.Hoppe-Seyler 373: 547-554, 1992). Die
neu synthetisierten, nicht-fuoreszenten Substrate (H,N-L-Leu),-R110 und (H,N-L-

Phe),-R110 mit freien Aminogruppen erwigsen sich als sehr geeignet fiir die Messung

der AP-Aktivitit, da sie intrazellul4r auBerordentlich effizient zu fluoreszentem R110
gespalten wurden. Der Fluoreszenzanstieg lief sich durch Vorinkubation mit den AP-

-nhibitoren Leucin-Chloromethylketon oder 1,10-Phenanthrolin vollstindig unterbinden.” -
Da eukaryontische Leu-AP keine D-Aminosiuren abspalten kann, diente (HN-D-Leu),-

R110 als Kontrolle und fihrte in keinem Ansatz zu einem Anstieg der Fiuoreszenz,
Dle_schneile Spaiiung der AP-Substrate ermdglicht nicht nur die Bestimmung der
Aktivitat. von Aminopeptidasen, sondern zusétzlich auch von Proteasen, die keine
Aminosaure-Fluorophor-Bindung, sondern nur reine Peptidbindungen spalten kénnen.
Dies konnte mit den Gathepsin B/L-Substraten (Z-Arg-Arg-Leu),-R110 und {Z-Phe-Arg-
Leu),-R110 gezeigt werden. Zunéichst spalten die Cysteinproteinasen die- Dipeptide
Z-Arg-Arg bzw. Z-Phe-Arg aus den Substraten spezifisch ab, gefolgt von der
Freisetzung des hochfluoreszenten R110 aus dem verbleibenden, nicht-filoreszenten
{H,N-Leu),-R11Q durch Leu-AP. Diese gekoppelte HReaktion erweitert das
Anwendungsspektrum der Rhodamin-Substrate fir den Nachweis weiterer Zeli-
proteasen, wie z.B.Cathepsin D. Geibrdert durch DFG SFB 207, Projeki G6

- 27 -

Is MONOCYTE SUBPOPULATION DETERMINATION SUITABLE FOR STATUS AMD REGRESSION ANALYSIS N
ATHEROSCLEROSIS? -

E. Kovacs, G. Rothe, G. Sch\r;‘i:{z':t‘
Institut fiir Klinische Chemie und LéB'o_{gtoﬁumsmedizin— Zentrallaboratorium und Blutbank, Klinikum der
Universitit Regensbury, D-93042 Regensburg

The involvement of peripheral blood manocytes in the development of atherosclerosis (AS) through their
dual role in inflammatory processes and vessel walf lipid and Epoprotein metabolismn is well established.
However, the question arises whether the enhianced adhesion and migration of monocyltes from the plasma
compartment into the subendothelial space in AS is either caused by activating effects of atherogenic
lipoproteins exerted on all blood monocytes or omly on specific monoayle subpopulmidns with distinct
functional properties and higher susceptibility for inducing vessel wall transmigration. We investigated in a
flow cylometric study the expression of activation and differentiation markers (CD14, CD16, CD4, HLA-
DR}, complement regulatory proteins (CDA5, CD46, CDSS5, CDS5Y) and adhesion molecules (CD11a,
CD11b, CD18, CD48) on monocyles from freshly drawn blood.uf hyperchelesterolemnic patients with or
withowl LDL-receptor deficiency (FH). We also determined by three color immunefluorescence blood
monocyle subpopulations in order to analyze whether they ceflect the different tissue tamgetting of
mononuclear phagocytes into the reticuloendothelial system (RES) or to the vessel wall in various‘genetic
disorders of lipoprotein metabelism. A significant decrease of differentiation markers (CDt4, CD16, HLA-
DR} and adhesion moiecules against endethelial targets (CD11a, CD18) an blood monocytes was observed
among the patients with FH suggesting the depletion of activated monocytes from circulation.
Hypercholesterolemics with normal LDL-receptor status in contrast, showed increased expression of
differentiéﬁon and endothelial adhesion markers as compared to heallthy controls. A selective depietion of
mature monocytes from circulation was also sugges‘ieci in A8 by the reduction of the CD14/CD16%/CD64"
“premacrophage"” subpopulation in CHDT patients, which pool was reconstituted during regular therapy with
LDL-apheresis in homozygote FH patients. §ﬁ a family with cholesteryl ester storage disease (CESD), who
have a 72 bp depletion of the acid tipase gene leading to hypercholesterolemia, early onset of AS and
hepatosplenomegaly, the decrease of the CD14¥/CD16%/CD84" subpopulation was accompanied with the
appearance of an abnormal CD14*+/CD16* double positive population. Tangier dissase is characlerized
by a cellular defect in precessing HDL precursors to mature HDL and a widespread accumulation of
menocytes in the RES, but net in the vessel wall. A selectively increasad expression of extracesfular matrix
{ECM) receptor- CD44 indicated the rofe of ECM in monacyte uptake by the RES in Tangier disease. In
addition, the appearance of the CD14**/CD16™ double positive and a CD1a™ populations similar fo the
findings in CESD might comelate with the enhanced migration of blood monocyles into the spleen in both
diseases. Our results suggest that circulating blood monecytes and monocyte subpopulations may be
important targets for the ex vivo monitoring of enhanced AS risk i genelic disorders of lipoprotein
metabolism and the AS status and regression during therapy.
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-APO-1 MEDIATED .APOPI'OSIS ‘IN " NORMAIL AND MALIGNANT
LYMPHOCYTES. . .
P.H.Krammer

In the context of negative growth regulation of normal and malignant lymphocytes, the
monoclonal antibody anti-AFO-1 was taised. Antji-APO-1 induced programmed cell death,
apoptosis.
AgngAPO-l defined the novel cell surface molecule APO-1. The APO-I antigen was purified
to homogeneity and found to be a trarsmembrane glycoprotein of 48 kD relative molecular
weight, Identical to the Fas antigen. Peptides of the purified APO-1 molecule were
sﬁsuenced and the APO-1 cDNA was cloned. The APO-1 molecule is a novel member of the
F receptor superfamily. The APO-1 mediated ap{)?losis signal tequired crosslinking of the
APO-1 antigen.- Two reguirements for induction of apoptosis in the APO-1 system were
_identified: ression of the APO-1 antigen and an intact apoptosis siili)aliing pathway. In
human peripheral blood T and B lymphocyles, expression of the O-1" antipen and
susceptibility to anti-APO-1 induced apoplosis were dependent on the stage of activation and
differentiation. Anti-APO-1 induced "apoptosis was prevented by mechanisms of T cell
activation, e.ﬁ. via CD3 of the T cell recepior. Heterogenous APO-1 expression was found on
a variety of human twmor cell lines in viro and on cells from varjous tumors taken directly
from patients. These malignancies include }D:re-T-ALL, pre-B-ALL, CLL, various other
twmors of the lymphoid series, B lymphoblastoid cell” lines, glioblastomas, mammary
carcinomas, colon carcinomas and soft tissue tumors, Susceptibility of corresponding in vitre
cell lines 1o induction of anti-APQO-1 mediated apopiosis was heterogenous. In contrast, cells
obtained directly from ATL patients were almosi compietely sensitive.
These data may help to undersiand programmed cell death, apoprosis, on the molecular
level, 10 assess the role of APO-1 expression in diagnosis and propgnosis, and to test
apoptosis as a concept of a rational intervention strategy in tumor therapy.

Tumorimmunclogy Program, Division of Immunogenetics, Germsn Cancer
Research Center, INF 28D, 69120 Heidelberg, FRG.
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IMPROVED DETERMINATION OF S-PHASE FRACTION AND PLOIDY FROM
PARAFFIN "SECTIONS: APPLICATION IN FLOW ' CYTOMETRIC -DNA-
ANALYSIS  OVARIAN, CARCINOMAS - AND -OVARIAN - TUMORS OF
BORDERLINE MALIGNAN‘@% _

P. K.rei'sber'ger,‘N. Harbeck, E. Schiiren, P. Ziffer, L. Pache, W. Kuhn, B. Schmalfeldt,
M. Schmitt, F. Jimicke, P. Dettmar™, H. Hofler™ and H. Graeff.

Frauenklinik und “Instirut fiir Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomic der
Technischen Universitit, Miinchen.

The prognostic importance of flow cytometric DNA analysis (ploidy and S-phase fraction)
in gyneeological malignancies is still controversial, partly due to differing methods of tissue
extraction and data analysis. In particutar, if paraffin sections are used, the quality of the
results depends very much on the 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 Hedleys method
(1983): After dewaxing and rehydrating, the sections are incubated in 0.5 % pepsin (pH
1.5, 37 ©C, 2h). The nuclei are washed, filtered, resuspended in PBS-EDTA containing
100 U/ml RNAse, and dyed with propidium iodide. Nuclei of peripheral human blood cells
serve as internal controls. The flow cytometric measurements are performed on a FACScan
{Becton & Dickinson, Heidelberg, Germany). For data analysis we used the MODFIT
software program (Venity Software House, Maine, USA): This program enables exact S-
phase analysis even in aneuploid tumors with overlapping populations. Calculation of debris

-and aggregates can be adjusted for paraffin material.

Paraffin sections of 90 ovarian carcinomas and of 20 ovarian tumors of borderline
malignancy were then evaluated by flow cytometry for ploidy and S-phase fraction (SPF).
Of the ovarian carcinomas, 58 tumors (64 %) were diploid, 31 tumors (34 %} aneuploid
and 1 tumor (2 %) tetraploid. ALl 20 borderline tumors were diploid. Using the CART-
method (classification and regression trees), an optimal cutoff of 2 % was determined for
the borderline malignancies: 17 {85 %) had a tow (< 2 %) and 3 {15 %) a S-phase (> 2
%). S-phase fraction (SPF) in diploid borderline tumors was a statistically significant
prognostic factor for overall survival (p = 0.0308): 2/3 patients with high SPF have
already died, as opposed to none of the [7 patents with low SPF. Correlation of ploidy and
S-phase to other prognostic factors and the follow-up data of the ovarian carcinoma patients
is currently being evaluated. ’ . i E

The method presented here allows fast and reproducible flow cytometric DNA analysis.
proper care is taken with respect to tissue extraction and data analysis, determination of §-
phase and ploidy can be quite useful as prognostic factors in gynecological malignancies.
To determine their impact in ovarian cancer, especially in borderline malignancies where

‘new prognostic factors are urgently needed, further evaluation in larger patient collectives

with longer follow-up pericds is certainly required. :
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SIMULTANEOUS DETECTION OF MULTIPLE CHROMOSOMAL
ABNORMALITIES BY FLUORESCENCE-IN SITU HYBRIDIZATION

P. Lichterl, S. Joosl, U. Mathleul S. Stllgenbaucrl G. Cabot2 M. Bent21
H, Dohner2

I1Deutsches Krebsforschungszentrum and 2Medizinische Klinik und
Poliklinik V, University of Heidelberg, Heidelberg, Germany

Recent developments in fluorescence in . situ hybridization technigues and
digital imaging microscopy provide powerful tools for the detection of
specific chromosomal abnormalities. The potential of varicus kinds of
probes "and probe sets tc - diagnose numerical and/or structural
chromosomal ‘aberrations is ‘uiilized for ‘the analysis of metaphase
chromosomes and interphase - nuclei. Examples will be presented from our

specific for the centromere of chromosome 12 to cell nuclei of B-CLL
patients revealed 2 higher incidence of trisomy 12 than detected by
conventional chromosome ~analysis. By using a probé set spanning the
200kb of the retinoblastoma susceptibility gene (RB-1) located in 13ql4, we
found an unexpectedly high frequency of monoallelic RB1 deletions in B-
CLL. Diagnosis of the ber/abl fusion is performed by employing a new two
color hybridization probe set which detects the translocation breakpoints
in CML as well as ALL. These characierizations of probes detecting single
chromosomal aberrations provide the basis for the development of disease
specific multicolor probe sets designed for the simultaneous detection of
the most relevant aberrations in chronic and acute leukemias. The current
status of the development of such probe sets for ALL will be presented.

A new approach . termed comparative genomic hybridization (CGH,
Kallioniemi et al., Science 258:818-821) has been developed: whole genomic
DNA from a particular cell population is hybridized to normal metaphase
chromosomes. Above a general chromosomal staining, regions
overrepresented - in. the analyzed —genome (e.g. a trisomy .or amplified
sequences). becc_)m_e__det_ectablc by a stronger fluorescence signal, whereas
underrepresented  regions (e.g. a deletion) yield ir weaker siained areas.
Thus, CGH. allows a comprehensive analysis of chromosomal imbalancies
without the use of specific probe sets. Data from leukemias and solid
tumor samples will be presenied and_the implications. of CGH _for . the
investigation of genetic changes in malignant disorders will be discussed.

studies of B-CLL and acute’ leukemias. Hybridization of an alphoid probe .
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D]FFERENZIERUNGSASSOZ]IERTE 'ANTIGENE _UND - ADHASIONSMO-
LEKULE AUF CD34+ BLUTSTAMMZELLEN

R. Mohle, K. Theilgaard—Mbiggb, R. Haas und W. Hunstein
Med. Klinik v. Poliklinik V, Uni¥ersitit Heidelberg, Hospitalstr: 3, 69115 Heidelberg

Das Antigen CD34 erlaubt die Bestimmung himatopoetischer Stammzellen im Durch-
fluBzytometer. Fiir die autologe Knochenmark- und Blutstammzelltransplantation bie-
tet die Messung der CD¥34-Expression eine Alternative zu den semisoliden kionogenen
Kulturassays. Wahrend des Letkozytenanstiegs nach Chemotherapie sowie nach Gabe
von himatopoetischen ‘Wachstumsfaktoren zirkulieren CD34" Zellen im peripheren

Blut ("Mobilisierung") und kénnen durch Leukapherese gewonnen werden,

Um die periphére CD34%-Zellpopulation naher zu vharakterisieren, untersuchten wir
mittels Zweifarben-Durchfluzytometrie die Expression vor differenzierungsassoziier-
ten Antigenen (CD33, CD38, HLA-DR, c-kit) und Adhisionsmolekillen (LFA-1,
VLA-4, L-8electin, [CAM-1, CD44) auf CD34% Zellen aus Leﬁka’phereseprodukten
von Patienten mit malignen Lymphomen und soliden Tumoren. Zur Stammzelimobili-
sierung benutzten wir G-CSF.

Uber 90% der mobilisierten CD347 Zellen waren positiv fiir CD38 und HI.A-DR. Die
Expression von c-kit, dem Rezeptor fiir den Stammzellfaktor, hingegen lag unter 10%,
wihrend der myelomonozytire Marker CD33 mit Werten zwischen 10% und 90% zwi-
schen den einzelnen Patienten erheblich variierte, Insbesondere die Ergebnisse der
HLA-DR- und CD38-Expression sprechen dafiir, dafl die Mehrzahl der CD347 Zellen
liniendeterminierte Vorlduferzellen sind. Wird G-CSF nicht im AnschiuB an eine Che-
motherapie, sondern wihrend der Ruhehimatopoese zur Mobilisierung von Blut-
stammzellen eingesetzt, ist die Anzahl der zirkulierenden CD34" Zelien im peripheren
Blut etwa 10-fach geringer, jedoch findet sich auch ein hoherer Anteil CD33-, CD38-,
HLA-DR- und ¢-kit* Zellen. Dies spricht fiir einen héheren Anteil fraher himatopoeti-
scher Stammzellen,

Die Adhisionsmolekiile VLA-4 und ICAM-1 sind auf peripheren CD34% Zellen nur
schwach exprimiert, wihrend CID44 wie im Knochenmark auf mehr als $0% der
CD347 Zellen nachweisbar ist. L-Sefektin und LFA-1 sind auf etwa 50% der CD34™
Zellen positiv, wobei im Knochenmark LFA-1 hoher exprimiert wird, ebenso wie bel
Mobilisierung mit G-CSF wihrend der Ruhehamatopoese. Bemerkenswert ist der vil-
lige Verlust von L-Selektin durch die fiir eine Transplantation erforderliche Kryopri-
servation der Zellen.

Differenzierungsassoziierte Antigene und Adhisionsmolekiile sind auf CD34% Zellen
von Blut und dem Knochenmark unterschiedlich exprimiert Daritberhinaus hangt die
Zusammensetzung mobilisierter Stammzeilen davon ab, ob -CSF wihrend der Ruhe-
hiamatopoese oder nach Chemotherapie gegeben wird.
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SIX COLOR FLOW CYTOMETRY OF CALCIUM RESPONSE IN HUMAN
PERIPHERA L BLOOD LYMPHOCYTES '

. Ravi Mylvaganam, Ph. .,
Systems. Applications Development - Research Platform,
Coulter Corporation, Miami Lakes, Florida, USA

The_ﬂowcytorneu-ic measurement of intracellular calcium can be perf i

calcium dyes Indo-1, Fluo-3 and Fura Red, Of these, Indo-1 is by faf thcog:t:;- :l{aazﬁ:ut::griztzg
anc% commonly used dye for calcium studies. Indo-1 is excited by ultraviolet (UV) Light and
emits at _the violet wavelength when bound to calcium and blge region when free of calcium
By ]'oolgpg at the change in intensities of the violet to the blue wavelengths, the entry of.‘
z:}lg:rmn _mtto celll.lss_can be fmtzasurcd ratiometrically. It has been reported tha£ the entry of

into cells is one of the ear! i ivati '
bandie calctum ciFtrons, y ev.ents in celi activation and subsets qf T Iymphocytgs

We have developed a multicolor flowcytometric procedﬁrc to simultanecusly identify s

of Indo-1 lo_aded lymphocytes using antibodies conjugated with four diffc:cﬁtl‘:le;](?rfoyc:lz;l:ﬁfctg
and measuring the calcium response. Peripheral blood lymphocytes (PBL) were obtained
from normal donlors b’.’ centrifuging anticoagulated blood over a density gradient. The PBLs
were washpd' twice with Hank's balanced salt solution (HBSS) and resuspended in RPMI
1640_conta.mmg 1% fetal calf serum. The PBL suspension was loaded with 3 uM Indo-1 for
30 minutes at 37 °C. Aftsr Joading the cells were kept in the dark at ambient temperature until
required. ‘F?l‘ surface staining antibodies conjugated with FITC, phycoerythrin  (RD1)

phycoerythrin _conplt‘ad to Texas Red (ECD), and allophycocyanin (APC) were added to Indo:
1 loaded PBL§ and incubated for 10 minutes at ambient temperature. HBSS was added, the
contents centrifuged, and the supemnatant discarded followed by resuspension in RPMI 16:10.

Sample analysis (within 10 minutes of final resuspension) was performed i

equipped with a gated amplifier and three lasers. The argon ign laser hc:;':l a‘:lraﬁp:cct:sasﬁiﬁz
upper beam ajnd the UV and helivm neon laser beams as the lower collinear beam. Two of the
phqto_mulnphcr tubes (PMTs) in the EPICS Elite have the capacity of cacl.n collectin

emissions from two different dyes excited by two different lasers. Therefore, in this systerrgx
six colors: FITC, RD1, ECD, APC, Violet, and Blue can be measured with only four PMTs
The PBLs were stimulated with the mouse anti-human CD3 monoclonal antibody and thr:

calcivin response measured for 10 minutes. The data was i
N : saved
teplayed later for analysis. : ® 'a Ht mode fle and
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Ergebnisse des Pilotringversuchs der Referenzinstitution zur Immunphanotypisierung
T. Nebe", R. Kattermann™, A. v. Riicker*, F. Biadlingmeier*, D. Prohaska® und K. Kleesiek®

“Institut fir Klinische Chernie, Klinikum Mannheim der Universitat Heidelberg, *Institut fir
Kiinische Biochemie der Universitat Bonn, ¥Institut fiir Laboratoriums- und
Transfusionsmedizin, Herzzentrurn Nordrhein-Westfalen, Bad Ceynhausen

Die externe Qualititssicherung fir die durchfiuBzytometrische Immunphénotypisierung von
peripheren Blutlymphozyten wird in Deutschland im internationaien Vergleich verspatet eta-
bliert. Die etablierten institutionen fir Ringversuche, INSTAND in Berlin und die Referenzin-
sitution in Bonn, haben daher unabhéngig Pilotringversuche veranstaltet, um eine externe
Qualitatssicherung moglichst bald auf regeimagiger Basis anbieten zu kénnen. Die Vorge-
hensweise beruht auf Vorschldgen, die von der Arbeitsgruppe DurchfiuBzytometrie und bild-
gebende Veriahren erarbeitet wurden und Erahrungen aus anderen Landern berlicksichti-

gen.

In kieineren Pilotringversuchen wurde bereits das Material erprobt und die Einﬂuﬂgxﬁfieﬂ der
Analytik abgeschétzt.

Mit Unterstlitzung von Fachverbénden und Industrie wurden ca. ca. 350 Insitutionen ein-
geladen. Der Teilnahmewunsch von 230 Laboratotien ist angesichts der fehlenden Ring-

versuchspflicht betrachtlich.

An 230 Laboratorien in der Bundesrepublik wurden Ende Juni zwei spezieli vorbereitete Voll-
blutproben (A und B) versandt. Die Herkunft der Teilnehmer umfaBie sowohl den Bergich
der Patientenversorgung als auch den der Forschung. Als MeBparameter sollten die Mar-
kerkombinationen CD14/45, CD3/19, CD3/16856, C03/4, CD3/8 und optional
CD19/kappa bzw. CD18/lamba und die Retikulozyten ermitielt werden.

Die Resultate und die Methoden wurden auf einem Formular erfragt zur Auswertung mit Hilfe
der Software der Referenzinstitution, welche flir bereits existierende Ringversuchsparameter
entwickelt wurde. Die Ergebnisse von A und B werden als sog. Youden-Plots graphisch
dargesteilt. Wegen fehlender Referenzmethoden und streuender Expertenergebnisse im
Vorversuch sind Ausreifier-bereinigte Mittelwerte (Konsensusmethode) als Zielwerte vorge-

sehen.

Neben dem "state of the art” sollen die méglichen Zusammenhénge der Streuung mit der Art
Probenvorbereitung und den Reagenzien aufgezeigt werden. .
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Welche Ploidie_ginteilung ist von prognostischer Bedentung beim Plattenepithel-
karzinom des Osophagus unter Beriicksichtigung der Heteroploidie?

H. Nekardal, G. Techenl, K. Becker2, K, Ulm3 7. Roderl, U. Fink! and J.R - Siewert1;

IChirurgische Klinik, 2institut fiir Pathologie, Institut fiir Statistik, K linikum rechts der Isar
der Technischen Universitat Miinchen

In der Literatur wird die Bestimmung der Ploidie beim operferten Plattenepithelkarzinom
des Osophagus als ein "tumorbiclogischer" Parameter -mit prognostischem . Wert fiir das
Uberleben diskutiert. Wesentliche ‘Kritik begriindet sich in der Heteroploidierate dicser
Tumorentitit (DNA-Indexdifferenz von >0.1 in 2 Tumorproben) von 26 % (Cancer
68:2403,1991) bis 28 % im eigenem Kollektiv (Abstraktband, Zytometrie Symposium,
1992, § 59).

Wir haben in einer prospektiven Studie von 62 Patienten mit einem nicht vorbehandelten
operierten Plaitenepithelkarzinom des Osophagus , die langer als 3 Monate lebten,
untersucht, welche Gruppierung des DNA-Index die grofte prognostische Beteutung fiir das
Uberleben  im Vergleich zu den "konventionellen" . prognostischen  Parameter
(Residualtumorstatus, pTNM-Kategorien der VICC, 1987, histologische Grading) hat.

Nach der Vindeloev-Methode wurde aus histologisch kontrollierten 70um Kryostatschnitien
von schockgefrorenem Tumorgewebe eine Kemnsuspension hergestellt und im FACScan mit
1% Propidiumjodid gemessen. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Multicycle, Der
CV-Wert lag bei 4 +- 1 %. ' o o
Mindestens zwei Tumorproben konnten bej 51 Patienten {82%) gemessen werden. Die
Heteroploidierate war 33%. Auf der Basis des Jjeweils theoretisch prognostisch schiechteren
DNA-Index der Messungen wurden vier Ploidiegruppen (PG) eingeteilt : PGI: Di=1-1.2
(n=21; 34%), PGIL: DI=1.8-2.2 (n=8; 13%), PGOI: :DI=1.3-1.7 (n=28; 45 %),
PGIV: DI= >2.2 oder multiploid (n=35; 8%), Die einzelnen Gruppen wurden weiterhin
zu drei Ploidieklassen (PK) zuSammengefa.Bt [PK1= (PGI, PGII, PGIO +PGIV)
PK2= . (PGI+PGIl, PGII, PGIV), PK3= (PGI+PGII, PGHI+PGIV)] und in einer
multivariaten COX-Regressionsanalyse (p<0.05) -hinsichtlich des ¥lberlebens mit den
anderen Parameiern ausgewertet, )

In dem Gesamtkollektiv war der Residualtumorstatus (RO/R1,2), die Tumorinfiltrationstiefe
(T1/2/3), der Lymphknotenbefall des Truncus  coeliacus  (pMO/ 1{Lym])  und die
Pioidieklasse 3 unabhingige progrostische Parameter. Das relative Sterberisiko war in den
einzelnen Kategorien -um das 2,9-fache, 2,4-fache, 4-fache beziehungsweise 2,6-fache
erhoht. In der prognostisch giinstigeren Subgruppe der 47 Residvaitumor frei resezierten
Patienten (76%) ohne lymphogene Fernmetastasierung  (pMO,R0)  waren  die
Tumorinfiltrationstiefe (T1,2 versus T3) und die Ploidieklasse 3 unabhingige prognostische
Parameter, In der nodal negatven Untergruppe. (pNO,MO,R0) von 21 Patienten (34%) war
der einzige signifikante prognostische Parameter die Ploidieklasse 3.

Zusammenfassend zeigte sich, daB unmter der Vorausetzung einer zusitzlichen
Ploidiemessung aus dem Primirtumor die Heterogenitit des Tumors fir die prognostische
Beurteilung an Hand der DNA-Indices von untergeordneter Bedeutung ist, da eine relevante
prognostische Eintellung durch die Zusammenfassung von diploiden, nahe diploiden und
tetraploiden versus aneuploiden, hypertetraploiden oder multiploiden Plattenepithelkarzi-
nomen vorgenommen werden kann.

R
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Konzentrationsbestimmung von Erythrozyten, Thrombozyten und
Leukozyten in verdiinntem Vollblut durch Messung  der
Lichtstreuung mit Hilfe eines Laser-Durch_ﬂuﬁzytometers

Teix
“am

.—\;\;74“5.
J.Neukammer, V.0st, H.Rinngberg

Physikalisch-Technische Bundesanstalt, Berlin-Charlottenburg,
Abbestr. 2-12, 10587 Berlin

Im Labovatorium "Tytometrie" der Physikalisch-Technischen
Bundesanstalt ist ein Laser-DurchfiuBzytometer zur Bestimmung der
Konzentration {Anzahldichte) von Erythrozytes, Thrombozyten und
Leukozyten aufgebaut worden. Dabei kénnen simultan fir jede einzelne
Zelle bis zu vier MeBgréBen registriert werden. Erythrozyten und
Thrombozyten werden anhand ihrer verschiedenen Lichtstreuung in
Vorwartsrichtung (Kleinwinkelstreuung) bei 488 nm oder 632.8 nm upd
durch den axialen Lichtverfust (Extinktion) bei Verwendung eines
Amplituden-stabilisierten He-Ne-Lasers unterschieden. Bei der
Bestimmung der Anzahldichte der Leukozyten wird ausgenutzt, daB
aufgrund der starken Absorption des Himoglobins im Maximum der Soret-

~Bande {414 nm) die Intensitit der durch die Erythrozyten

hervorgerufenen Lichtstreuung drastisch reduziert ist. Unter
Verwendung eines Krt-Lasers bei 413.1 nm lassen sich in verdiinntem
Veliblut bei der Beobachtung der Kleinwinkelstreuung und der
seitTichen {90“) Streuung Erythrozyten und verschiedene
Leukozytensubpopulationen (Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten)
identifizieren, so daB die bisher erforderliche Zerstérung der
Erythrozyten durch Hamolyse nicht mehr erforderltich ist. Das optische
DurchfluBzytometer wird neben Zellzdhlgerdten, die nach dem
elektrischen Verfahren (Coulter-Verfahren) arbeiten, zur Ermittlung
von Referenzwerten im Rahmen von Ringversuchen zum kleinen Blutbild
eingesetzt werden. -




STANDARDISIERUNG DER DURCHFLUSSZYTOMETRISCHEN BESTIMMUNG VON HLA-
KLASSE | ANTIGENEN, "THROMBOZYTENSPEZIFISCHEN" GLYKOPROTEINEN SOWIE VON
AKTIVIERUNGSMARKERN AN THROMBOZYTEN

J. Neumiillerl, M. Tohidast-Akrad?, R. Jilch2, W.R. Mayr®

tudwig Boltzmann Institut fic Rheumatologie und Balneclogie, Kurbadstr. 10, A-{107 Wien*
27entral-Laboratorium des Krankenhauses der Stadt Wien-Lainz, Wolkershergenstr. 1, A-1130 Wien
Siinische Abteilung fir Blutgruppenserologie, Allgemeines Krankenhaus -der Stadt Wien-
Universitétskliniken, Wihringer Giref 18-20, A-1090 Wien o

Die DurchfiuBzytometrie (DFZ) emmdglicht eine reproduzierbare Untersuchung thrombozytdrer
Oberflichenantigene, Da Thrombozyten (Thr) hinsichtlich ihrer geringen GriRe im unteren
Erfassungsbereich des DFZ liegen und durch Blutabnahme sowie durch Isolation aktiviert werden
kénnen, sind standardisiete  Priparationsprotokolle  notwendig. Zur Erstellung  von
Standardvorschriften wurden Vergieichsuntersuchungen durchgefihrt und eigene
Préparationsprotokotle ersteilt, Fiir die Blutabnahme wurden Einmal-Vakuum-Bluiabnahmerdhrchen
(Greiner, Deutschland) mi{ Zitrat- oder ACD-Losung verwendet und miteinander verglichen, Es
wurden 3 Isolationsverfahren geprift: 1. Isolation durch differentielle Zentrifugation nach Tschope et
al. (Platetets (1991) 1: 127-133); 2. Isolation mittels Ficoll Hypagque, 1:3 mit PBS verdiinat, und 2.
Isolation mithilfe einer Thrombofuge {Coulter, USA), Aulterdem wurde gepriift, inwieweit eine, vor der
Markierung der Thr durchgefihrie Fixierung mit Paraformatdehyd (PFA), zu einem Antigenverlust
fithrte. f

Folgende Antigene wurden nach Markierung mit monoklonalen AntikGrpem {MAK) der Firmen Becton
Dickinson (USA) und Immunotech (Frankreich) mit einem FACScan mithilfe der Lysys-Software
(Becton Dickinson, LISA) untérsucht: Glykoproteine (GP), wie GPla/lla, GPIIb, GPlIb/lia, HLA-Klasse
|, sowie Aktivierungsmarker wie Thrombospondin (TSP), CD 62 und CD 83,

Die Blutabnahme in Zitratpuffer-Réhrchen erbrachie gegeniiber der in ACD-Réhrchen eine bessere
Bewahrung der Antigenitat, )

Im Streulicht-Doppethistagramm werden Thr von Proteinaggregaten und Detritus fiberiagert. Um eine
Thr-Ausbeute > 80 % zu erhaiten, war daher bei der DFZ-Messung eine Konzentration von 107-108
Thriml PBS notwendig. Die Isoiation mithilfe der Thrombofuge erlaubte keine ausreichende
Abtrennung der Erythrozyten und fiihde zu einer Anreicherung von Detritus, Die beiden anderen
Isolationsmetheden . lieferten brauchbare Ergebnisse, die Isofation mit Ficoll Hypagque erbrachte
jedoch gegeniiber der differenziellen Zentrifugation eine héhere Thr-Ausbeute.

Eine 15-mindtige Fixation mit 1 % PFA in PBS ergab zumeist die beste Antigenerhaltung (hhere
Fluereszenziniensitaten als bei nicht fixieden Thr), Eine Ausnahme bildeten die Aktivierungsmarker
TSP, CD 62 und CD 63, bet denen eine 15-mindtige Fixierung mit 0,1 % PFA die besten Ergebnisse
lieferte. Die Isolation der Thr filhrte zu deren Aktivierung. Um diesen Vorgang zu vermeiden, wurde
das Vollblut sofort nach der Blutabnahme 15 Min. mit 1 % PFA fixiert. S0 kennte ein etwaiger Thr-
Aktivierungszustand von Patienten erfalt werden, ohne daR es zu eiper Interferenz mit der
isolationsbedingten Aklivierung kam. Um die Aktivierbarkeit der Thr durch Thrombin, ADP usw. in
viiro zeigen zu kdénnen, wurden sofort nach der Blutabnahme fixierte Thr mit nach der Isotation
fixierten Thr im DFZ hinsichtlich itrer Aktivierungsmarker verglichen.

Zusatzlich wurden HLA Klasse | Antigene untersucht, die teils als integrale Memban-G#, teils jedoch
nur in adsorbierter Form an der Thr-Membran nachweisbar sind. Nach Behandlung mit Chloroquin bei
pH 5 (2 Stunden) oder mit Zitronensaure bei pH 3 (10 Minuten) kann die Antigenitit der HLA Klasse |
Antigene reduziert oder ausgefdscht werden, wahrend die “thrombozytenspezifischen” GP nahezu
unveréndert bleiben. Es konnte mithilfe von MAK, die mit der nativen schweren Kette der HLA Klasse
t Antigene, nicht jedoch nichi mit dem gesamten Heterodimer reagieren, gezeigt werden, da die
Chloroquin- oder Zitronensdurebehandlung hauptsédchiich zu einer Abspaltung des £~ Mikroglobuling
fithit, soda@ neue Epitope an der nativen schweren Kette des HLA Klasse | Molekiils fiir diese
Antikérper erkennbar werden. Diese Methodik des HLA-Anligen-"Strippings" kann zur Differenzierung
* von Alle- oder Autoantikérpem gegen HLA Klasse | Antigene bzw. thrombozytenspezifische Antigene
und auch therapeutisch bei alloimmunen Thrombozytopenien angewendet werden (Shanwell et al., Br
J Haematot (1991) 79: 462-465).

_37_

.
iy

Analysis of the chromosomal composition of micronuclei using
flow cytometry and fluorescence in situ hybridization (FISH)

*Michael Niisse and T Beate M. Miller

*GSF-Forschungszemrum fir Umwelt und Gesundheit, Institut fiir Biophysikalische
Strahlenforschung, AG Durchfluzytometrie

85758 Oberschleiflkeim

+PRPT, Preclinical Division, Pharma Research, Hoffmann La-Roche AG, Basel,

‘Switzerland

The chromosomal composition of micronuclei induced by the spindle damaging agent 2-
chiorobenzylidene malonitrile (the tear gas CS} and by ionizing radiation as a clastogenic
agent was studied in mouse NIH 3T3 cells. From a suspension of micronuclei and nuclei
micronuclel with specific DNA centents were sorted on glas slides and hybridized to a
murine centromere-specific gamma-satellite DNA probe. A clear correlation between DNA
content of micronuclei and number of centromeric hybzidization signals was obtained.
About 80% of CS-induced micronuclei with low DNA contents contained one hybridization
spot (indicating one chromosome or chromatid). With increasing DNA content of
micronucle, two. three or more centromeric hybridization signals were found indicating the
presence of several chromosomes per micronucleus. Radiation-induced micronuclei with

low DNA contents, however, did not show centromeric signals indicating their formation

from acentric chromosome fragments. Only a small fraction of micronuciei with higher
DNA contents (> 5% of Gl-phase nuclei) showed centromeric signals.

These results agreed well with results from theoretical calculations of micronucleus
distributions based on.data from in situ hybridization on micronuclei in fixed cells.

The DNA distribution of micronuciel can be measured quickly and easily using flow
cytometry giving information on possible mechanisms of action of chemicals. By sorting of
micronuciei from interesting regions and hybridizing them with specific DNA probes, the
chromosomal composition of micronuclei can be studied in detail,
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‘Ergebnisse des Ringversuchs 1993 zur Standardisierung der durchfluBzyto-
metrischen DNA-Messung. o

Friedrich J, Otto. ..
Factiklinik Hornheide, Experimentelle Tumorforschung, 48157 Minster

Der zweite gréBere Ringversuch zur Standardisierung der durchfluBzyto-
metrischen DNA-Messung, der im Januar 1993 durchgefihrt wurde, fand
wiederum eine erfreuliche Beteiiigung. 33 Labors hatten zugesagt und erhielten
die Proben zugesandt; 26 Labors fihrten die Messungen durch und schickten
auswertbare Daten zurick. Einige Labors setzten mehrere unterschiedliche
Farbemethoden ein. ' :

Die Proben bestanden aus tierischen und menschlichen Zellen und Zellkulturen,
die ohne irgendeine Vorbehandiung in Ethanol fixiart waren.

Die Auswertung ergab ein wenig befriedigendes Bild. Die MeBwerte und
abgeleiteten Daten zeigten eine ernebliche Streuung.

Die MeBgenauigkeit war in den verschiedenen Labors sehr unterschiedlich, Auch
bei Anwendung desselben Farbeverfahrens und Einsatz des gleichen MeBgerates
-ergab sich eine hohe Streuung der CV-Werte, insgesamt schnitt, wie bersits im
ersten Flingyersuch, die DAPI-Farbung in Kombination mit HBO-Lampe am besten
ab.

Die Bestimmung der. DNA-Indizes, die fir wenig kritisch angesehen wird, ergab
unerwartet groe Abweichungen. Die Ursachen dieser Aweichungen missen
gefunden und abgestellt werden, wenn. die Dl-Bestimmung zuverissig und die
Befunde vergleichbar sein sollen.

Bei der_Ermittlung der S-Phasen-Arteile, die bei 3 Proben durchgefiihrt wurde,
waren Schwankungen nicht unerwartet. Die Analyse der Ergebnisse deutet darauf
hin, daB systematische Fehler vorkommen, dis weniger von der Auswerte-
Software als vom Auswerter abhangen.

Angesichts dieser Resultate ist die Notwendigkeit offensichtlich, weitere
Anstrengungen zur Standardisierung der Methode zu unternehmen, um die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse und Sicherheit der Aussagen zu gewishrleisten.
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THE IMPACT OF BIOIMAGING TECHNIQUES IN QUALITATIVE CYTCLOGY
J.5.Ploem, University of Leiden, The Netherlands

Image cytometf?“ Q§s developed significantly in the last

‘decade.- The main féa§ons for this ~development are: (1) The

development of powefﬁgl personal computers at an affordable
price. (2) The construction of auwtomated microscopes. (3)
The availability of CCD cameras with large arrays composed of

.very small elements, : providing - the capacity of integratiecn

with time of relatively weak fluorescence signals. {4} The
possibilities created by mathematical merpholegy and other
image analysis algorithms to recognize cells and. subcellular

structures {e.g. chromosomes) and eliminate artifacts.
Relatively complicated images can be analyvzed in this way in
an actomated fashion. Using mathematical morphology

algorithms, the selection of cells to be measured - in the
sample is very efficient. As a result the speed of automated
cytonmetry has - increased significantly in the last years and
cften hundreds of cells can be measured within a minute.

Modern automated microscopy in combination with high
resolution CCD cameras enable the analysis of microscopic
fields at relatively . low magnification, contributing to
sufficient light intensity for many fluorescence applications.

. The use of automatic shutters in the illuminating light path

avoids further fading of flucrescence after the image has been
stored in computer memory. Using computer driven motors for
movement in +the Z direction of +the microscope enables
automated focusing of both absorbance and fluorescence
images. Special micrescopes have been developed for image
cytometry. Without changirg the objective they provide a low
and a high magnification channel, each provided with a CCD

. camera. -In some instruments the microscopic image can be

switched under computer control from a black and white camera
to a colour camera. This permits the additicn of coclour
analysis in cytometry. Instruments permitting autofocusing
through movement of the objective in stead of movement of the
relatively heavy microscope stage are now commercially
availabile. Interestingly, image cytometry has led to the
development of the first types cof microscopes that are fully
automated through the use of a personal computer. The present
development of the multimedia PC will further contribute to
image cytometry.

‘Inn several areas of biomedical research this has lead to
significant progress in  image analysis. In chromcsome
aralysis the detection of low intensity fluorescence signals
with very sensitive CCD cameras has facilitated the analysis
of IN SITU ' hybridisation signals in several colours. This
facilitates +the . analysis of chromosome  abnormalities in
interphase nucleil of cancer cells (interphase cytogenetics).
In cytelogy and haematology, image cytometry has shown to be a
powerful tool in rare event detection. Since the images of all
detected objects can be stored in an image memory and inspected
later, +the verification that a detected object is really the

cell one wanted to find and not an artifact, is readily
possible. For cytochemical and metabolic stuodies image-
cytometry is increasingly used. Cellular processes can be

studied by storing the images at certain time intervals for later
analysis.




CELLULAR MECHANISMS -FOR THE PRCMOTION OF THE ATHEROS(fLEROTIC
LESION BY LP(A) ' '
G. Rotﬁe‘ E. Kovacs, H. Ullrich, J. Hankowitz, W. Drobnik, |. Prokovski*, G.. Schmitz.

Institut far Klinische Chemie, Zentrallaboratorium und Blutbank, Klinikum der Univer-
sitat Regensburg, D-83042 Regensburg, *Akademie der Wissenschaften, Moskau

Increased plasma levels of Lp{a) are a major and independent risk factor for the de-
velopment of atherosclerosis. The cellular mechanism of the promotion of the athe-
roscleratic lesion by Lp(a), which chemically resembles a muitiple repetitive structure
of the plasminogen kringle 4-like domain, is still unclear. Potential Lp(a) effects
could be based on the promotion of the inflammatory destruction of the endothelium
by mononuclear phagocytes or on smooth muscie cell proliferation in the subendo-
thelial space. Therefore, in this siudy Lp(a) effects on the expression of adhesion
antigens and complement regulatory proteins and the production and release of
reactive oxidants and lysosomal proteases by mononuclear phagocytes and on
smooth muscle cell {(SMC) proliferation were studied by flow cytometry. Lp(a) was
isolated from a patient during sevial therapeutic selective immunoadsorption with an
isclated increase of Lp(a) (Chol. 140 mg/dl, TG 125 mg/d, Lp{a) mg/di) and a history
of early myocardial infarction. In vitro, L.p(a) above 10 pg/ml enhanced the oxidative
burst of monoeytes and induced cellular atkalinization. During 7 d culture of mono-
cytes Lp(a) at 50 pg/ml induced an increased expression of CD16, CD4, HLA-DR
and integrins (CD11a, CD18) suggesting cellular activation. Sirmnultaneously, an in-
creased expression of compiement regulatory proteins (CD35, CD46, CD55, CDh59),
an increased oxidative burst activity and an increased lysosomal cathepsin B activity
suggested an inflammatory phenotype, Additionally, as compared to LDL, Lp(a)
above 10 ug/ml was able to shift synchronized smooth muscle cells from a resting
(Gp/G1-phase) into a proliferating state (S-phase). An in vivo role of Lp(a) in mono-
cyte activation was shown in the serial study of the patient with an isolated increase
of Lp(a). In this study an initially high oxidative burst response of monocytes 2.8-fold
above controls decreased to a low responise with a time lag of 4 d in 3 cycles of se-
lective therapeutic Lp(a) immunadsorption. A decrease of lysosomal cathepsin B/L
activity was observed in paraflel. During the regular immunoadsorption the diene
content of the eluated Lp(a) decreased wpon treatment with a simultaneous de-
crease of its biological activity. Our results suggest that Lp(a) through its action on
the release .of inflammatory mediators by mononuclear phagocytes and smooth
muscle cell profiferation may be an important mediator in the development and pro-
gress of the atherosclerotic lesion, '
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DNA-Zytometrie und Morphometrie am zytologischen Abstrich als Grundlage einer
individualisierten Therapieplanung, '

M. Ruhnke, A, Coumbos, E?.‘E-'Isl‘;}xfrricht und W. Kithn
Frauenklinik im Kiinikum Steglitz der FU Berlin
Hindenburgdamm 30 12200 Berlin

In der Praneoplasiesprechstunde der Universititsfrauenklinik Steglitz werden Patientinnen mit
suffilligen Cervix- oder Vulvabefunden betreut. Zytologische Abstriche dieser Patientinnen
wurden mit einer computerassistierten Bildanalyse (CAS 200, Becton Dickinson) auf den
DNA-Gehalt und morphometrische Kriterien ihrer Zellkerne untersucht. In jedem nach
Feulgen gefiirbten Abstrich wurden 100 Zellen vermessen. Als morphometrische Kriterien
wurden Kernfliche, Formfaktor, Blobness und Entropie bestimmt. Bei der Auswertung der
DNA-Hjst;:)gramme wurden folgende Gruppen gebildet: diploid, suspekt, triploid, tetraploid,
aneupleid und aneuploid/polyploid. Die klinische Einteilung orientierte sich am Pap-Befund
und am kolposkopischen Bild. g

Bei wnauffilligen Pap-Befunden (Pap I und IT) lieBen sich in 9% der Falle tetraploide Zellen
nachweisen. Alle anderen Abstriche waren diploid oder suspekt. bei hohergradigen Pap-
Befunden steigt die Anzahl tetraploider und aneuploider bzw, aneuploid/polyploider Zellen.
Beim Pap IIT waren 32% tetraploid, weitere 32% aneuploid/polyploid und 12% aneuploid,
Bei Pap IIID waren 22% tetraploid, 28% aneuploid/polyploid und 14% aneuploid. Beim Pap
TV waren 8% tetraploid, 67% aneuploid/polyploid und 21% aneuploid. Beim Pap IV {n=5)
fanden sich ausschlieBlich aneuploid/polyploide Abstriche.

Bei der Auswertung der Kernmorphologie kommt der Kernflache die grofte Bedeutung zu.
Formfaktor, Blobness und Entropie zeigen eine geringere Trennschirfe. Mit der Analyse
groferer Fallzahlen sollte auch fiir diese Kriterien eine low-risk von einer high-risk Gruppe zu
differenzieren sein.

Besonders in der Pap INID-Gruppe kénnen aus den DNA-Analysen therapeutische Schltisse
gezogen werden, So werden Patientinnen mit einem low-risk DNA-Histogramm nicht mehr
konisiert sondern engmaschig kontrolliert bzw. organschoned laservaporisiert. Patientinnen
mit high-risk DNA-Profil ohne Tendenz zur Rickbildung werden frahzeitig mit
Laservaporisation saniert. Die Einbeziehung weiterer objektiver Kriterien bei der Beurteilung
zytologischer Abstriche kann ein overtreatment verhindern und eine individualisierte Therapie
ermoglichen, - - o h
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p53 Gén-Ve-raenderungex.l nnd genetische Instahilitaet von Har_nhlaéenkarzinbmen:
Untersachung mitttels Flow Cytometrie und Flooreszenz in sitn Hybridisiernng

LN

G. Sauter!, H. Moch!, R. Albrecht!. F. Gudat!, M.J. Mihatschl, T, MeeckerZ,
F. Waldman? T - o

Hnstitut fuer Pathologie, Universitaet Basel, Schweiz
2Division of Molecular Cytometry, University of California, San Francisco, USA

Dem p33 Tumorsuppressorgen wird heute eine Schluesselrolle in der Tumorbiologie
zugeschrieben. In vitro fuchrt ein p33 Funktionsausfall zu einer vermehrien genetischen
Instabilitaet und damit zu Gen-Amplifikation und Aneuploidie. Ziel dieser Studie ist es,
den Zusammenhang zwischen p53 Gen-Veraenderungen und Parametem fuer genetischen
Instabilitaet an Hamblasenkarzinomen in vivo zu untersuchen, . : ‘

141 formalinfixierte' Harnblasenkarzinome wurden untersucht, Mit dem moncklonalen
Antikoerper CM1 wurde p53 Protein Ueberexpression nachgewiesen, Kernsuspensionen
(50pm Schritte, Hedley-Technik) wurden fuer Flow Cytometrie (FACScan, Multicycle)
und Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) verwendet. Der Nachweis von Gen-
Amptifikationen und Deletionen erfolgte durch Doppelmarkierungen mit jeweils einer
DNS-Probe fuer das interessierende Gen und fuer die Zentromerregion des
entsprechenden Chromosoms. 50-100 Zellen wurden pro Tumor ausgezaehlt, Die
folgenden DNS-Proben wurden verwendet: p7alphaTET (Zentromer 7). pLCA11
(Zentromer 11), pl7H8 (Zentromer 17}, erbB-2 (17q21), p53 (17p13.1) und bel-1
(11q12). p53 Laesionen wurde in 3 Gruppen eingeteilt: keine Laesion (keine p53 Protein
Expression und keine [7p Deletion), partielle Laesion (p53 Protein Expression oder I7p
Deletion) und komplette Laesion (p53 Protein Expression und {7p Deletion).
Entsprechend dem DNS Histogramm wurden die Tumoren eingeteilt in diploid (DI = 1),
peridiploid (DI > 1, < 1.15) und aneuploid (DI >1.15). Polysomie fuer ein Chromosom
wurde definiert als durchschnittliche Zentromer Anzahl pro Zellkern > 2.3.

Von 141 tumaoren zeigten 41 keine, 62 eine partieile und 38 eine totate p53 Laesion.
Dabei war ein deutlicher Zusammenhang zwischen P53 Laesionen und dem Vorkommen
vou Aneuploidie (p<0.0001) sowie Polysomien der Chrornosomen 7 (p=0.0023) und 17
(p<0.0001} gegeben. Tumoren ohne P53 Laesion zeigten vergleichsweise selten eine
Aneuploidie (10 von 38), eine Polysomie 7 (11/25) oder eine Polysomie 17 (13/41).
Aneuploidie (32/59), Polysomie 7 (29/46) und Polysoaiie 17 (32/59) waren haeufiger in
Tumoren mit partieller Laesion. Tumoren mit kompletter p53 Laesion wiesen klar am
haeufigsten quantitative DNS Veraenderungen auf: Aneuploidie (33/38), Polysomie 7
(28/32), Potysomie 17 (35/38}. Kein klarer Zusammenharg {and sich zwischen p53
Laesionen und dem Vorkonumen von bel-1 und erbB-2 Amplifikationen.

Unsere Befunde sind vereinbar mit einer Schluesselrolle des p53 Gens fuer genetische .. :
Stabilitaet von Hamblasentumoren in vive und illustrieren den postulierten additiven
Effekt von 17p Deletion und p53 Protein Ueberexpression.

W T
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ISOLATION OF <FOLLICULAR DENDRITIC. CELLS (FDC) ‘FROM HIV-1
NEGATIVE AND i'és‘,t\TIVE LYMPHATIC TISSUE BY MACS OR FACS
g - -
J. schmitzl(3, F.T. Hufert?, J. van Lunzen3, S. Petrasch?, p.
Racz®, H. Schmitzl, M. Dietriech3, and X.. Tenner-Racz® -

Departments. of Virologyl ana Pathr::lcu.j;y5 and Clinical Medicine
Section3, Bernhard Nocht Institute, Hamburg, 'Gemany;
Division of 1Internal Medicine?, Knappschatftskrankenhaus,
Ruhruniversitét Bochum, Germany; Institute for Medical
Hicrobiolégy and Hygienez, Freiburg, Germany; Department of
Hematology®, Allgemeines Krankenhaus St. Georg, Hamburg,
Germany. : o

The objetive was to achieve a high enrichment of FDC from
HIV-1 negative (tonsils) and positive (lymph nodes, CDC -stage
II/III) 1lymphatic tissue for further investigations by
immunchistochemistry, electron microscopy, in situ hybri-
dization and nested polymerase chain reaction ( PCR). ’
After mechanic and enzymatic disruption, FDC were pre-
enriched by discontinuous density gradient centrifugation.
Thus, FDC from tonsils were enriched between 8% to 15% and
FDC from lymph nodes between 1% to 3%. Further purification
of FDC from tonsils by MACS yielded a mean purity of 78.4%
and a mean total cellcount of 7.1 x 105 cells. The cells
appeared morphologically intact by immunohistochemistry and
electron microscopy. Enrichment. of FDC from lymph nodes by
MACS yielded in a mean purity of 25% and total cell counts up
to 3.0 x 10%° cells were achieved. High amounts of HIV-1
particles and HIV-1 RNA could be demonstrated on the
dendritic extensions. of FbC. Intracytoplasmatic virug
particles or budding were not seen. Positive staining for
HIV-1 RNA was detected only on the surface of FDC, but not
over the cytoplasm. FACS purification of FDC yielded a purity
of over 93% with total cell counts between .3.0. x 10% to 6.0 x.
104 cells. Limiting dilution assays . of these FDC showed no
integration of proviral DNa by nested PCR, except for one
cell fraction. We believe that FDC retain high amounts of
HIV-1 'immun-c'omp_lexes on their surface, but are not pro-
ductively infected during asymptomatic HIV-1 infection. The
proviral load of FACS purified T helper cells obtained from
lymph nodes showed a 5 to 150 times higher rate of infection
compared to-peripheral blood T helper cells. ° wo '
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Differenzierung und Expression von prol1ferat10nsassuzuerten Antigenen
bei HL-60-Zellen nach Bestrahlung

W
A. Sendler*‘*, M. Lindinger®, W. Kaffenberger* und D. van Beuningen®

*Chirurgische Klinik und Poliklinik der TU Miinchen, Kiinikum "rechts der
Isar™, 81675 Miinchen

Institut fir Radiobiologie, Akademie des Sanitits— und Gesundheltswesens
der Bundeswehr, 80901 Munchen L

Die HL-60-Zellinie, eine humane Promyelocytenleukimie, wurde bestrahlt und
mit 1.25% DMSO (Dimethylsulfoxid} zur granulbzytéix_'en Differenzierung in-
duziert. BPas Proliferationsverhalten der Zellen wurde iiber das Zell~
wachstum, mit Klenierungstesten und dem BrdUrd/DNA-Assay untersucht, das
Differenzierungsverhalten durch die durchfluBzytometrische Bestimmung. der
Expression von PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) und des Ki-67-
Antigens dargestellt. Dazu wurde die Expression von PCNA im Verlauf dés
Zelliyklus untersucht.

Diezes HLT—SO—Modell ist charakterisiert- durch eine szunehmende Differen-
zierung bei abnehnemender Proliferation. Die untersuchte Zellinie ist sehr
strahlensensibel. Das Zellwachstum nimmt nach Induktion ab und erreicht
nach 5 Tagen ein. Plateau; Bestrahlung und Induktion verringern das Zell-
wachstum additiv. Der BrdUrd/DNA-Assay zeigt, daf der Gg-Block nach
Bestrahlung unterschiedlich exprimiert wird. Nicht induzierte Zellen ver-
harren nach 1 Gy 26 5td. im Gg-Block, induzierte nur 12 h. Die Expression
des PCNA-Antigens wird bei nicht in.duzierten Zellen erst beim Erreichen
der .stationdren Wachstumsphase (8 Tage} vermindert; es zeigt sich kein
Strahleneffekt. Nach Induktion verlieren die Zellen ab dem 3. Kulturtag
die Fdhigkeit, PCNA zu exprimieren; dieses wird durch Bestrahiung deutlich
beschleunigt [46% vs. 3% (Kontrolle) PCNA~negative Zellen am Tag 2]. Nicht
induzierte, bestrahlte Zellen zeigen in der spiten S-Phase eine hShere
PCNA—Expressi.ondichte als unbestrahlte. Dieser Effekt wird bei induzierten
HL-60-Zellen nicht beobachtet, die Expressionsdichte der frithen $-Phase
befindet jedoch bereits auf einem hiherem Niveau. _ '

In dieser Zellinie beeinfluBt Bestrahlung sehr friih die Differenzierungs-_
prozesse. -0b der strahleninduzierte Verlust des DCNA filr Proliferation
und/oder Reparaturvorginge entscheidend ist, muf welterhm untersucht wer—
den, Dj.e Zellzyklus~ und mduktmnsahhanglge Expressmn von -PCHA - wird
diskutiert. Die Ergebnisse der PCNA- und Kji-67- -Expression - werder mitein-

ander verglichen.

Rl
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DIFFERENT[AL EXPRESSION OF CELL SURFACE MARKERS OF
CD36 dim+ AND brlghtﬂgATURAL KILLER CELL SUBPOPULATIONS IN
THE PER[PHERAL BLOOD -

Peter Secllma],rr1 Libuse Tomkoval, Gottfx_‘led Dohr2 Mamnl
‘Wilders- Truschmg1 S

Dept of Interna] Mec.hcun:1 and Institute of Hlstology and:

. Embryology?2,
_ Karl-Franzens-University .Graz, Austria

Evidence has been presented previously that natural killer (NK) cells
characterized by different surface densities of CD56 and CD16 resp. do
not represent different functional stages: but  rather - distinct
subpopulations, which differ in terms of proliferative- capacity in
response to I-2, and of secretion of IFNy. Enriching fresh human
peripheral blood NK cells from nylon wool-nonadherent PBMNC by
negative selection with anti-CD3-coupled microparticles and magnetic
cell sorting (MACS), we compared surface markers of unstimulated
CD56 dim+ and CD56 bright+ NK cells, the latter comprising about 10%
of total peripheral blood CD3-CD56+ NK cells..In contrast to CD56 dim+
cells, CD56 bright+ were positive for CD55 (decay-accelerating factor,
DAF), BLA-DR, the spermium antigen GZS-1 and brighter in respect to
Ch2, CD44 and CD7. On the other hand, they were negative in respect
to CD69 and CD57. CD56 bright+ and dim+ cells showed a - bimodal
distribution in respect -to (CD8. These- results support thé notion -that
CD56 bright+ NK cells, according . to. their different :marker profile, may:
possess different functional and biodistribution properties than the
majority of peripheral blood NK cells. According to our results,
negative selection for CD53- cells, as was proposed as a means for
isolating fresh NK cells, should enrich:for-€D56.dim+:cells only: and:.-
lose CD56 bright+ opes, this way skewing. the distribution. of - NK
subsets encountered in the peripheral blood S :

.Supported by the Fonds zur _Férderung ler -wissenschaftlichen
Forschung, grant # P8736-MED. :
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Die zytochemische Bestimmung der Aktivitat von
NAD(P)H-Oxidoreduktasen mit dem FluB-Zytometer

E. Severin und E. Seidler

Lnstlitut fu: Strahlen‘biofogie der Universitit Miinster, Hittorfsir.17 und
Institu fiir Anatomie der Humboldt-Universitit. Berlin, Philippstr.12

Die NAD(P)H-Oxidoreduktasen sind eine biochemisch uneinheitiiche Gruppe von
Enzymen, weiche die Nucleotide NADH und NADPH als Subsirate oxidieren und
die Elektronen auf verschiedene Akzeptoren iiberiragen. z.B. auf das Ubichinon.
oder auf Zeligifte und freie Radikale, die dadurch ungiftig werden. oder auf
Zytostatika. 2.B. auf Mitomycin C und Adriablastin. die erst dadurch aktiviert
werden. Deshalb. konnte deren Bestimmung fiir die Klinik eine wichtige Rolle
spielen. )

Einige dieser Enzyme werden neverdings intensiv untersucht, =.B. die NADPH-
Dehvdrogenase. Sie ist identisch miz der Respiratory-Burst-Oxidase der Phagozyien
und mit der NO-Synthase der Endothel- und Nervenzelten. ’

Die histochemische Bestimmuns einzelner Vertreter dieser Gruppe mit nicht-
immunologischeit Methoden. z.B. mit der Tetrazoliumsaiz-Technik, ist niche mig-
lich, weil steis die anderen Vertreter der Gruppe partiell mitreagieren und weil
der Indikator -auch nicht-enzymatisch vom Subserat NAD(P)H bereits chemisch
reduziert wird. Darum wurde die Gesamtakiivitit der NADH- und NADPH-Oxido-
reduktasen mit. Hilfe des "Indirekien toppiungsvertahrens” gemessen: Auf dem
Wege einer normalen Dehydrogenase-Reaktion werden reduzierte Nucleotide
wihrend der lnkubation von den Zellen erzeugt. indem NAD oder NADP zusam-
men mit einem Subsirat fiir ein NAD(P)-abhingiges Enzym, wie 2.B, fiir LDH
bzw. G6PDH, dem Medium zugesetzt werden Die reduzierten Nucleotide dienen
in einer Folgereaktion den NADH- bzw., NADPH-Oxidoreduktasen als Substrat,
und wir erhalten deren spezifische Aktivitdt allein, wenn durch Kontrollreakrionen
bewiesen ist, daB die zellulire NAD(P)H-Oxidation die geschwindigkeits-
bestimmende Reaktion ist. :

Mit Hilfe des Tetrazolinmsalzes CTC wurden nach dém skizzierten Verfahren
die Akuivitdten der NAD{P)H-Oxidoreduktasen in Aszitesmumeren und kuitivierten
Zellen von Magen-Darm-Tumoren flulzytometrisch Zelle fiir Zelle gemessen.

Tabelle der wichtigsten NAD(P)H-Oxidoreduktasen

EC 1.6.99.1 NADPH-Dehydrogenase

EC 1.6.99.2 NADXP)H-Dehydrogenase (Chinonj

EC 1.6.99.3 NADH-Dehydrogenase :

EC 1.6.99.5 NADH-Dehydrogenase (Chinon)

EC 1.6.24 NADPH-Ferrihaemoprotein-Reduktase

EC 1625 NADPH-Cytochrom-Cz—Rcduktasc

EC 1.6.5.3 NADH-Dehydrogenase (Ubichinon) -

oo
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CD4-ELISA: A METHOD FOR DETERMINING CD4"-CELLS AND A POSSIBLE
BENEFIT FOR LABORATORY QUALITY ASSURANCE PROGRAMMES.
- g -

am

- - :
Sommer, L.} Bauer, R.": vén:Ruacker, A

Institut fir Klinische Biochemie® and the Klinik fir Hautkrankheiten',
University of Bonn

The determination of absolute CD4-T-lymphocyte counts by flow cytometry has several draw-
backs, Most important is the fact that it usually requires results from three analytical
procedures involving different instruments and techniques: 1) the white blood cell count, 2)
the differential count to determine the percentage of lymphocytes, and 3) lmmunophenotyping
to detect the CD4 positive T-lymphocytes. Recent external quality assessment trials in
Germany!! have shown that the sum of erTors is significant. The coefficient of variation (CV)
in the case of CD4-T-lymphocytes was 20-24 %, the maximum and minimum values varied by
270- 340%. Similar observations have been made in other countries™. On the basis of such
findings, it seems doubtful whether reliable clinical care can be given to e.g. HIV patients,
where treatment relies on correct CD4 *-T-lymphocyte counts.

A CD4-ELISA which measures CD4 surface molecules in suspension after lysing of cells may
help avoid the indicated drawbacks, providing CD4 surface molecules are expressed in a
constant manner on CD4-T-cells and the amount of CD4 surface molecules on other cells (e.g.
monocytes) or soluble CD4 in plasma can be safely ignored. This point is controversial. Qur
results with n=109 patients show that the overall correlation between flow cytometric CD4-T-
lymphocyte counts from two separate laboratories and CD4-ELISA (TRAX™) enumeration
data is satisfactory, Coefficients of correlation ranged from 0.82 to 0.95 depending not so
much on the flow cytometer and monoclonal antibodies used in comparison, but on individual
laboratory enumeration schemes used in flow cytometry.

Low CD4-T-lymphocyte counts (< 500/u1) observed in HIV patients were associated with only
a mipor decrease (approx. 4%) in specific CD4-immunofluorescence per cell using flow
cytometric data. Also according to flow cytometry, major errors made by the CD4-ELISA in
HIV patients were due to a) monocytes which are CD4" ;. -cells (average error observed:
20%, range 2-85%), b) CD4* ;; /CD8*-T-lymphocytes which play an important role in HIV
patients with e.g. lymphoma and EBV infections® (average error observed: 3%, range 0-
52%), and ¢} soluble CD4 molecules in plasma (average error: 11%, range 0-97%). The aver-
age errors increase 1.5-2-fold in HIV patients with low CD4*-T-lymphocyte counts { < 500
cells/ul). Coefficients of correlation between the CD4-ELISA and CD4-T-fymphocytes in flow
cytometric data improve to £.85-0.97 if CD4-ELISA data is corrected by the monocyte count
(approx. 9 monocytes are equivalent to 1 true CD4-T-lymphocyte).

In conclusion, we find the use of a CD4-ELISA kit to monitor CDM47 —cells in HIV patients
comparable to flow cytometric methods, but no less problematic. The CD4-ELISA seems to
be a sufficient means for monitoring CD4* -cells in specific non-flow-cytometric settings (e.g.
rural regions, developing countries). Sophisticated HIV monitoring centers will probably stick
1o more complex monitoring panels. For such centers, the CD4-ELISA may nevertheless be
an attractive method for intra-/interlaboratory quality control programmes, if monocytes,
CD47 5 /CD8*-T-lymphocytes and soluble CD4 in plasma are taken irito account,

' von Ruecker, A. et al. Klin.Lab. 39: 321-328 (1993)

4 Strauss, K.W. World-wide survey of QC/QA schemes for immunophenotyping, Becton Dickinson, 1993
¥ Ortetani, C. et al. Bischern.Biophys.Res.Commun. 193:601-609 (1993) -
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In vitro Untersuchungen zum Fluoreszenzverhalten des
endogenen Photosensibilisators Protoporphyrin IX zur
Diagnostik und Therapie des Harnblasenkarzinoms

P. Steinbach!, R, Baumgartmer2, M. Kriegmair2 F. Hofstadter!,
A. Hofstetter2, R. Kniichell

Hnstitut fiir Pathologie der Universitat Regensburg, )-93042 Regensburg
2Urologische Klinik und Poliklinik der Universitat Miinchen, D-81366 Miinchen

Die Produktion des endogenen Photosensibilisators Protoporphyrin IX (PP IX)
kann durch Gabe von 3-delta-Aminoldvulinsdure (ALA) in vivo und in vitro
stimuliert werden. Die Moglichkeit einer topischen Applikation 1iBt diese Sub-
stanz zur Therapie und Fluoreszenzdiagnostik bei Tumoren und flachen Lisicnen
der Hamnblase interessant erscheinen. Fluoreszenzanalysen an Biopsien von mit
ALA behandelten Patienten zeigen eine deutliche PP IX- Fluoreszenz unter-
schiedlicher Intensitiat sowohi an histologisch normal erscheinendem Urothel als
auch an benignen und malignen Verénderungen. Eine Quantifizierung der Fluo-
reszenzintensitit im Hinblick auf eine Korrelation mit dem histologischen Befund
ist an Biopsiematerial nur schwer durchfilhrbar, wire aber gerade fiir eine
klinische Anwendung in Diagnostik und Therapie als auch fiir das biologische
Verstindnis der Wirksamkeit einer photodynamischen RBehandlung mit
endogenen Porphyrinen von groBer Bedeutung. Die vorliegende Studie befaBt
sich daher mit einer quantitativen Analyse ALA induzierter PP [X- Fluoreszenz
an wunterschiedlich differenzierten Hamblasenkarzinomzellinien in zwei- und drei-
dimensionaler Zellkultur, Zur Fluoreszenzanalyse intakter drei-dimensionaler
Zellkulturen (multizellulire Tumorzellsphiroide, MCTS) wurde ein konfokales
Laserrastermikroskop mit einem Krypton-Laser mit einer Emissionswellenlinge
von 406.7 nm ausgeriistet, die dem Hauptanregungsmaximum von PP IX
entspricht. Zur durchfluBzytometrischen Untersuchung an einem FACStar-Gerit
mit UV-Anregung wurden die MCTS nach Inkubation in ALA- haltigem Medium
in Einzelzellen zerlegt bzw. Zellen in Monolayerkultur mit ALA-Losung versetzt.
Der Umsatz von ALA zu PP IX fithrt iiber. einen Zeitraum von 8h zu einer
linearen Zunahme der PP IX Fluoreszenzintensitit. Die Linearitit der Zunahme
ist in cinem Konzentrationsbereich vor 30 bis 60pg/ml unabhingig von der
mitialen ALA-Konzentration. Die weitere inkubation in ALA-freiem Medium
fiihrt hingegen bereits nach zwei Stunden zu einer signifikanten Abnahme der PP
IX Fluoreszenz. Die Fluoreszeénzintensitit wird daritber hinaus mit dem
Differenzierungsgrad der unterschiedlichen Hamblasenkarzinomzellinien sowie
normalen humanen Fibroblasten verglichen.

e

I'V=bildanalytische Quantifizierung. der mittels Ki-67 begtimmten
Proliferationsfraktion in benignen und malignen Lisionen der Prostata

Striepecke, E., Handt, Wé”i‘fi;iqriefingholt, H.; Bdcking, A.

Institut fiir Pathologie, Medizinische Fakultdt der Rheinisch-Westfilischen
Technischen Hechachule Aachen.

In 10 formalinfixierten Prostatektomiepriparaten mit Prostatakarzinom des
Stadiums pT3 NX MX wurde jewails an vier Paraffinschnitten. aus unterschied-
lichen Tumor- und BPH-Rrealen Ki-67-Antigen nachgewiegen. Als immunhisto-
chemische Methode verwendeten wir die indirekte Immunperoxidase-Technik mit
dem moncklonalen Antikéirper MIBl (DIANOVA) und Diaminobenzidin als Chromo=-
‘gen. Die anschliefende Auswertung erfolgte gquantitativ mit Hilfe des V-
Bildanalysesystems MIAMED (LEICA). Das Programm “Receptor Analysis™ steuert
neben der MeBroutine einen. Filterwschsler. Dabei wird ein Rotfilter {623nm
%+ 5nm) zur Detektion der Methylgriin-gegengefirbten Zallkerne, ein Griinfil-
ter (550nm % 10nm) zur Detektion der DAB-positiven Zellkerne verwendet.

In jedem Schnitt wurden nach Zufallskriterien 100 Gesichtstelder mit =z.T.
unterschiedlich differemzierten Adenckarzinomanteilen und 70 Geaichtefelder
mit stremalen und epithelialen Anteilen der BEH ausgewertet. Die histologi-
sche Gradierung erfolgte nach Bdcking et al, (1982)., Es ergaben sich fol-
gende mittlere und mittlere maximale Preliferationsfraktionen {PRF}:

Mittlere PRF Hittlere maximale PRF
Epitheliale Anteile der BPH -
{n=27}): 0.61% + 0.34% 3.7% £ 2.13% b
Stromale Anteile der BPH
{n=29): T 0.47% t 0.36% 3.6% % 2,29%
Gut differenziertes Adeno-~ ’
karzinom {n=3): 1.76% £ 0.3% 11.1% + 2.76%
Wem‘.f differenziertes Adano-
karzinem {n=16): 2.13% + 1.03% 10.81 + 7.63%
Kribriformes Adenokarzinom
(n=10)= : ’ 3.48% + 0.87% 16.41 + 6.47%
Solides Adenckarzinom (n=1): 2.81% i1.3% )

Die Unterachiede in der mittleren und maximalen Ki-67 PRF zwischen benignen
und malignen Prostataanteilen waren statistisch signifikant {Wilcoxon, p s
0.0001). Innerhalb der verschiedenen Differenzierungagrade des Prostatakar—
zinoms erwies sich der Unterschied zwischen wenig differenziertem und kri-
briformem Adenckarzimen als statistisch signifikant (Wilcoxon, p < 0.01).
Aufgrund: der geringen Anzahl von Becbachtungen in den Gruppen des gut
differenzierten und goliden Karzinoms war eine statistische Rhusw-rtung lei-
der nicht miéiglich. ’ :

Diese signifikanten Ergebnisse konnten wir auifgrund einer guten Uberein-
stimmung der MeBwerte innerhalb gleichdifferenzierter Karzinomanteile fin-
den.

Allerdings- ist. die Heterogenitit der Verteilung von Ki-67-Antigen in den
venignen und malignen Anteilen der Prostata so groB, daBl selbst nach Mes-
sung von 100 Gesichtsfeldern das 95% Konfidenzintervall im Mittel noch 20%
der mittleren PRF betrigt. Senkt man die Zahl der duagewerteten Gesichts-
felder auf 50 bzw. 30, steigt das 95% Konfidenzintervall um 10 bzw, 8%.

Zusammenfassend konnten wir demonstrieren, daB die angewandte Methodenkom-
bination plausible Brgebnisse liefert. Zur Erzielung repriésentativer Ergeb-~
nisse ist allerdings eine groBe Anzahl. von Messungen erforderlich.




- 50 -

Beziehungen zwischen Hormonrezeptorstatus, DNA-Ploidie und
: 8-Phase-Fraktion beim Mammakarzinom

R. Strohmeier, A. Vering, W. Schréder, C. Ruppert, K. Engels,
S, Pilz, H.G. Bender e

Universitﬁts-Frauénklinik, Gyndkologie und gyndkol., Onkologie,
Theodor-Stern~Kai 7, 60596 Frankfurt am Main .. .

Der Steroidhormon-Rezeptorstatus und durchfluBzytometrisch
gewonnene Grifen aus DNA-Analysen sind - zusdtzlich zu
Lymphknotenstatus und Tumorgrifie - vielversprechende, vom
histologischen Malignititsgrad unabh&ngige, Prognosefaktoren
beim Mammakarzinom. . '

An 86 Memmakarzinomen wurden nach histeclogischer
Tumorbestdtigung an kryokonserviertem Material
durchfluBzytometrische DNA-Analysen und biochemische Ostrogen-
und Progesteron-Rezeptor-Bestimmungen durchgefiihrt.

62,8 ¥ der Tumoren waren Ustrogen-Rezeptor (ER)-positiv und
54,7 % sowohl ER als auch Progesteron-Rezeptor (PR)-positiv.
Von den 32,5 % als diploid {DNA-Index <1,1) eingestuften
Tumoren, waren 75 ¥ ER-positiv und 61 % PR-positiv. Diese
Gruppe zeigte auch den héchsten Hormonrezeptorgehalt in den
Tumoren mit niedriger S-Phasen-Fraktion {SPF). Der Anteil ER-
positiver Tumoren war unter den aneuploiden deutlich geringer
{57 %). :

Die SPF war bei 83 % der Tumoren bestimmbar. Eine geringe SPF
(<5%) hatten 18 % und ein hohe SPF (>9%) hatten 52 % aller
Tumoren. Beil den aneuploiden Tumoren bestand eine negastive
Korrelation zwischen dem Alter der Patientin und der Héhe der
SPF (p = 0,002). Eine positive Korrelation bestand zwischen
SPF und Ploidie (p = 0,002), sowie zwischen SPF und DNA-Index
{p = 0,0003). :

Bei den diploiden Tumoren ven Patientinnen unter 50 Jahren
waren die ER-Werte 3 mal so hoch wie in aneuploiden Tumoren.
Die PR-Werte waren in diploiden Tumoren dieser Altersgruppe
doppelt so hoch wie in aneuploiden Proben. Bei den Tumoren der
Patientinnen iiber 50 Jahren waren kaum Unterschiede im PR-
Gehalt zwischen diploiden und aneuploiden festzustellen, die
ER-Werte lagen bei den aneuploiden um ca. 20 % hther.

Diese Ergebnisse zeigen, daB sowohl ER-Gehalt als auch PR-
Gehalt mit der Ploidie und der HShe der SPF in Zusammenhang
stehen. Moglicherweise lassen diese Parameter auf den Grad der
funktionellen Differenzierung des Tumors schlieBen.
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Kopf-Aktivator induzierte Signal-
transduktion bei Sdugerzellen

ZMNH, Zentrum flr Molekulare Neurobiologie, UKE, Martinistr.52,
20248 Hamburg.

Der Kopf-Aktivator (KA} ist ein aus dem SiBwasserpolyp Hydra spec.
isoliertes Oligopeptid. Er stimuliert in Hydra Zellproliferation und induziert
Zelldifferenzierung (H.C.Schaller, Fortschritte der Zoologie 26:153, 1981). KA
wurde auch im Serum von Sdugern nachgewiesen und liegt dort in hoher
Konzentration vor, Er bewirkt bei neuronalen Sdugerzeliinien, wie den
Neuroblastoma-Glioma Hybridzellen (NB), die’ Erhdhung des Mitoseindex und
wirkt somit auf den G2/Mitose Ubergang (H.C.Schaller et al., EMBO J., 11:3311,
1989). Die. Signallbermittiung erfolgt durch membransténdige Rezeptoren. .

Ziel der hier dargesteliten Untersuchung war es mit Hilfe' der DurchfluB-
zytometrie festzustellen, dber welche Wege der KA-Rezeptor Signale an die
Zellen weiterleitet. Fiir die Analysen wurden die neuronalen Zellinien NB .und
PC12 eingesetzt. Es wurden auch Untersuchungen an Rinder-Alveolar-
makrophagen (RAM) durchgefiihrt, da die Vermutung bestand; daB. KA.auf. .
(einige) Leukozyten stimulierend wirkt. Gemessen wurde die KA-induzierte
Verdnderung {1.) der cytoplasmatischen freien Kalziumkonzentration, [Ca2+]i,
mit Indo-1, Fluo-3 bzw. FuraRed, (2.} des Membranpotentials mit DIBAC4(3),
sowie (3.) des intracelluldren pH, [pH]i, mit SNARF-1 (alle Farbstoffe ven
Mol.Probes, Inc.}. Um die zeitliche Korrelation der Vorgénge zu béstimmen,
wurden 2.7. mehrere der Parameter simultan gemessan (e.g. Membranpotential
+ [Ca2+]i; [Ca2+}i + [pH]i ) . i ' .

In NB und PC12 Zellen wurde durch KA Zugabe die [Ca2+]i transient (d.i. flr
ca. 20-60sec.) erhoht. Allerdings waren hichsten 20 - 40 %. der Zellen
stimulierbar. Da in neuronalen Zellinien KA die Zellen an G2/Mitose-Ubergang
stimuliert nehmen wir an, daB insbesondere Zellen in G2 angeregt werden.
Weiterhin erhdhte sich in den Zellen transient das Membranpotential
{=Hyperpolarisierung). 3T3-Fibroblasten reagierten nicht auf KA Zellen, diese
Zellen weisen keinen KA-Rezeptor auf (C.Schaller, pers. Mitteilung) . Als weitere
Verinderung wurde eine bei NB-Zellen und RAM eine leichte KA-induzierte
Abnahme des [pH]i gemessen. Dabei ging der Abnahme des
Membranpotentials und des [pH]i die Erhéhung des [Ca2+]i voraus. o

Hyperpolarisierung konnte durch Entleeren des intrazelluldren Kalziumpaol
mit EGTA inhibiert werden. Dies zeigt, daB die Reaktion. durch intra- und
wahrscheinlich nicht durch extrazelluldres Ca2+ vermittelt wird. Die Erh&hung
des [Ca2+]i wurde durch Pertussistoxin (PTX] ihibiert, was darauf hindeutet, daB.
die Signale zumindest teilweise von einem PTX sensitiven Gi Protein vermittelt
werden. Durch weitere Kombinations-Messungen sowie Sortierung reaktiver
neuronaler Zelien soll festgestellt werden ob fiberwiegend Zelien in bestimmten
Zyklusphasen auf KA regieren.
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POSITIVE ENRICHMENT OF CD34* HEMATOPOIETIC
PROGENITOR CELLS BY MINIMACS

Andreas Thicl, Alexander Scheffold, Kimitaka Kato, Andreas Radbrauch and Stefan Miltenyi*
Institute for Genetics, University of Cologne, 50931 Cologne. *Miltenyi Biotec GmbH, 51420 Bergisch
Gladbach, Germany .

We have developed a new staining and separation technique for fast and efficient
enrichment of human CD34+ progenitor cells from bone marrow, umbilical cord
blood and peripheral blood. Cells are stained with a chemically modified CD34
antibody (ciones QBEND-10 or HPCA-2) and Iabelled magnetically using MACS-
Microbeads recogaising the chemical modification. Cells are then magnetically
separated using the MiniMACS separation system. CD34 expressing cells from
peripheral blood of normal donors (0.05%-0.2% of PBMC's) can be rapidly and
efficiently enriched to a purity of 80%-90% with a recovery of 30-80%. Assuming

an initial frequency of 0,1% CD34+ cells in the original PBMC-population the
entichment rate - is abowt . 20000fold.

Starting with PBMC’s, staining and separation is done in about lh. The efficiency
of the separation is measured by flow cytometry using fluorochromated CD34
monocionals (clones QBEND-10 or HPCA-2) or, to increase the fluorescent labeiling
of CDB34 cells, using magnetofluorescent liposomes, specific for the chemical
modification. The enrichment of CD34+ by MiniMACS allows even the separation of
CD3410 cells; these cells, whick have a different immunophenotype them CD34+

cells, might be more differentiated. The detection of CD34lo cells demonstrates the
sensitivity of the MiniMACS separation system, .

The new staining and separation technique combines high purity isolation of

CD34+ cells even from normal peripheral blood with short processing time and
high recovery.

DurchfluBzytometrische BestimmungendesPloidie-Status
' bei:Antheren-Kulturen.
Eine einfache, schnelle uid genaue Methede in der PfHlanzenzitchtung.

Wolfgang ULRICH', Ingunn ULRICH? und Waolfgang GUHDE®

1} TInwtitut firc  Genetlik, Universitit Hohsnhelm, W=7000 Stuttgart 70

2) Partec GmbH Miinster, BUro Sliddeutachiand, W-7441 Schiaitdorf

3) inetitut for _Str-hl-nbi:_tiogit und H-dlalo.gl_- der Univarsitit Minster,
.W=4400 _MUnster ' ' : e

In der pflanzlichen Kreuzungsziichtung gibt es groBe Schwierigkeiten
bei der Zlichtung neuer Pflanzen mit apezifiachen Eigenschaften, da
vartailhafte rezessive Allele sehr oft durch nachteilige dominate Allsla
unterdriickt werden. Hinzu kommt die groBe.Zahl an Rekombinationen
und die sich anschlieBanden langjihrigen Ausiese- und Prifungsver-
fahren. Eine Yerbesserung in der Pflanzenzucht hat die Haploidenziéch-
‘tung durch die in-vitro Antheren~Kultivierung erbracht. Aus Antheren
diploidar Pflanzen kaénnen manchapicide Pflanzen, aus tetraploiden
kdnnan dihaploide Pflanzen etabliert werden. Bei monohaploiden Pflan-
zen manifestieren sich alia Gene im Phinatyp. Generell betrigt die

" Regenerationsrate neuer Pflanzen jedoch nur 5%, wobei unterschied-

liche Antherengawebe an dar Ausbiidung der Regenerate beteiligt sain
kinnen. Deshalb ist eina Bestimmung des Pleidie-Statys der regene-
rierten PHanzen von groBer Bedeutung. Der Einsatz der DNA-Durch-

fluBzytametrie bietet sich hier an, da schnell und genayu der Ploidie-
grad der Regenerate nachgewiesen werden kann. Im Gegensatz zu den
" bisher eingesetzten konventionellen Methoden, wie z.B. Chromosomen-

analysen, kann der Ploidie-Status in einem sehr frilhen Stadium .und -
nur unter:Verwendung von geringem Blattanteil der. neuen Pflanzen
armittelt warden, wie ‘am Beispiel von Nicotinena tabacim (Tabak)
demonstriert wird. Ebenfalis erfolgreich waren Untersuchungen an
Antherenkulturen von Secale cereale (Roggen) und Zea mays {Mais).
Bis zu 500 frisch regenierte Pflanzen k&nnen pro Tag mit der Durch-
fluBzytometrischen DNA-Anaiyse untersucht werden,
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High resolution flow cytometry'of human breast.céncer.

Us-Krasovic, M.*, Auersperqa, M.*, Pogacnik, A.*, and Gohde, W.*=*

* Institute of Oncology, Liubliana

%% Clinic for Radiotherapv. and Radiooncology, University of
Minster :

DNA-Histograms of breast cancer cells are widelvy used as addi-
tional diagnostic and prognostic parameters: Several histogram
properties have been investigated intensively, like DNA index,
S~phagse fraction and the frequency of cells exceeding particular
DNA-values like the 5c-exceeding rate. The value of such data is
strongly dependent on the used DNA analvsis technique, the ac-
curacy cof the DNA measurement of each individual cell, and on
the number of cells analivsed in each case.

We have analysed about 800 breast cancer biopsies from patients
of the Institute of Oncolegy, Ljubljana. The aim of this study
‘has been, to. employ. those: staining and analyvsis techmniques,
which allow. the most-accurate DNA-histogram measurement, so far.

Results: Breast cancer (as cancer in common} can show aneuploid
cell lines with DNA indices close to 1. The probability to de-
tect aneuploidies depends stronglyv on the ¢V. CV's larger than
2% should not be accepted because of high risk that aneuploi-~
dies cannot be resolved. The number. of analysed cells must be
large because the freguency of tumor ceils in the biopsies can
be very small, small CV's and the analysis of manv thousand
cells guarantee the detectabilify of rare tumor cells down te
less than 1%. The Sc-exceeding rate is an useless if nert danger-
ous parameter. There are many cases of clear aneuplcidv where
5c-exceeding cells are almost completely missing. The S-phase
frequency may. have large pregnostic importance. More data have
to be ceollected in order to understand this parameter because
there are frequent cases which have clear aneuploid cell iines
but ‘almost no S-phase cells. =~ R . ’

Tn a_sepafate report the cyvtophotometrical, cytclogical, his-
tological, clinical and follow up data will be summarized.
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‘BIOLOGISCHE STRAHLENDOSIMETRIE MITTELS FUNKTIONSZYTOME-

TRIE UND SELBSTLERNENDER DATENKLASSIFIZIERUNG

G.Valet, HKahle S5 o : T
Arb.Gruppe Zellbiochemie, Max-Planck-institut fdr Biochemig, 82152 Mariins-
Hed S e TR RS

Die schnelle ?esis'telfuﬁg ionisierender Gaﬁzkﬁrperbestrahlung im
Dosisbereich  0.5-10Gy ist trotz vieltéltiger biochemischer Unter-

-suchungsméglichkeiten bisher nur schwer maglich, da dabei keine strahlen-

spezifischen Verdnderungen biochemischer Eigenschaiten im Blut, Blutserum
oder Urin aufireten. o - o :
- Ziel einer Pilotstudie war es festzustellen, ob die durchfluBzytometrische

‘Erfassung der- Verdnderungen von Funktionseigenschafien in ' Blut-~und

Knochenmarkszellen zusammen mit einer standardisierten automatischen

Klassifizierung der vielparametrigen MeBdaten als Grundlage fiir die biologi-

sche Strahlendosimetrie geeignet ist. - .
Dazu wurden Wistarmatten (100g) 1, 4 und 24h nach einer Réntgen-

-ganzkdrperbestrahiung mit 1,25-10Gy (280KV, 0,6Gy/min, 2mmCu-Filter) in
- Athernarkose Blut und Knochenmark entnommen. Die durchfiuSzytometrische

Messung der frisch entnommenen Zellpréparationen erfolgte nach Anfarbung
der DNS/RNS mit Acridinorange (AO, 8ug/ml), des Transmembranpotentials
(DICCB(3) 0,2ug/ml) sowie des intrazelluldren pH-Wertes und der Estera-
seaktivitat mit 1,4-Diacetoxy-2,3-Dicyanobenzol (ADB, 20ug/mi). Alle Ansétze
enthielten 40ug/ml Propidiumjodid zur simultanen Gegenfirbung der DNS
toter Zellen. Die Daten wurden ‘als Dreiparameterlistendateien mit Zelivolumen
sowie Grin- und Rot- bzw. Blau- und Griin- + Rotfluoreszenz aufgenommen.
Die Datenauswertung und Klassifizierung erfelgte mit dem selbstlernen-
den CLASSIF1 Programm (Ann.Ny Acad.Sci 677,233-251(1993). Die Erken-

nung der Bestrahlungszeitpunkte 1, 4 und 24Std nach Bestrahlung war bei

vorgegebener Strahlendosis mit Erkennungsraten (Sensitivitdt) von 100%
und mittleren Multiplizitdtsindizes zwischen 1.0 und 1.15 aus den Blut und
Knochenmarksdaten maglich. Der Multiplizititsindex ist ein MaB fiir die
Spezifitdt der Klassifizierung. Er ist 1,00 wenn keine Doppelkiassifizierungen
auftreten, 1,10 wenn im Mittel jede zehnte, 1,25 jede vierte, 1,33 jede dritte,
1,50 jede zweite Probe doppelklassifiziert werden.

Fir die Frage nach der Dosis bei bekanntem Bestrahlungszeitpunkt
wurden Erkennungsraten zwischen 80-90% bei Multiplizititsindizes zwischen
1.07 bis 1.15 erreicht. Die durchfluBzytometrische Messung zellulirer Funk-

-tionseigenschaften im Bereich der ersten 24h nach ionisierender Bestrahlung

erscheint damit zur praktischen Durchflihrung einer biologischen Strahlen-
dosimetrie aussichtsreich. Zur weiteren Verbesserung der Klassifizierung und
zur Vereinfachung durch Beschrankung auf die Blutzellmessung ist die.Er-
héhung der Anzahl der gemessenen Funkfionseigenschaften. (z.B. metaboli-

scher Burst, freies Glutathion, freie’ Protein-SH-Gruppen, Proteaseaktivititen,

intrazellulare Ca+-Werte) von Wichtigkeit.
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- FUNKTIONZYTOMETRIE - MARINER - ZOO- . UND’~ PHYTOPLANKTON-

- G.Valet! . M.Sieracki2, H.Kahle', T.Cucci 2
B8 'wirb:Grdbge’Zéuﬁiébﬁén‘:'ié; Max-Planck-Institut fir Biochemie, 82152

Martinstied, 2} Bigelow Laboratories for Ocean Sciences, West Boothbay Har-
# bor, Maine 04575, USA ©o e w0 ittt p o e T
' Die ‘Erfassiingbiochemischer Funkiionseigenschaften von marinen
Planktonzellen ‘ist zur Aufklirung des komplexen Ineinanderwirkens ver-
*“schiedenster Arten von Mikroorganiémen vor Interesse. Aufmerksamkeit ver-
dienen auch die Beobachtung von Zellpopulationsinderungen durch ver-
~_mehries atmosphérisches CO, Angebot und erhdhte UVY-Lichteinstrahlung in-

‘folge Ozonrarifizierung in hdheren Luftschichten sowie die Erfassung von

Fopulationsverénderungen durch veranderte Wasserzusammensetzung.

Es wurde untersucht, ob die fiir den biclogisch-medizinischen Bereich '

ausgearbeiteten zellbiochemischen Funktionsfarbungen grundsétzlich auch
bei Planktonzellen durchfithrbar sind, und ob sie.in Gegenwart der teilweise
hohen zelluldren Autofluoreszenz von Chlorophyil. oder Phycobiliproteinen mit
- ausreichender Spezifitit vermessen werden kénnen. e
. .Die an Zellkulturzelien (Synechococcus sp., Micromonas pusilla, Pycno-
coccus “provasolii, Isochrysis sp., -Rhodomonas . tertiolecta, Thalassiosira
weissflogii, Amphidinium carterae) durchgefiihrien Urtersuchungen zeigen,
_daB die Vermessung.UV- (350, 354nm) anregender Farbstoffe, wie des Gluta-
thion- und freie Protein-SH Indikators Orthophtaldialdeyd (OPT} und des intra-
2glluldren pH und Esteraseaktivitdtstarbstofies 1,4-Diacetoxy-2,3-Dicyanoben-
zol (ADB) unter &hnlichen Farbebedingungen wie bei Saugetierzellen mbglich
ist. Die Nutzfluoreszenzen werden zwischen 390-440nm und 500-600nm
‘zusétzlich zur Chiorophyllautoflucreszenz zwischen 620-700nm erfalt. Farb-
stoffe, die bei 488nm anregen, wie die Transmembran - und Mitochondrien-

potentialindikatoren DIOC6(3) und Rhodamin123, die oxidativen Burstindika-

toren Dichlorofluorescin (DCFH), Dihydrorhodamin (DHR) und Hydroethidin
. (HE} sowie verschiedene Rhiodamint 10-Proteasesubstrate fiir Kathepsin B, H,
‘L und Serinproteinasen kénnen im FITC- (512-542nm) oder Phycoerythrin-

lichtkanal (572-600nm} simuitan mit der Chiorophyil Autofluoreszenz zwischen
600-700nm erfaBt werden. T . :

- Mit den Funktionsmessungen kénnen Verdnderungen des Verhaltens

“von Plankionzellen unter veranderten Lebensbedingungen festgestellt werden.
So erhbht sich z.B. 'bei Thal.weissflogii unter LichtabschluB die intrazeliulére
Chlorophylkonzentration, das Transmembranpotential und die oxidative Aktivi-
tét wéhrend die Proteassakivititen vergleichsweise unverandert bleibt,
' Die gegenwdrtigen Erfahrungen mit biochemischen Funktionsmessun-
gen an Plankionzellen sind zwar noch sehr begrenzt, die weitere Anwendung
und Fortentwicklung der Methodik zum besseren Studium. von Entwick-
lungsprozessen und Populationsdynamik . von. SiB- und Salzwasserplank-
tonzellen erscheint abar von aligemeinem Interesse.
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AKUTE UND CHRONISCHE ANSTRENGUNG: KREUZKLASSIFIZIERUNG
VON LYMPHOZYTENPHANOTYPEN ZUR SPEZIFITATSERMITTLUNG DER
AUTOMATISCHEN EIS_EﬁENDATEIKLASS!FIZ[EFIU_NG‘ ‘

G.Valet!, H.Gabriel2 &

) Arb.Gruppe Zellbiochemie, Max-Planck-Institut fiir. Biochemie, 82152
Martinstied, 2} ‘Inst.f.Spor- und Leistungsmedizin der Universitét, 66123
Saarbriicken

Die selbstlernende Klassifiziening von CD45R0/CD4 und CD45RO/CDS
Listendateisitzen ergab bei lingerfristigem Ausdauertraining einen deut-
lichen Anstieg der CD45RQ Antigenmenge und Zelicberftdchenpackungs-
dichte auf T-Lymphozyten (Ann.NY Acad.Sci 677,233-251(1993)). Diese kann
als Hinweis fir das bevorstehende Auftreten eines Ubertrainingssyndrom
gewertet werden. Die prozentuale Haufigkeit der einzelnen Lymphozytenpopu-
lationen in der (blichen Quadrantenanalyse blisb dagegen im Veraufe der
Tratningsperioden bemerkenswert kenstant.

Andererseits ergeben sich bei akuter kérperlicher Anstrengung eben-
falls deutliche Verdnderungen der Lymphozytenpopulationen vaor allem bet den
prozentualen Héiufigkeiten der peripheren Lymphozytenpopulation (siche
Abstract H.Gabrie! et al.). Sie entsprechen mit Wahrscheinlichkeit einer re-
versiblen Umverteilung der Lymphozyien. -

Die automatische Klassifizierung der jeweiligen Datensatze ergab, dai

das CLASSIF1 Programm 84.1% (n=51) der normalen und 95.2% (n=21 ) der

Ubertrainierten Probanden richtig erkennt. Bei akuter Anstrengung wurden
93.2% (n=44} der normalen und 92.7% (n=41) der akut angestrengten

‘Prebanden richtig klassifiziert.

Es entstand nun die Frage, ob mit den jeweils gelernten Klassifizieren -

eine Kreuzkiassifizierung der Datenséitze mdglich ist d.h. ob jeder Klassi-
fizierer beim zusatzlichen Vorliegen anderer Zustinde seine eigenen
Zustdnde weiterhin identifiziert. Als hilfreich erwies sich hierbei, daB die
Blutabnahme bei allen Probanden der Ubertrainingsstudie in Ruhe erfolgte.
Der akute Anstrengungsklassifizierer (AK} bewertete, unabhéngig davon, ob
das Biut von einem normalen oder einem {bertrainierten Probanden kam
(n=85), 73.7% der Probanden als in Ruhe befindlich, 17.9% als akut
angestrengt und 8.4% als Zwischenzustand zwischen normal und akut
angestrengt. :
. Fur die Kreuzklassifizierung des Akutanstrengungsdatensatzes mit dem
Ubertrainingsklassifizierer (UK) wurde als Bewertungsmagstab das Vorliegen
langerer Trainingsperioden gewahlit, da keiner der Probanden zum Unter-
suchungszeitpunkt akut tibertrainiert war. Der UK klassifizierte die ihm unbe-
kannten Proben bei nicht im Training befindlichen Probanden zu 63.4% (n=60)
als normal und bef im Ausdauertraining befindlichen Probanden zu 75.0%
(n=36) ais Gibertrainiert bzw. in Ubertrainingsgefahr.

Beide Klassifizierer arbeiten demnach (iberraschend trennscharf d.h. mit
hoher Spezifitit. Dies ist Ausdruck des differenzierten Reaktionsvermdgens
der lymphozytiren Systems auf unterschiedliche Anforderungen. Die Befunde
sind ein ermutigender Anreiz fiir die zuk{inftige Klassifizierung von Lympho-
zytenphanotypen bei Erkrankungen des Immunsystems.
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- Ploidie und S-Phase in_h_bh_iin:gig_k_eit vam'Mgt_astasi.grhngsstztu_s beim. resezierten .

.. Magenkarzinom

[

H. Vogelsang, H. Nekarda, J. Roder, U. Fink, J.R. Siewert

- ‘Chirurgische Klinik und Poliklinik, Klinikurm rechts der Isar der Technischen Universitit
Miinchen ' : '

- Beim. resezierten Magenkarzinom haben der Lymphinoten- (pN), der Fernmetastasen- (pM)
. und-der Residualtumorstatus (R-Kategorie) eindeutig die grofte progrostische Relevanz, Die
prognostische Bedeutung der Ploidie und der §-Phase wird dagegen sehr kontrovers diskutiert.

- Ein Bezug von Ploidie iind S-Phase auf exakte Stagingparameter ist notwendig, um eine
mbgliche Bedeutung fir Prognose und Therapieplanung zu erfassen. Es bedarf eines
standardisierten Operationsverfahrens {einschl, erweiterter Lymphadenektomie) mit Erzielung
‘makroskopischer und miskroskopischer Tumorfreiheit nach der Operation (RO-Resektion,
UICC 1987) sowie differenzierter pathohistologischer Beurteilung, um _kein heterogenes
Patientengut einzubringen. R ’ ’ ’

" Im eigenen Krankenput wurde zwischen 1987 und 1991 bei 164 wegen eines Magenkarzinoms

~ operierten Patienten mit der DurchlluBzytometrie (FACScan, Becton Dickinson)} die Ploidie
und 8-Phase bestimmt. Entsprechend der Methode nach Vindeloev wurden Kernsuspensionen
aus histologisch kontroliierten 60pum Kryostatschnitten von schockgefrorenem Tumorgewebe

- hergestellt und mit 1% Propidiumjodid gemessen. Die Auswertung erfolgte mit einem
Computerprogramm (Multicycle, Phoenix Flow Systems). Der CV-Wert betrug 3.6%.

Bei . 105 Patienten erfoigte eine komplette mikroskopische und makroskopische
Tumorresektion einschlieBlich erweiterter Lymphadenektomie (sogenannte RO-Resektion, RO,
‘PMD). Die Aneuploidierate war fiir pNO, pN1 und P2 nicht signifikant unterschiedlich (41%,
57% und 56%). Differenziert nach der pN-Kategorie waren die Uberlebensraten bei diplciden
bzw. aneuploiden Tumoren ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich. Eine intestinale
‘Differenzierung ging gegeniiber einer nichi-intestinalen Differenzierung mit einer signifikant
hoheren Aneuploidierate einher (62% bzw. 45%, p < 0.05). 46 Patienten hatten lymphogene
‘(pM1Lym) oder himatogene Fernmetastasen. Patienten mit F ernmetastasen hatten gegeniiber

Patienten ohne Fernmetastasen eine signifikant héhere Aneuploidierate (74 bzw. 50%, p <
0.01) : ' .

Der mittiere S-Phasenanteil war in der RO-Gruppe nicht signifikant verschieden fiir pNo, pNi
und pN2 (10.3%, 11.6%, 12.0%). Ein prognostisch relevanter S-Phasenanteil konnte nicht
gefunden werden. Bei intestinaler Differenzierung war der $-Phaseanteil signifikant hoher als
* bei nicht-intestinaler Differenzierung (13.4 bzw. 8.7%, p < 0.0001). In der pM1-Gruppe war
die mittlere S-Phase mit 13.7% signifikant grifer als in der pMO-Gruppe mit 11.3% <
0.01). . - S . C

_ Aneuploidie und hoher S-Phasenanteil korrelieren beim operierten Magenkarzinom mur mit
dem Aufireten von Fernmetastasen, Dagegen besteht ein signifikanter Unterschied beziiglich
des Phaseanteiles zwischen intestinal und nicht-intestinal differenzierten Tumoren. Aufgrund
dieser Untersuchung ist die Bestimmung von S-Phase und Ploidie bei Patienten -nach
kompletter Tumorexstirpation ohne Bedeutung, - : o :
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Anteil an Zellen mit. hohem DNA Gehait und p53 Mutationen als
prognostische Paré“ﬁr_g_’ger beim Lymphknoten negativen Mamma-
karzinom:

T.Wagner*, AAdler*, R.Zeillinger*, A.Reiner’, .M.J;M de Wind#, L.Szabo®,
V.Pru%kner‘. P.Sevelda”, K.Czerwenka*, E.Kubista®, P.Speiser*, J.J.Pl_oem-
Zaaijer# ) ) )

* I.Ulniversitats-Frauenklinik, Wien, Austria, * Inst. for K!in. Patholo_g;e, Wien,
Austria, # Dep. of Cytochemistry & Cytometry, Univ. of Leiden, The
Netherlands,

E-nat?ieser Stﬁaie wurden 150 Lymphknoten negative Mammakarzinome mit
einem follow-up von max 10 Jahren auf ihren Anteil an ‘Zel!en mit hohem DNA
Gehalt (> 5 C), p53 Mutationen und c-erbB-2 Amplifikation untersucht. Die
Aussagekraft als prognostische Parameter wurde zusammen mit dem
Rezeptorstatus und klinischen Parametern durch Oberlebensanalysen
Uberprift.

Paraffingewebe von 150 Lymphknoten negativen Mammakarzinomen aus
den Jahren 1983 bis 1987 wurde fUr die Analysen verwendet Der
Prozentanteil von Zellen mit sinem hohen DNA-Gehalt {>.5 C) wurde mittels
automatisierter Bildanalyse bestimmt. P53 Mutationen und c-erbB-2
Amplifikationen konnten durch eine Kombination von PCR und TGGE der
PCR Produkte dargestellt werden. In die statistischen Analysen wurden
Rezeptorstatus und klinische Faktoren wie Tumorstadium und Grading
inkiudiert. .

Yon 150 Patientinnen starben in einem Beobachtungszr_eitraum' von maximal
112 Monaten 18Patientinnen, ¢ Patientinnen erlitten ein. Rezidiv. In .72 %
Tumoren war der Anteil an Zellen mit hohem DNA Gehalt (> 5 C) kleiner als 1
Prozent, in 28 % gréBer als 1 %. In 83 % Konnte keine Mutation des p53 Gens
dargestellt werden. Es bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen

* eihem hohen Prozentsatz von Zellen > 5 C und p53 Muiationen (p = 0.000, ¢hi

square analysis). Bei der Uberlebensanalyse qach Kaplan-Meier ergab sich
fir die Gruppe von Patientinnen mit_einem Anteit an Zellen > 5 C von weniger
als t % ein signifikant besser Prognose bezlglich des Uberiebens im
Vergleich zu solchen mit einem Anteil an Zellen > 5 C mit n.'lehll’ als. 1. %_._Das
Aufireten von Mutationen im Gen fur p53 war ebenfalls mit einer signifikant
schlechteren Prognose bezuglich des Uberlebens assoziiert.

Sghluﬁfg[ EE“D " . . )
Der Anteilg an dellen mit hohem DNA Gebhalt und p53 Mutationen konnten in
dieser Studie ihre Relevanz als prognostische Fakioren beim Lymphknoten
negativen Mammakarzinom aufzeigen. Um diese Bedeutung als prognosti-
sche Faktoren besser Einschitzen zu konnen sollte der Beobachtungs-

- zeitraum auf 15 Jahre verléngert und meht Daten analysiert werde.
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-‘Porphycenes as a membrane marker “for ﬂow cytometrlc
detection of mlcronuclel.

M. Wessels, M. Niisse,

GSF-Forschungszentrum fur Urnwelt und Gesmdhext Institut - fir Biqphysikéli.scher

Strahlenforschung, AG Durchﬂuﬁzytomer.ne
85758 Oberschlelﬁheim Germany )

For flow cytometric analysis of micronuclei induced by ionizing radiation or chemicals,-
debris plays an important role for the unambiguous detection of micronuclei. Several flow
cytometric- parameters have been used for a discrimination of micronuclei and debris
(Schreiber et al., Cytometry 13:90-102, 1992). For a better discrimination between
micronuctei and debris the fluorescence of a membrane specific. dye was used as an
additional parameter besides DNA-staining. 2—hydroxyethyl—7,12_,17-u-is(methox'yethyl)-
porphycene (HEPn) packed into L-e-phosphatidylcholine dioleoyl liposomes shows a fast
- intermembrane exchange between the liposomal membrane and t_he; membranes of nucles,
. micronuclei - and membrane-derived debris. Additionally, thié- dye -exhibits excellent
photophysical properﬁes,__ i.e. a high extinction coefficient and a high fluorescence quantum
yield, Therefore we used HEPn for a selective stainining of cellular and nuclear
membranes. In combination with the DNA speciﬁé'dye proflavine we were able to either,
stain selectively the debris: produced by membrane particles or to stain the membranes of
nuclei and micronuclei for a better discrimination of debris and micronuclei.

g .
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Moghchkelten zur Stelgerung d&s Slgnal S 7u Ranschverhaltmsm bel.
*der Fluoreszenzlich messung in der Durchﬂuﬁzytometne mittels
op”ﬁguerter Reflexionsoptik.

1. Wietzorrek, V. Kachel

Max-Planck-Institut fiir Biochemie
~ Am Klopferspitz 182, 82 152 Martinsried

In der Durchﬂuﬂzymmeme bieten sich innen verspiegelte Rotattonselhpsmde als effiziente
Sanunelopnk ﬁxr Fluoreszenzl:cht an. Das’ Rotahonselhpsond i:uldet ‘danin im Tdealfall einen
Objekiptmkt, der mit dem efsten Erennpunkt ‘zusammentilit, frei von: sphirischer Aberration
mit hoher. Apertur in den zweiten Brennpunkt ab, Zur Einschrinkung des Gesichtsfeldes des
Detektors, das firr Stérstrahlung znginglich ist, wird:iiblicherweise im zweiten Brennpunki
oder in einem zu diesem optisch konjugierten Punkt eine Raumfilterung mit einem Pinhole
durchgefiihrt. Damit wird eine Verbesserung des Signal - zu Rauschverhilinisses erreicht, was
sich in einer. entsprechenden Steigerung der Nachweisempiindlichkeit manifestiert.

Bei bisher vurgeschlagenen Konstruktionen ging man davon aus, daB sich zwischen dem
Emissionspunkt und der verspiegelien Ellipsoidwand ein Medium mit identischem
Brechungsindex (z.B. Luft, Wasser) befindet und damit die ein_faéhen Ellipsoidgesetze gelten,
Uni eine einfache Handhabbarkeit. zu ‘erreichen und die- Ablagerung vor zum Teil ‘auch
toxischen Substanzen zn vermeiden, ist jedoch-eine Fithrung -der MeBpartikel innerhalb des
Rotationsellipsoids in durchsichtigen Rohren sinnvoil. Dies fiibrt ‘dazu, daB das Medium
zwischen dem Emissionspunkt und der Spiegelfliche unterschiedliche 'Brechungsindices
aufweist.  Eine -solche inhomogene Brechungsindexverteilung verursecht sphirische
Aberratmn die_die weitere Abbildung mit dem Rotationsellipsoid- beeintzachitigt. Dies
resuinert in einer Verbrenerung der ]ntensnatsverteﬂung in der Ebene, die den zweiten
Brennpunkt énthilt, womit die Effizienz der Raumﬁlterung herabgesetzt wird. .
Fiir eine an die Symmetrie des Rotatlonselhpsmds angepalite Kuvenengeometne wirde der
vom Raumiilter iibertragene Anteil von der insgesamt abgegebenen Fluoreszenzstrahlung in
Abhangigkeit vom Pinholeradius berechnet. Damit kann man die Empfindlichkeit abschatzen,
die in MeBkammern mit Reflexionsoptik ohne Korrektur erreichbar ist.

Weiterhin wurde. eine optimierte, rotationssymmetrische Reflexionsoptik berechnet, die fiir
eine vorgegebene Kiivettengeometrie eine aberrationsficie Abbildung gestattet:In diesem Fall
wird der giinstigste Pinholeradius lediglich von der Justiergenauigkeit und der Beugung an der
wirksamen Aperturblende bestimmt.

Létztlich wird ein Konstrukt:onsvorschlag fir ein in Hmsmht auf Empﬁndhchkelt optlmlertes
Durchﬂuﬁzytometer unterbreltet der Kuvettengeomeme und Optlk mnfaBt
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- Durchﬂuﬂzytometrlscher Nachweis einer erhthten Aufnahme
von Adrlamycm und ‘Mitoxantron durch Stonellenbehandlung ; i
~menschlicher Tumorzellen o TRy

,.
aF

Klaus Worle, Pia Steinbach & Ferdinand Hofstdidrer

-~ Universitat Regensburé; Institut ﬁirlPathdlbgie! D-93042 Regensburg 4 ’

Mittels durchﬂuﬁzytomemscher Messungen wurde dJe intrazeliuldre Fluoreszenz i ’ -
von Adriamycin und Mitoxantron in verschiedenen Blasentumorzellinien quantifi- _ P -ﬂ;
ziert, Wihrend die Fluoreszenzeigenschaften von Adriamycin- bereits detailliert 1 _ O S ) e F
beschrieben und in vielen Arbeiten zur Charakterisierung von Adriamycin-Auf- :
nahme und —Verteilung geniitzt wurden, sind in dieser Hinsicht fir Mitoxantron
nur wenige Daten vcrﬁagbar Obwohl die Absorptionsmaxima von ‘Mitoxantron
bei 610 nm und 660 nm liegen, konnte dennoch mit der Standardkonfiguration
des Durchﬂuﬁzytameters {Anregimg -mit Argonhlonen—Laser bei 488 nm) eine
ausreichende Fluoreszenz (> 650 nm) erreicht werden. Es zeigte sich, daB dic
Fluoreszenzintensitat mit der Konzentration an Zytostatika und der Inkubations-
zeit In einern weiten Bereich zunimmt. Die Zellen wurden zusétzlich wahrend der
Inkubation einer Behandlung mit-hochenergetischen Lithotripter—-StoBwellen aus-
gesetzt. Dadurch wurde eine deutliche Erhohung der zellularen Fluoreszenzinten-
sitéit von Adriamycin bzw. Mitoxantron erreicht. Diese stirkere Fluoreszenz kor-
reliert mit einer Abnahme der Prohferatlonsﬁlugkelt nach kombinierter Behand-
tung mit StoBwellen und Adriamycin oder Mitoxantron, die den rein additiven Ef- ; }
fekt der beiden Behandlungsmodahtateu einzeln angewandt bersteigt. Erganzend ‘
wurde die intrazellulire Verteilung der Zytostatika ‘mittels Fluoreszenzmikrosko- |
pie und konfokaler Laser-Rastermikroskopie untersucht. Sowohl Adriamycin als
auch Mitoxantron firben-bevorzugt Kernmembran und Nukleolen; bei Mitoxan- !
tron ist zusétzlich eine hohe zytoplasmatische Fluoreszenzintensitit nachweisbar. j
l

Nach StoBwellenemwirkung resultiert eine stirkere Fluoreszenz des Kems, wobei
sich die bevorzugte Anfirbung von Membran und Nukleolen zugunsten einer

gleichméBigeren Fluoreszenz des gesamten Kemnvolumens abschwéicht. Eine
StoneIlenbehandlung konnte daher durch Membranpenneabﬁlswrung bzw. Ein-
wirkung auf nuklesres Chromatin zu einer quantitativ erhohten Bindung dieser
Zytostatika im Zellkern beitragen.
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‘Tumorzellabhingiger Abbau wvon Bromdesoxyurldin in vitro

D. Bartkowiak', J. Hemmer?, E.M. R&ttinger'

H

!; Abt. Strahlentherapie d. Universitdtsklinik, 89070 Uln

?: sektion Tumorbiologie d. Universitatsklinik, 89070 Uln

- Bei Markierungsaxperimanten.an.meﬁschlichen Hirntumorzellen
fA?)‘mit ‘5-Brom-2‘-desoxyuridin (BrdU) wurde ein intensiver
Abbau der Ausgangssubstanz zu Bromuracil beobachtet. Obwohl
die in vitro Immunfluoreszenzmarkierung und flowzytometrische

Messung des BrdU-Einbaus bei A7 gelingt, ist aufgrund der

becbachteten Reaktion damit zu rechnen, da8 zellinienabhangige

Unterschiede.der Markierungsraten auftreten. Auch bei der in
vivo Verwendung dilrften nicht nur die normalen Entgiftungs—
prozesse iber Leber und Niere eine Rolle spielen, sondern die
Tumorzellen selbst in der Iage =sein, das als Proliferations-

‘marker oder Radiosensitizer eingesetzte BrdU zu desaktivieren.
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- Vergleichende Beurteilung von Spermienmorphologie nach

der konventig

o

1ellen WHO-Methode mit morphometrischen
Kriterien T *
Dereser MM, Eng“ﬁﬁ K, Rudareanu D, Ochsendorf ¥,
Taubert HD, Schniurch H-G
dentrum fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Zentrum

fir Dermatologie; Frankfurt a. Main: Theodor-sStern-Kai 7;

c Fir die assistierte Reproduktionsmedizin ist es erforder-

lich, bestimmte Kriterien fir die Infertilitit des Man—
nes zu definieren und zu nutzen.

Diese Kriterien sollen unter anderem dazu hinfiihren, dag
durch den "mé&nnlichen Faktor®" prospektive Aussagen Uber

. das IVF-Outcome getroffen werden kénnen. Die strengen Kri-

terien an normomorphe Spermatozoen(strictly normal sperm

criteria-SNsC) werden von Kruger, Acosta und Menkveld(92)
als hilfreicher Prognosefaktor fir die Fertilisationsrate
im IVF-Progamm angesehen. Ziele unserer Studie waren :

1. Vergleichende morphologische Beurteilung von normomor-—
phen Spermatozoen

a) gem#f der WHO-Methode mittels Mikrometerschraube(3-5um
Linge, 2-3um Breite des Spermienkopfes; akrosomale Kappe

ein Drittel der Kopfoberfliche bedeckend.)

~ b} gemds den SNSC mittels morphometrischer Messung iber

das interaktive Bildanalysesystem(IBAS)(4-6um Lange, 2,4~
3,5um Breite des Spermienkopfes; Akrosom 40~70% des Sper-
mienkopfes bedeckend, Borderline-Formen werden als patho-

. morph klassifiziert. -

2. Vergleich des Prozentanteils an normalen Spermatozoen
‘vor und nach der Ewim—up Aufbereitung des Spermas bei An-
wendung beider obengenannten Beurteilungsmethoden.

3. Beurteilung der interindividnellen Variabilit&t bei aAn-
wendung der beiden Methoden durch zwei Untersucher.

.. 4. Vergleich der zwei Morphologiebeurteilungeh in Relation

zZu ihrer Prognosekapazitat im IVF~Programn.
Material und Methoden: Die prozentuale Anzahl an normalen
Spermatozoen von 44 Spermiogrammen unterschiedlicher Pro-

" banden wurden in HE-gefdrbten Ausstrichen ausgewertet.

Die Beurteilung fand per Lichtmikroskop zum einen nach der

. Gblichen WHO-Methode (100 fache VergréBerung), zum anderen
. nach den SNSC {63 fache VergrdéBerung) statt. Bei der letz-

teren Technik wurde durch eine entsprechende Video-Kamera

" elne Gesamtvergréferung von 3660 erzielt.
~Ergebnisse: Die Zahl der normalen Spermatozoen waren bei
- Anwendung der strengen Kriterjen signifikant niedriger als

bel der herkémmlichen WHO-Methode. Die interindividuelle
Variation war signifikant niedriger nach den SNSC.(p<6.01)
Nach dem Fisher-Test war nur bei den SNsSC, nicht nach den
WHO-Kriterien ein Zusammenhang zwischen prozentualer An-

~zahl der Spermien und der Fertilisatonsrate im IVF-Pro-

gramm festzustellen. (p<0.01).

Zusammenfassung: Im vorliegenden Testverfahren erlauben
nur die SNSC, nicht aber die WHO-Methode, priddiktiv Aus-
sagen idber die PFertilisationschancen im IVF=Programm zu
machen.
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. G-CSF INDUCED ALTERATIONS OF NEUTROPHILS FROM
- PATIENTS UNDER CHEMOTHERAPY OR FROM HEAILTHY
TEST SUBJECTS. Lo L

A._Emmendérifer, J. Roesler, J. Elsner, M. Freund, H. Link, K.
. Wette, M.-L- Lohmann-Matthss, and K. Spiskermann.

Fraunhofer Institute, Dept. of Immunobioclogy, Nikolai-Fuchs-Str.
1, 30625 Hannover, Germany, Fax: 0049/51 1/6350-155,

“Recently, we demonstrated that rthG-CSF induced neutrophils in patients

- with severe congenital heutropenia showed an altered surface marker -

expression (increased CD14, CD64 and decreased CD16 antigens) and a
reduced chemotaxis to a variety of cherr_loattractants.

To separate the effects of rhG-CSF treatment from that of the underlying
disease, we investigated neutrophils from patients receiving cytotoxic
chemotherapy and healthy aduits after administration of rhG-CSF.
Performing kinetic studies, a continous increass in CD14, CD54 {(ICAM-1}
and CD64 (FcyRl) and a decrease in CD 16 (FcyRII} antigen expression on
neutrophils could be found in patients undar rhG-CSF treatment. In parailet,
-a reduced chemotaxis was observed. Three to five days after cessation of
thG-CSF treatment, neutrophil characteristics returned to levels like found
before therapy. Administration of a single dose of rhG-CSF {Neupogen®,
. 300ug s.c.) to five healthy adults induced similar. changas in nsutrophil
patterns. : - :

. ‘I_'hesa resuits indicate that neither the underlying disease nor chemotherapy,
-~ but rhG-CSF induced the profound aiterations of Fecy receptor and CD 14
antigen expression and chemotaxis in neutrophils in vivo,
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Proliferation inhibition- in fetal thymocyte subsets (CDACDE" and CD&'CDE™) by
environmental contaminant 3,3'.4,4'-Tetrachlorobiphenyl
'Charlétte Esser, Zhiwei Lai, and Joachim Kremer.

Dept. of Immunology, Medical Institute of Environmental Hygiene, University of

. Diisseldorf, Auf'm Hennekamp-50, 40225 Diisseldorf, Germany |

3,3',4,'4'tetrach“!orobiphenyl (TCB) belongs toa chemical class of toxic substances that

' _aiso includés dioxins. After exposure to dioxins and bibheny!s (like ‘TCB} - severe
-thymus atrophy and systemic immunesuppress_i'on__ is generally fqund,: the former -

possibly causing the latter. The drastic decrease in thymocyte number after in viva
exposure has been attributed to inhibited thymocyte proliferation or  increased
intrat‘hymic cell death by apoptosis. We showed earlier that TCB and dioxin exposure of
fetal th\}mi__ eventually leads to skewed . proportions of the different thymocyte
subpopulations, i.e. to an accumulation of CD4'CD8* mature thymic T-cells. We

' analysed the DNA content of thymocyte subsets in fetal thymic organ cuitures exposed

to TCB for up to one week. The percentage of cycling cells within subsets defined by
CD4 and CD8 surface staining was _determined by DNA staining with 7-actinomycin D
and flow cytometric analysis. Treatment with 3.3 uM TCB reduced the totsl number of
thymocytes in fetal thymi, and significantly fewer thymocyies were in 5/G2M phase.
The inhibition of cell proliferation induced by TCB affected mainly the CD4CD8™ and
CD4'CD8"  subsets, whereas no effect of TCB on CD4*CDB™ or CD4*CD8™ celf
proliferative activity was observed. The skewed pattern of thymaocyte subsets after TCB
exposdre together with the observed reduction in proliferative activity suggests that
TCB accelerates thymocyte maturation, T ; o
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Rereptorexpression insulinihnlicher Wachstumefaktoren und: Zellproliferation
. bei kleingellisen Bronchislkarzinom-Zellinien:
. Einfluf von Insulin, IGF-1 und IGF-2

A Ggrstn_er, J. Heymanns, C. Schardt, M. Rotsch, K. Havemann

Wiiibin-der Phiippe-Oniversitit, Sesirum fiir Faers Wedisin, Abt, Hiwsénlogie/ Dukokogie/Tmmuntiegi, Baldingeratrabl, 35033 Narburg

- Kleinzellige Bronchislkarzinome {SCLC). werden dem "dispersed. neurpendocrine
system” zugerechnet. Aus ihnen hervorgegangene Zellinien weisen -ebenfalls
die entsprechenden neurcendokrinen Marker auf (Neuronenspezifische Enolase,

_ Bombesin, L-DOPA-Decarboxylase). Untersuchungen an diesen.Zellinien zeigten,

“daB 'SCLC in der Lage sind, _sowohl yerschiédene . Wachstumsfaktoren - wie
Bombesin/GRP, Insulin, Insulin-like 'growth factor(IGF)-1 wund IGF-2 - zu
asezernieren, als auch die entsprechenden Rezeptoren zu exprimieren
{Havemann, K., et al (1990) J Steroid Biochem Molec Biol 37:877-882). IGF-1

‘und IGF-2 sind fiir die Steuerung der Ontogenese von entscheidender
Bedeutung. SCLC produsieren nicht nur IGF-1 und IGF-2 sondern auch
Proteine der IGF-Bindungsprotein(IGFBP)-Familie. Mittels H3:=Thyhidineinbau
und :MTT-Asgey . wurde _eine . Wachtumsregulation durch Insulin, IGF-1 und
IGF-2 ‘nachgewiesen {Jagques, G., et al (1988) Exp Cell Res 176:336-343).

Um den Einflud von Insulin, IGF-1 “und IGF-2 auf den Zellzyklus und die

Expression der entsprechenden Rezeptoren =zu untersuchen, haben - wir
‘modifizierte durchfluBzytometrische Assays zur Analyse wvon drei SCLC
Zellinien " eingegetzt. Die Bestimmung des S-Phase-Anteils erfolgte mit einem
BrdU/PI-Assay. Fiir die - Korrelation des DNA-Gehaltes mit  der
Rezeptorexpression (zytoplasmakisch und membranstindig) wurde T-AAD ala
DRA-spezifischer Farbstoff . gewdhit und PE- oder FITC-konjugierte
monoklonale Antikdrper verwendet, Drei Zellinien, die sich durch serumfreies
Medium gut synchronisieren lieflen, wurden mit den Peptiden unter
.serumfreien Bedingungen stimuliert. . a

. Die  Wirkungen der Peptide ~entwickelten sich konzentrations- und
zeitabhéngig. Bei zweij Zellinien waren gie in. der Lage, die DNA-Synthese zu
stimulieren; der Anteil von ZeHen in der S-Phase betrug unter Stimulation
nach -24-48h 110-120% des. Wertes unter Kontrollbedingungen. Bei einer Zellinie
wurde durch IGF-2 (10-12M) der Anteil von Zellen, deren QOberfliche positiv
fiir den Typ-1-IGF-Rezeptor (IGF-1-R) und den Inaulin-Rezeptor (I-R) war,
von 8BX auf 48% bzw, ven. 48% auf 7% reduziert. ‘Bei einer anderen Zellinie
“hatte Insulin (10%M) umgekehrte Bffekte auf den Anteil der IGF-1-R- und
I-R~pesitiven- Zellen: von 11% auf 22% bzw. von 4% auf 11%. Die Expression

des Typ-2-IGF-Rezeptors wurde durch dje verschiedenen Kulturbedingungen
kaum beeinfluBt, '

Das Verhalten ‘der Zellinien ist nach Stimulation mit insulinihnlichen
Wachstumsfaktoren im Hinblick sowoh] auf die Proliferation als auch auf die
Regulation der Rezeptorexpression unterschiedlich, Diese Differenzen kénnken
teilweize durch die jeweils unterachiedliche Sekretion von verschiedenen
IGFBP erkliri werden.
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Durchfiuizytometrie zur Kontrolle von Prostataprimiirkulturanzuchten .

%

Daniela Grimm, Ferdinand Hofstiidier, Pia Steinbach, Wolf Wieland, Eckhard P. Kromer,

Giinter A. J. Riegger und Johann Baser

Pr. med. Daniela Grimm

Klinik und Poliklinik fiir Innere Medizin I
Kiinikuem der Universitit :
Franz-Yosef-StranB-Allee 11

8400 Regensburg

Primérkolturen konnen sehr nittzliche Modelle sein, um organspezifische Fragestelungen
int biochemischer oder auch pharmakologischer Hinsicht zu untersuchen. In vielen Fillen
ist es dabei von Interesse zu tibetprifen, inwiefern- die zeflulire Zusammensetzudg einer-
Primérkultur dem zytoiﬁ;giéchen Aufbau des Primértumors entspricht. In Stndien an ho-
manen Prostatakarzinomen erschien eine derartige Uberpriifung aus folgenden Griinden
sinnvoli za sein: 1. Prostatakrebszellen sind im Anfangsstadium der Tumorentwicklung

_weilgehend von wachstumsiordernden Einfliissen der umgebenden gesunden Zellen

abhiingig. 2. Bisher sind Antikrper, die humane Prostatakarzinomzellen zuverldssig
identifizieren, kommerziell noch nicht erhiiflich. AuBerdem ist im noch -operablen
Anfangsstadium der Anteil der Tumoren mit aneuploiden Karzinomzellen sehr gering.
Karzinomzellhaltige Organareale kdnnen hiufig also nur mit klassischen mikroskopischen
Methoden identifiziert werden. Ob in einer Prostataprimirkultur auch maligne Zellen
vorhanden sind, kann oft nur vermutet werden. Solche Vermutungen erscheinen
begriindet, wenn wihrend der Inkubation eines Gewebsstiickes, das karzinomhaltige Arsale
enthilt, der Anteil der epithelialen Zellen konstant geblicben ist. Wir - haben 12
Prostatatumoren, die noch vor Uberschreiten der Organgrenze chirurgisch entfemt wurden,
charakierisiert und etabliert. Es wurden zytokeratin- und vimentinpositive Zellen sowie
simultan deren DNA-Gehalt bestimmt.

Durch wiederholte durchfluBzytometrische Charakterisierung von Primértumoren und
Kulturen wurde eine Methode entwickelt, die es ermoglicht, Kurzzeitkulturen so
anzuziichten, daB deren Gehalt an epithelialen und fibroblastiren Zellen vergleichbar mit
der in vivo Situation im Primirtumor ist.
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Detection of swmall differences in DNA content like aneuploidy
in plant species. . .

g£.J.M.Huis in't Veld *, W. Gdhde **,
* Iribov, Enkhiuzen, Nederland
*#%x. University of Minster, Germany

Ploidy analysis by flow cvtometry is a generally accepted tech-
nique in plant breeding and plant tissue culture.

When ploidy level is analyzed differences of 100% in DNA content
must be recognized. For the analysis of aneuploidy however smal-
jer DNA differences must be detected, depending on the number of
chromoscmes and the variation in chromosome lengths. In most
cages DNA amount differences below 3% has to be detected.

By using a two step nuclei isolation and staining protocol (*}
which. gives  high resolution DNA histograms {CV around 1%}, and
by"applying an internal DNA standard, very reproducible results
could be obtained. DNA content differences down te 1% could be
detected, which is in most plant species enough for the detec-
tion of aneuploidy. This accuracy_is sufficient to detect one
chroposome difference or less, depending on the total chromosome
numnber. . L . o T e
. The method was tested on several plant species {shugar beet,
iris, potato and others), in all cases with good results. Ap-

plications of this technigue in plant breeding and plant tissue
culture are discussed. . : .

(*) Partec high resolution DNA kit
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Breaking the interspecific~hybrid aterility in the bulbous Iris:

In vitro chromoso i :
analysis., ! me doubling and subsequent flow. cytometric

E.Jd.M. Huis in't Veld, E.J. Boomn, a
J , E.J. , and C.R.
Iribov, Enkhuizen, Nederland Boon

Most major bulb-Iris cuitivated vari i i
is rieties are derived £
crosses between I. xiphium (2n=34} and I. tingitana {Zn=28}. §§2

hybrids (2n=31) are sterile and
farther boseding. can therefore not be used for

An in vitro method was develo i i i
i ped in which the ploidy level of
iﬂ;iigzswzildoﬁfled by colchicine treatment. Flow-ivtometric
v oW Py . . - . =
o ed efficient pleidy screening in &' very early

The obtained 1
fertility. plants flowering so far showed all restored

Bgtween the Iris species differences in nuclear DNA content were
gigggzed. Seyeral parental combinations (different species

11t enp ploidy levels) were examined. In all cases progeny haé
intermediate DNA amount. This allowed the determination of the

genetic background of i i
oriein. several Tris gu;tlvars from unknown
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. Charakt;e_risie:'ung von Saccharomyces-Hefen mit Hilfe der
Flubzytometrie )

Hutter, Karl-Josef

DKFZ Heidelberg, Institut ftr angewandte Immunclogie,
Im Neuenheimer Feld 280

69120 Heidelberg

, Saccharohyces-Hefen werden sehr haufig bei biotechno-

logischen Prozessen eingesetzt, 'weil sie sich im haploidem

und diploidem Zustand problemlos vermehren lassen, ein

V-kleineszGenom'besitzen und eine kurze Generationszeit

haben. Die Untersuchungen der Hefe wihrend der Gérung be-

" schrénken sich auf wenige indirekte Verfahren, z.B. der

Zunahme des Alkoholgehaltes, der COZ—Konzentration, der

Bestimmung_des Extraktgehaltes oder der TemperaturerhShung.

Ver#nderungen dieser Parameter, die als StreBfsktoren der

Hefe gelten, kénnen zu negativen Begleiterscheinungen

wihrend ‘deg Garprozesses fthren.

Es fehlen direkte Untersuchungsmethoden {Preliferations-

und Enzymaktivit#tanalysen), die sofort eine Funktions-

&nderung der Zellpopulation anzeigen. Erfahrungen (ber

Funktions#nderungen bei Hefen liegen z.Z., nur begrenzt

vor. Es wurde daher untersucht, ob es unter.&hnlichen Firbe-

bedingungen wie bei Stugetierzellen méglich ist:

- Proliferationsanalysen, als MaB fur die Garaktivitat
und/oder Gi#rgeschwindigkeit,

- DNS-Analysen, zur Uberpriifung der genetischen Stabili-
t&t einer Zellkultur und .

- Enzymaktivitdtsanalysen, zur Bestimmung des zellphysio-
logischen Zustandes einer Fopulation, durchzufithren,
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CIRCADIANE BEZIEHUNGEN ZWISCHEN HORMONSPIEGELN UND
LYMPHOZYTENSUBPOPULA

%

e

ATIONEN IM  PERIPHEREN MENSCHLICHEN, BLUT
g T

1.0. Kieine !, R, Hackler "2, K. Ehlenz2, P. Zsfel3, J. Atbrecht?

TMed. Zentrum fir Nervenheilkunde, Funktionsbereich Neurochemis, der Universitat
Marburg a.d. Lahn . S - . o . ‘ :

2Med. Zentrurn fiir Innere Medizin, Abteilung fir Endokrinclogie und Stoffwachsel, der
Universitat Marburg a.d. Lahn™ : Sl :
Hochschulrechenzentrum, Abteilung Anwendung, der Universitét Marburg a.d. Lahn

4Bgcton Dickinsen, Heidelberg ' RN ‘

Der EinfluB des endokrinen Systems auf Immunzelien wurde hier wie folgt untersucht:
Von drei gesunden Mannern wurde in vierstiindigen Intervallen (ber 48 h vendses
EDTA-Blut entnomimen, der Blutspiegel von vier Hormonen gemessen und
Leukozyten, . .insbesondere Lymphozyten ~und deren Subpopulationen im
DurchfiuBzytometer bestimmt (vgl. 1). . '
Hormonanalyse: Adrenocorticotropin  (ACTH) (ng/l) mittels immunoluminometrie -
{Henning, Berlin}; Cortisal (pg/l) mittels Enzymimmunoassay TDx (EIA) (Abbot,
Wiesbaden); Humanes Wachstumshormon (hGH) (ng/l) mittels Immunoradiometrie
(IRMA) (Medgenix, Ratingen); Prolactin (ug/i) mittels IRMA (Serono, Freiburg).
Zelanalyse: Leukozyten-, Erythrozyten-, Thrombozyten-Zahl, Hématokrit und
Hamoglobin wurden im Cell-Dyn 1600 (Sequoia Turner Corp., Mountain View, USA)
gemessen. Leukozytendifferenzierung und Lymphozytensubpoputationen wurden im
FACScan nach Doppelmarkierung mit monoklonalen Reagenzien (Becton Dickinson}
untersucht. Die Signifikanz circadianer Rhythmen wurden statistisch mit dem
Verfahren von NELSON et al. (2) evaluiert. .. .
Ergebnisse und Diskussion: - : : :

Die Plasmaspiegel (mit peak time) von ACTH (9.00-10.00 h} und Cortisol (8.00-8.00 hj)
wiesen signifikante circadiane Schwankungen auf, gering signifikante dagegen hGH
(7.00-8.00 h} und Prolactin (2.00-3.00 h). Von den ‘Lymphozytensubpopulationen
zeigten signifikante circadiane Veranderungen (mit peak time): T-Lymphozyten (23.30
h), CD4*3% (23-24 h), CD4*45R¥ (00.30 h), CD8*3* {00 h), TCRAA Y (C0h),
TCRy-8 * (23-24 h), CD19¥ B-Zellen (21 h). Dagegen erwiesen sich tageszeitliche
Abweichungen von NK-Zellen, CD15*56%3% T-Zellen, CD1975% B-Zellen und
aktivierten T-Zellen (COB9™, HLA-DRT) als nicht signifikant. Diese Verénderungen
wurden picht - durch -tageszeitiche Schwankungen des Hé&matokritwertes

_ hervorgerufen (11.00-12.00 h). Diese Befunde zeigen eine inverse. Beziehung an

zwischen Plasma-Cortisol- (und ACTH-)Spiegel und der Zahl von. T-Lymphozyten und
inren Subpopulationen. Inwieweit Prolactin- bzw. hGH-Plasmaspiegel die chso™-
Aktivierung der-CD3 1 T-Lymphozyten bzw. die Zahl der NK-Zellen im vendsen Blut
beeinflussen kdnnen, muB in-weiteren Untersuchungen abgeklart werden.

1) T.O. KLEINE, R. HACKLER, K. EHLENZ, P. ZOFEL, J. ALBRECHT (1993) Im:
Biological Rhythms: from cell to man. (J.'BEAU, J.F. VIBERT -eds.) Polytechnica,
Paris, pp. 219-229. o .

2) W. NELSON, Y.L. TONG, F.HALBERG (1979) Chronabiologia 6: 305-323.
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: Elnltuﬂ der Streulichtlmmktur auf dle DNA Blldzytomeme verschiedener S
Knochenmarkzellen

Lakner, V. *, H. Auer**, A. Bicking **, B. Sommer***

‘).Abhe:iung Harnu.tologclOnkologm, K]mik und Poliklinik ﬁl: Innere Med:zm, Medizinische Fakuitﬁt dea'
o Universitat Rostock, E-Heydemann-StraBe, 18057 Rostock-
"') Instingt fir Patholopie an der Rheinisch-Westfilischen Technischen Hochschtﬂe, Pauwe]ssu'aﬂe 30,
* 52057 Aachen - ... . ;
**%) ABOS, Freisinger Strafle, 85336 Echmg

Ein seit langem bekannter Storfaktor der Mﬂu‘o,«skop—Photomeme - das durch
Geratecigenschaften des Mikroskops venursachte Streulicht (glare) - ist auch bei optimierter

Mikroskopeinrichtung nicht véilig zu vermeiden. Insbesondere bei sehr kleinen Meliobjekten :

kann dieser Mefifehler zu falsch erhshien Transmissionswerten betrachtlichen Grades fithren.
In der DNA-Bildzytometrie von nach Feulgen gefarbten Zellkemnen gewinnt dieses Phinomen
vor allem dann an Bedeutung, wenn die Kemflachen von Referenz- und Analysezellen erhebiich
-voneinander. abweichen. .. .In der. Software. der modemen ‘Videomikroskopie kann eine

Streulichitkoneknmr vurgtmommm werden, deren Optlmum alletdmgs im jewelhgen Iwia.'isystcm' o

‘ermittelt werden sollte, -

Unn den Einfhuf von Strenlicht und seiner Korreltur auf die Ergebnisse der DNA-, Zytom“tne n
[bestimmen, - wurden nach Feulgen gefirbte Knochenmarkausstriche wiederholt bei
verschiedenen Glarekorrekturen (von O % bis 6,3 %) an einem TV-Cytometer vom Typ CMI
der Firmia HUND untersucht. Analysiert viurden 8) myelische mononukledre Zellen (MZ) und
) Erythroblasten (EB)im Vergleich zu polymorphkemigen Granulozyten bzw. Lymphozytén
" aus denselben Priparaten als intemne Referenzzellen. Ergebnisse: :

1. D1e MeRwerte von EB, die einen hohen Anteil kleiner Keme aufweisen (Kemflachen < 25
um? ), werden am stirksten beeinfluft, Die im Idealfal} vertikale Anordnung der Wertepaare
" Kemifliche vs. DNA-Gehalt von diploiden Kemen weicht bei Messung ohne Glarekorrektinr im

Bereich kleiner Keme (< 20 um2 ) deutlich nach links ab dh, kleine Keme werden mit fabsch .- -

zu niedrigen Absorptionswerten gemessen. : _
2. Insgesamt verschiebt sich die Stammlinie der EB auBerdem nach links . Die
Stammlimenverschiebung wird durch Elimination von Kemen <15 um? nicht aufgehoben.

3. Bei deni viel groBeren Kemen der MZ (Mittelwedt > 65 um2 ) ist die Stammlinie ohne -

- (larekorrektur etwas nach rechts verschoben.

‘4 Bei Einsatz der Glarekorrektur werden in Abhangugkmt von der Farbmtmsnat und Flache der
 Keme die DNA-Werte von Knochenmarkzellen unterschiedlich stark lcorr:gien. (etwa Edeme
. EB > gofle EB > Lymphozytcn > Polymorphkemige > MZ).

5. Bei” Einsatz siner . Glarelcorrektur von: 3,0 % . bis 4,0 % - hebt =sich .die gegmsmmge

-Stemmiinienverschiebung der EB und MZ annshernd auf, die diploide EB-Population stellt .

sich im Diagramm Kernfliiche vs, DN A-Gehalt ebenfalls annshernd als Vertikale dar.

&, Glarekorrekturen vofi: > 4:% erwiesen:sich: als:zu-hoch. Mit zunehmender Glarekorrekmr:
- komint es zu einer trhéblichen - Stammhmenverschlebung derEB nach rechts und ztmehmend g

o falsch positiven *ancuploid evénts” in der. EB<Population..:

7. Polymorphkemige Gramdozyten aus demselben Praparat ergeben bex @iner: Gl.arekorrekmr_

von 3,0 bis 3.5:% mit beiden Analysezellpopulatiotien die beste Ubsreinstimmung <
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Die Aneuploidie als unabhéngiger prognostischer Parameter: ==
Verénderung der Therapiestrategie beim Prostatakarzinom

Th. Liedl', H. Gullmann’; F. Meisse?, B, Lisci A; Hofstefier, K. Schrol! -
e :

Urelogischa Unhzeri”ﬁ&smmk der Friedrich-Alexandsr-Universiist -
Maximilanspialz, 91054 Erlangen A
“Urotogische Univershiteklintk der Ludvwig-Maximilians-Universitst -
Klinlkum GroBhadern, Marchfoninistrae 15, 81377 Miinchen

Das Prostalakarzinom gehtint bei stelgender Inzdenz zu den hiufigsten Tuinorformen mannlicher Pa:
tisnten. Der Aullrag an die Kiinlk bestah! darin, den Prostatakrebs friikzelty 2u finden und bel Nach-
weis dem richtigen individusfien Therapleschema auzuordnen,

Dle Bastimmung. des zellutdran DNA-Gehalis hat In den letzlen Jahren wegen der erkennbarsn pro-
gnastischen Relsvanz und den vertretbaren Priiparationsauiwand dem Nachwals siner Kinischen Eln-
salzmaglichkelt erbracht. Als optimala Préparationsmethode hat sich dis DNA/Cytokeratin-Doppel-
markdsrung intakter Zellen zur Ausgrenzung stérender Subpopulationsn bewshtl Aufgrundeiner spe-
ziflschen Tumorblologte der Prostatalumoren Ist bel elnam Ghervdegen der tstraploiden Klone mif
41% der Antell aneuploider Karzinome mit knapp 10% sshr klain,

Der konsequents Minischs Routinssinsatz der DNA-Flowzylometrie al dlagnostische Screening-
methode schelnt zum gagenwitigen Zeltpunkt noch nicht sinnvolk zu ssin, da die flowziometrische
DNA-Analyse von Feinnadeiblopslen nichi die Sensiivitit und Spo.z!ﬂ!w der Zylo- und Histalogle als
der bewihrien Gewsbediagnostk erralcht. '
Die indlkafion zur DNA-Analyss mit prognostischer Fragesteliung wird absr In der grofien Grupps
der berelts gasicharten mitleldifferenzierton Prostatakarzinoms gasehen, die sich bel Diagnossstel:
lung In der intakien Prostatakapse! befinden. Es BBt sich mit der sicharsn Erfassung von DNA-anei)-
ptolden Karzinomen eine Hochﬂslkngmpps hestimmen. Durch die Voraussage, weiche der Patfen-
ten am Tumor selbst sterben und welche wahrschainlich sterben, bevar lhr Tumor sis titet, wird die
Entecheldung zwischen aggressiver und abwartender Behandlung auf sine objekiivre Grundlage
gestelit Da schon Kisinere ansupiolde Tumoren im Stadium T1/2 einen schnaileren Progren auf-
walsan, solle In dissen Féllen schon frither als bisher zur radikalen Operation geraten werdsn,
Auch fiir obere indikationsgranze zur Radikaloperation, die kapselUberschrefisndsn Tumoran im
Stadium T3, werden dsutiiche Unterschiede gesshen: Aneuplolde Patientsn in dieser Patientengrup-
pe werden vor elner GP kaurn mehr profitierer;, selbst wenn zusélzlich eine Homnon- oder Radiohe-
rapla erfolgen soltie. Daraus ergibt sich die Klinlsch wichtige Aussags, daB In lneilploldan T3-.
Stadlen eln kurativer aperativer Therapieansatz alcht versuchi werden solfte,

vi3 Induvaﬂonsgranzen der radikalen Prostateldomle kénnen durch DNA- -Analyse 2u beiden Seften— -

hin_besser definlert warden. Eine Verinderung der Theraplestrategle wird bl aneuplolden
Tumoren filr dte Invashve Theraple angsstrebt, nicht als Einschrinkung der Indikationsbrelts, sondam
im Sinne siner Verschigbung hin zu niedrigeren Turmorstadien alt bel suplolden Karzinomen.
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Flowzytometrische Diagnose der Plattenepithelmetaplasie in
Blasenspiilfiissigkeiten

Th. Lied!*, St Rembold®, B.-Ganzmann?, . Renner’, A. Hofstetier, K. Schrot! 5

Trologtsche Universititskiinlk der Friedrich-Alexander-Universitét
Maximiliansplatz, 916564 Erlangen
Wrojogische Universititskiinik der Ludwig-Madmilians-Universttit
Klintkum GroGhadern, MarchloninistraBe 15, 81377 Munchen

Selt der Etabftarung der flowzytometrischen Analyse des DNA/Cytokeratin-Gehaits ganzer Zellen Im

Jahr 1988 wurden an unseron Klinlksn liber 1000 Blasensplifiissigkelten standardislert gemassen -

und die Kinlschen Anwendungen dlessr Msthods untersucht. Im Verglsich 2ur Zylologle besieht dle
Kinische Werligkeit dieser frilher axperimentsilen Methode in der Auftrennung zyiologlsch gesicher-
ter Blassnkarzinoms in 2wel prognostisch bedeuteama Untergruppen, sowle in der Veriaufsbecbach-
tung von Biasenumorpatientsn zur verbasssrten Rezidiverksnnung.

Dis usrs_chiadenan Subpopulaﬂonen wie Enwndungszallan und Debris In den Proben knnen auf-
grund Ihrer Flucrsszenzetgsnschafien im standardisiertsn MeBaufbau identifien werden. Bat der
Auswerlung groler Patientenkollekiive sollien aber auch seltens Diagnoesen sicher erfall werden.
Durch tle-Wah!-des- Antkbrpers gagen ausgewshite Gylokeratinsubgruppen des Moll-Schamas
ga!lngt 8% zusilzﬂch 2wischen den Urothalteri (milt etner siarken Férbung filr 8,18,19) und dan Pia-
tenaplthellen (die nur 18 exprimisreh) 2l unerschelden.

Plattenepitheimetaptaslen als Sonderform disser Zelignuppe grenzen slch sbenfalls Im Fluorsszenz

bild sindeutly von Entzﬁndunga und Urothelzelien ab. Sle sind darliberhinaus die elnzlgan vOn uns
blsher aufgsfundenen, Kinjsch gutartigsn Verinderungen, dle flowzylomeirisch das Bild elner Aneu-
ploldie zeigen, Dlese entstzhen miglicherwsise dur_eh' nicht-stichlometrische DNA-Farbsioffibindung
odsr durch Anféiroung Ihrer vermenrt vorhandenen zylopiasmatischon RNA. Der Metapiasie selbst
kbnnen keine Chromosomenverénderungsn zugaordnst werden. An einer eigenen Vertaufsuniersu-

chung der kisinen Pﬂiamongruppe A reinar Piatienepithelmetapiasie, die sich jJahrelang in-unssrer .

Ubelwachunyg befand;_ konnte auch Kinlsch und Zytologlech keln Gbergang in sin Karzinom fesige-
slelit werden.

Mit der standardisierien flowzylomatrischan Mahrparamsteranalyse konnte elne wichtige Fehlerquer
le der Elnpmmétemusaurig sllminiert werden, dis 2u siner faltch hohen Ansuploldierate gefhrt
hatts. Dle erreichte sehrhohe Spazifitit und Sensitivitét fUr den Parameter Anguploldie |88t nun die
Elnteliungin verschledem Prognosegmppan mlt der fUr dan Kinlschen Elnaaiz etforderichen Zwer

Hissigkah zu.
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'DNA?Inétaﬁilitét in hﬁﬁénen;Lymphozfﬁeﬁ
wahrend des Alterns:
nApoptose oder Nekrose ?
t’
M.A. Moﬁetafa und' W. Sachsse
Instltut f Genetik Uni., Mainz

pie ]?NA-Instabilité.t wihrend des Alterns Xann man in der
jetzigen Zeit nicht mehr dbersehen.

Wahrend der 1etzt:en‘ ' 25 Jahre zeigten uns die Igarontolo—
gischen Untersuchungen eine reproduzierbare, altersabhan-
gige DNA-Instabilitat in Form von:

-- Chromoscmenaberration,

- Séhwesterchromat idaustausch,
- DNA-Strangbruch,

- DNA_Aneup101dle.

-~ Mikrokernfrequenz.

Gemé@ der Selbstmord-Hypothese fithrt die DNA-Instabilitat
Zu eilnem.programmierten Zellted ( Apoptose ), Mit ihm er-
wartet man eine Zunahme der apoptotischen Zellen wahrend
des Alterns.

Mit Hilf_e von DNA - Entspiralisierungs - Verfahren und
dem Komet-Assay konnten wir =zeigen, daPB die DNA-Frag-
mentierung wahrend des Alterns zunimmt..

Unerwarte? zeigten uns die FCM - Untersuchungen keine
altersabhéngigen Verédnderungen in den Apoptosefrequen-
zen trotz Anstiegs der DNA-Fragmentierung im hohen Alter.
Dagegen zeigten diese Untersuchungen einen deutlichen An-
stieqg des nicht-programmierten Zelltcdes ( Nekrose ) mit
zunehmenden Alters,

Rus dieser Arbeit stellten wir folgendes fest:

- Da.s Komet Verfahren kann keine leferenzlerung zwischen
Apoptose und Nekraose liefern.

- Die Fluﬁzytometrze ist in der Lage, solche Differen-
) 21erungen zu erfassen, ‘ : ’

-.Der nicht programmierte Zelltod hauft smh 1m ther.

- Der Zusammenhang zwischen Selbstmord - Hypothese und Al-
~tern ist ein Licht ohne Schatten,
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Untersuchungen zur Populationadynamik von Saccharomyces ceraevisige anhand )

flowcytometrischer Messung des 38-Hydroxysterol- und DNS—-Gshaltes

Susann Miller. Andreas Lische, Thomas Bley
WiP_- Arbeitsgupne Biosignale. Permoserstr. 15. 0 - 705Q Leipzig

Methoden zur Charakterigierung des physiclogischen Zustandes mikrobieller Populationen und
dabei inshesondera dia Flowcytometrie werden fir das Monitoring biotechnischer Prozesea
zunehmend unverzichtbar. Die Eigenschaften solcher Populationen werden durch . die
Eiganschaften der enthaltenen Individuen bestimmt. insbesondera bei der Kultivierung der
Bickerhefe ist das Wissen um die Mdgtichkeit siner Steusrung mittals Zytometrie wegen der
Vialschichtigkeit der ablaufenden Prozesse von groer Bedautung. .

Mit dieser Methode kinnen die wesentiichen. Qualltdt und Quantitdt . der Backhefe
beeinflussenden intrazelluldren Parameter charakterisiart werden.

Dazu z#hisn., ebenso wie der DNS—-Gehait. der Gehatt an membrangebundensn 33—
Hvdroxvstarolen, Diese (barnenmen im Metabolismus dar Hefazelle neben inrer Aufgabe. den
Zalizyklus zuinitiieren. eine Schutzfunktion durch Kendensation daer Phospholibide der Membran.

Dia Methadik zur Markierung-der -38~Hydroxysterale fir Rowcytomeirische Messungen wurda
erarbeitet und inre Aussagetihikeit an verschiedensn Hefestimmen aufgezeigt. Dag an FITC
qekoppelte Poiven—Macrolid—-Antibiotikum Nystalin erwies sich auf Grund seiner struktureflen
Einenschaften als idealer Marker tUr Membransterole sowohl in Hefezellen als auch in
menschtichen Zellsvstamen.

Flowcviomatrische Messungen wurden sowohl an batch- als auch an fed-batch—Kulturen
voraenommen. Zu Beginn der Proliteration war in beiden Fillen eine rapide Zunahme des 38—
Hydroxvstarolgehaltes zu verzeichnan, Gegen Ende traten bimodale Verteilungen aut, die auf
differenzierte Stoffwechselaktivititen der Zeflen hinweisen. Ein hoher Sterolgehatt zu Beginn
einer Farmantation gewiihrieistet durch dia schnelle Initierung der Proliferation sine hdhers
quantitative Ausbeute an Zetimaterial, ’

Einhoher Steroigehaitgegen Ende einar industriellen fed-batch-Kultivierung. vorausgesetzt. die
Zellen befinden sich in der G1-Phase des Zellzyklus, garantieren eine Backhefe mit
ausgezeichneter Triabkraft und langer Lagerfihigkeit. Strefifaktoren, wie die Zugaba von hohen
Konzentrationen Glucose. werden durch den Einbau der 3B-Hydroxysterale in die Membran
kKompensiaert. Sauerstoffmangel erniedrigt den intrazelluliiren Gehalt an 38-Hydroxysterolen.

Weitere informationen iber den metabofischen Zustand der Hefepopulation wurden durch
- Charakterserung der Zelen beziiglich ihres Nesutrallipidgenattes (Strefi- und Reservestot) und
© mittels Vorwirts- und Rechtwinkelstreuung gewonnen. wobei letztere hinsichtlich
zelizvkiusabhinoiger Anderungen in der Membrankonsistenz der Zellen beim On - line —
Monitoring biotechnischer Prozesse zur Anwendunag gebracht werden kann.

e
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Untersuchungen zur Integrinexpressicn und zum Zellzyklus .
bel immortalisierten Hepatozyten in der Zell-Matrix-
Wechzelwirkung

‘Barbara Nebe, 'Agnes Knopp, ‘Joachim Rychly, *Wolfgang
Bohn, °*Michael Strauss . :

‘Universitlt Rostock, Klinik fiir Inmere Medizin;
Heinrich-Pette-Institut Hamburg; *Max-Delbrick-Institut
fir Molekularkiologie Berlin-Ruch .

Integrine spielen eine wesentliche Rolle in der Signal-
transduktion zwischen Zellen und der extrazelluliren
Matrix. Mit der DurchfiuBcytometrie wurde die Expression
der Integrinsubeinheit 81, sowie der fdr die Spezifitar
gegeniiber Matrixproteinen zustindigen g-Ketten 2 ,4, 5, 6
bei immertalisierten Hepatocytem unter verschiedenen

‘Kulturbedingungen untersucht.

Verschiedene Methoden zum Abldsen der adhirenten Zellen
Bir die durchflufcytometrische Analyse in der Suspension
beeinfluften nicht die ermittelte Integrinexpression. Die
Beurteilung des FSC/SSC zeigte, dag Trypsinierung anderen
enzymatischen Methoden, wie Digpase- und Kollagenase-
behandlung vorzuziehen ist, o )

Mit der DNA Cytometrie wurde nachgewiesen, daf subkon-
fluente Kulturen einen Anteil von 30% der Zellen im
Zellzyklus aufwiesen, wihrend konfluente Kulturen our
wenig proliferierende Zellen enthielten.

Sowohl in konfluenten als auch in subkonfluenten Rulturen

zeigen die Zellen eine besonders starke und stabile
Expression von g2. A4 wurde in konfluenten Kulturen
exprimiert und war in vergleichbaren subkonfluenten
Kulturen negativ.

Kultivierung der Zellen auf Matrixproteinen, wie Kollagen
IV ung Laminin, die von den Hepatogzyten selbgt nicht
produziert wurden, zeigten, da® g2 und f1 bei konfluenten
Kulturen auf Xollagen IV verstarkt exprimiert wurden.
Durch Doppelmarkierung von Integrin (FITC) und DNA {PI)
lieR sich zeigen, da® proliferierende Zellen eine leicht
e;héhte Expression von a2 aufwiesen.

Die Untersuchungen zeigen, daf in Abhangigkeit von .der
Konfluenz der Xultur Integrine unterschiedlich axprimiert
werden kdnnen, méglicherweise entweder durch Zell-Zell-
Kontskt oder durch verdnderte Proliferatiom. )
Matrixproteine, wie Kollagen IV beeinflussen die

.Integrinexpressicn ebenfalls in-Abhéngigkeip;vpn der

Konfluenz,
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Nachweis von Aneuploidiea bei hiimatologischen Erkrankungen mittels DurchﬂuB-
Zytometrie und zytogenetischer Chromosomenanalyse - Metho_den_vergleich

Uta Qelschigigel, Brigitte Mohr und Ralf Nowak

Medizinische Akademie Dresden; Klinik fiir Innere Medizin; Abt. Himatologie/ Onkologm:
Fesscherstr. 74; 01307 Dresden

Bei malignen hamatologischen Erkrankungen treten neben strukturetfen auch gehauft
numerische Abweichungen vom normalen Chromosomensatz, d.h. Aneuploidien, auf,
Diese werden mittels zytogenetischer Chromosomenanalyse erfalt . Der Nachweis von
Aneuploidien kann auch durchfluBzytometrisch erfolgen, wobei wir der DNS-
Quantifiziereng eine Immunphanotypisierung voranstelien, um die malignen Zelien von
der normalen Resthimatopoese abzugrenzen,

Mit den genannten Methoden wurden bei uns 1992/93 Myelodysplasien (11 Patienten),
NHL (13), Akute Myeloische Leukimien (9) und Akute Lymphatische Leukimien (9)
untersucht.

Ein Vorteil der durchﬂuﬂzytometnschen Methode besteht darin, daB Aneuplmdlen auch in
nicht proliferierenden Zellen, wie haufig bei Erkrankungen der Lymphopoese vorhanden,
nachweisbar sind. Zytogenetisch falsch negative Befunde sind méglich, wenn der
pathologische Klon nicht ausreichend proliferiert.

Mit der hier aufgeflhrten durchﬂuﬁzytometnschen Methode zur Erfassung der
Proliferationsrate kann indirekt ermittelt werden, welcher Zellsubpopulation dig

mittels Zytogenetik analysierten Mitosen zuznordnen sind.

Andererseits kbnnen prozentual geringe Abweichungen im DNS-Gehalt, wie das -
5q-Mangel-Syndrom oder die Trisomie 21 bei Myelodysplasxen nur zytogenettsch s:cher
erfaft werden.

Durch gezielte Kombmatmn beider zum Nachweis einer Aneup[odw moglichen Methoden
kann sich die Validitit der Befunde erhéhen lassen. .
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ATP-ABHANGIGE EXP%LSION VON MCBE-GLUTATHIONE-ADDUKTE IN
RATTEN-, HAHSEN- UND MENSCHLICHEN ZELLEN.

¥. Poot, T.J. Kavanagh (+), P.S. Rabinovitch (++),
A. Grdssmann (*), J. Kohler und H. Hohn.

Institut filir Humangenetik der Universitidt Wirzburg,
Biozentrum, Am Hubland, 97074 Wirzburg, und (+) Department of
Med:.c:.ne, Division of Pulmonary and Critical Care Medicine,
(++) Department of Pathology, (*) Department of Comparative
Medicine, University of Washington, Seattle, WA 98195, U.S.A.

Mittels kontinuierlicher durchflufzytometrischer Analyse der
Fluoreszensintensitdt nach Anfarbung mit dem Glutathionfarb-
stoff Mono-Chloro-Bimane (MCB} bei 37 °C wurde versucht die
Glutatﬁhion-s-'l'ransferase-mctivitat von Ratten-, Miusen- und
menschlichen Zellen zu erfassen. fn den ersten zwei Minuten
der Analyse in Anwesenheit wvon untergchiedlichen Konzentra-
tionen von MCB zeigte sich eine steile Zunahme in dexr
Fluoreszensintensitit, welche danach in ein Plateau iiberging.
Bei Beobachtungszeiten lénger als 10 Minuten konnte jedoch in
Fibroblasten aus Ratten und Miusen ein Abfall der Fluoreszenz
vermessen werden. Sowohl die Hbhe als auch die Liange des
Plateaus waren abhidngig wvor der MCB-Konzentration.
Menschliche periphere Blut-Lymphozyten zeigten zwar keinen
Verlust der Fluoreszensintensitit, jedoch konnte eine Zeit-
Abhdngige Zunahme der Fluoreszenz im Medium beobachtet
werden. Der Verlust der MCB-Fluoreszenz konnte verhindert
werden durch Behandlung der Zellen mit Probenicid, ein
Hemmstoff der ATP-abhingigen Anionpumpen, wihrend Dicoumarcl
und Acivicin keine Wirkung zeigten. Die Hohe der Fluoreszens-
intensitdt wurde nicht von Probenicid beeinflulit. Aus diesen
Beobachtungen ist zu schlieflen, daf eine ATP-abhéngige
Membranpumpe Glutathionaddukte aus Zellen herauspumpt. Die
Implikationen dieser Beobachtungen fiir die durxchflufizyto-
metrische Erfassung des. gellularen Thlolsp:_egels werden
diskutiert.
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Die Bedeutung der LDL-Rezeptor-Expression auf
Monozyten fiir den Lipoproteinabfall in der-
~ Akute-Phase-Reaktion

Peter Reutter, Thomas Nebe, Karin Hartmann und Reinhard Kattermann

nstitut fir Klinische Chemie am Klinikum Mannheim
Klinische Fakultit Mannheim der Universitit Heidelberg
Postfach 100023, D-68167 Mannheim

Im Rahmen einer Entziindung steigen in der sogenannten systemischen Phase die
Akut-Phase-Proteine (CRP, SAA, Alpha-1-Antitrypsin, u.a.) an, wihrend die
Anti-Akut-Phase-Proteine abfallen (Prialbumin, Albumin, Lipoproteine und
Transferrin), Hauptverursacher dieser Immunantwort sind vor allem die von akti-
vierten Monozyten/Makrophagen abgegebenen Zytokine wie Tumornekrosefak-
toren und Interleukine. Diese stimulieren einerseits die Synthese der Akut-Phase-
Proteine (IL-6), und hemmen andererseits die Synthese der Anti-Akut-Phase-
Proteine (TNF-Beta). Im Rahmen einer Studie an Patienten mit akuter Pankreati-
tis sollte geklart werden, ob der Lipoproteinabfall in der Akut-Phase mit einer ge-
steigerten “LIDIL-Rezeptor-Expression auf Leukozyten einhergeht. Mit einemn
flowzytometrischen - Flucreszenz-Immuno-Assay wurde die LDL-Rezeptor-
Expression- auf Monozyten, die sich schon im Rabmen der Familifiren-
Hypercholesterinimie-Diagnostik als geeignete Zellen erwiesen haben; sofort
nach der Probenentnahme gemessen. Analysiert wurden die Tage 1, 2, 3, 5 und 8
nach Aufnzhme auf die Intensivstation, sowie weiterhin in zwei- bis dreitigigen
Abstanden bis diz Patienten (1=12) auf Normalstation verlegt wurden oder ver-
storben waren. Neben der LDE-Rezeptor-Expression auf Monozyten wurden
Cholesterin, Triglyzeride, Amylase, Elastase,” Apo-Al, Apo-B und CRP be-
stimmi, sowie Erythrozyien, Thrombozyten, Leukozyten und Differentialblutbild.
Trotz der Heterogenitit der Patientengruppe zeigte sich zu Beginn der Aufnabme
auf die Intensivstation ¢ine Erhohung der LDL-Rezeptor-Expression auf Mono-
Zyten um das 2-4fache der Werte eines Vergleichskollektivs gesunder Probanden
(n==16) bei 9 der 12 Patienten. Diese Erhéhung normalisierte sich innerhalb der
ersten. 7 Tage, Bei 4 Patienten stieg die initiale Rezeptorexpression weiter an,
und erreichte Werte von bis zum 5-fachen der Vergleichswerie gesunder Proban-
den. Die Werte der LDE-Rezeptor-Expression kotrelierten nicht oder nur gering
mit den Werten von Cholesterin, Triglyzeriden, Alpha-Amylase, Elastase,
Apo-Al, Apo-B und CRP. Eine miige Korrelation von r = 0,4 zeigte sich mit
der absoluten Monozytenzahl, Es ist daher von éiner zytokin- und nicht von einer
Cholesterin-Spiegel-regulierten LDL-Rezeptor-Expression - auszugehen Diese
These muB in weiteren in-vitro Experimenten verifiziert werden.
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Strahleninduzierte Mikrokernbildung bei Séuger- und Fischzellinien
unter verschiedenen Nahrmedienbedingungen

el

’a;g;;;
J. Rickert und H.G. Miltenburger 3.

Laboratorium fiir Mutagenitétspriifung {LMP), Technische Hochschule Darmstadt, D-64287 Darmstadt

DurchfluBzytometrische Messungen zur Bestimmung der strahfeninduzierten
Mikrokernhéufigkeit bei den Sdugerzellinien V79, Balb 3T3 und L929, die an FKS-
Anteile des Nihrmediums von 2 %, 5 % und 10 % adaptiert waren, wurden mit
Messungen an Fischzellinien {D11, RTG-2 und ULF-23HU) verglichen, deten
Einsatz als Alternative zu in vivo Toxizitatstests derzeit diskutiert wird. Mit den
Fischzellinien gelang eine befriedigende Kullivierung mit FKS-Gehalten unter
10 % allerdings bislang nicht. Als gut dosierbares schidigendes Agens wurde
eine Réntgenstrahlendosis von 8 Gy eingesetzt (200 kv, 19mA, 4 mm Al Filter,
Dosisleistung 0,7 Gy/Min.). Mikrokerne wurden nach Herstellung einer moglichst
reinen Suspension von Kernen/Mikrokernen [Nisse M. und Kramer J., 1984]-mit
einem Partec PAS-Il Zytometer (DAPI-Anfdrbung) erfaBt.

Die V79-Zetlen reagierten bei niedrigerem FKS-Gehalt als 10 % mit einer Zunah-
me der Haufigkeit an Mikrokernen, Balb 3T3-Zellen zeigten in Nahrmedien mit
unterschiedlichem FKS-Gehalt keine Unterschiede in der. Mikrokernhaufigkeit
und die L929-Zellen reagierten bei htherem FKS-Gehalt mit der Bildung von
deutlich mehr Mikrokernen. :

Nach Bestrahlung mit der gleichen Strahlendosis von 8 Gy fanden sich in den
Fischzellinien vergleichsweise niedrigere induzierte Mikrokernhiutigkeiten als
bet den Sdugerzeilen. Bei alien drei Zellinien iagen sie z.T. nur geringfligig héher
als die Spontanhaufigkeit von ca. 6-14 %.

Die Unterschiede bei der Mikrokern-induktion in den drei Saugerzellinien zeigen,
dab die "geeignete" Zellinie unter "geeigneten” Nahrmediumbedingungen einge-
setzt werden mus, um relevanie Ergebnisse zu erzielen. Die schwache zytogene-
tische Reaktion der Fischzeilen weist auf eine hohere "Resistenz" gegeniiber
ionisierender Strahlung dieser somatischen Zellen aus aquatischen Vertebraten
mit einem der niedrigeren Korpertemperatur angepafBten Stoffwechsel hin. Auch
die langeren Zellzykluszeiten der Fischzellen (ca. 50 h) im Vergleich zu denen der
Séugerzellen (12-18 h) kdnnten die Ausprigung des zytogenetischen Schadens
beeinflussen, '
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N COMPARISON OF FLOW CYTOMETRIC STUDIES ON DRUG TRANSPO&T WfTH
MDR1 M-RNA LEVEL IN PATIENTS WIfH HEMATOLOGICAL MALIGNANCIES

E. Roller, F. Griinebach, U. Griese, B. Klumpp, . Krause and K.
. Schumacher . . . s : . - Lo

Robert-Bosch Hospital, Auerbachstr. 110, 70341 Stuttgart

Drug resistance is still the major cause of treatment failure in
hematological malignancies. The classical multidrug resistance
is associated with an increased drug efflux and mediated by the
overexpression of the MDR1 gene which codes for a 170 XD plasma
membrane glycoprotein termed P-170.

In gradient-separated peripheral bloocd samples MDR1 mRNA was
quantified using a competitive PCR assay. In the multicolor flow
: Cytometric system we analysed P-170 expression with ‘the mAB
MRK16 directed towards an extracellular epitope. of P-170 not
¢ross-reacting with MDR2/3 glycoprotein.

Additional we performed .functional ‘measurement of the P-170
cefflux pump with the fluorescence dye rhodamine 123 (R123).

In cur study we identified MRK16 positive cells which failed to
efflux R123, nevertheless we found good- correlation between
quatitative PCR and rhodamine assay.

Detection of MDR1 overexpression may alsec serve as a marker for
minimal residual disease. : i : s T

Supported by the Robert-Bosch Foundation’
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Underreplication in the Drosophila ovary
Helm:ut Zacharias

Windmiihlenberg 6, D-24631 Langwedel
Fax: #0)431-314061,  Tel: +(0)4329-1272

Underreplication characterizes the growth of many nuclei in
somatic tissues from different Diptera (e.g. 1). The novel
karyotype of Drosophila nasutoides has the advantage that 62%
of the genomic DNA iz contained in a single chromoscme (2, 3).
In the present study, this unusual chromosome 4 was shown to. be
underrepresented in the nuclei of the follicular epithelium as
well as in the 15 nurse cell nuclei of the follicle.

The trigger for permanent underreplication becomes effective
with endocycle 1 in epithelium and with cycle 1 or 2 in nurse
ceils. Nuclei of the latter were investigated as polyneme endo-
metaphases and, later, during multiplication of their polypicid
euchromatic elements. The maximum rumber of endcreplications by
euchromatin DNA was 5 in the epithelium and 11 in purse cells.
The extremely high DNA content of the latter is similar to that
in larval salivary glands. Data were obtained by 2-parameter
records from single nuclei with a scanning microphotometer.
Replication analysis was based on the 4C DNa-content of meta-
phases (4) and supported by our SIMREP program (5).

Selective endoreplication demonstrates that nurse cells
have lost any generative capacity. They are the ultimate cells
to leave the germ line and are subiject to terminal differents-
ation in female ontogeny. .

Supported by the DFG and by Helia Richter.

REFERENCES:
(1) Zacharias.H 1584, Chromosoma 89: 263-273. )
(2) Zacharias H 1986, Roux’s arch Dev Biol 195: 378-338.
(3) Zacharias H 1990, Chromesoma 99: 24-35,
{4) Zacharias H 1993, Genome 36: 294-301.
(5) Zacharias H & Neumann P 1989, Computer Meth Progr Biomed
281 235=-242. ’ ’ T : :
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Zum EinfluB von B—Carotin. Vitamin ¢ und E auf orale Dysplasien

J. Ztllert, M. Flentje?, H. Maier®, I.A. Born*, H. Osswald®
Klinik und Poliklinik fir Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie (Arztl.
Direktor: Prof. Dr, :Dr., J, Mihling), Universitit Heidelberg

2Rediclogische Universitdt Klinik (Direktor: Prof. Dr. Dr. M.
Wannenmacher)

SHals-Nasen-Chrenklinik (Arztl.Direktor: Prof. Dr. H. Weidauer),
Universitiét Heidelberg

‘Pathologisches Institut der Universitat Heidelberg (Direktor:
Prof.Dr. H., F. Otto)

_5Deuts¢hes Krebsforschungszentrum Heidelberg

Etfahrungsgeﬁﬁﬁj'tritt beim Mundhﬁhlénkarzinom -eine himatogene
...Fezmmetastasierung relativ spdt auf, Flir die unglnstige Prognose
ist meist das loko-regionfire Rezidiv bestimmend. Daneben werden
1‘Zunehﬁénd.Zweitkarzinome becbachtet. .Diese Karzincme entstehen

" -in der Regel auf dem Boden von dysplastischen - Schleimhsutverdn-

.-_depungen.'

Ziel der Studie war es, ‘den EinfluB des Provitamins A B-Carotin
sbwie'_def- antioxidativ-wirksamen Vitaﬁiné c uﬂd' E auf’ orale
‘Dysplasien zu untersuchen. : o ' '

In Rshmen - einer klinischen Pilotstudie an iZ Patientenr nach

précperativer Chemotherapie und Operation sowie an 12 Patienten

mit Leukoplakien konnte mit einer niedrig dosierten Polyvitamin-

prévention/therapie mit beta-Carotin, Vitamin C und E ein
"Downgrading” von Dysplasien erzielt werden, s

Hierbei waren eine Reduktion erh&hter zellkinetischer Parameter,
wie des S-Phasenanteils oder der mittleren NOR-Zahl - pro - Zell-
kern, eine_Ahnahme_des pfqzentualen Anteils_der_Mikronuk;ei_und

eine “Normalisierung" der Zytokeratin-Genexpression zu beobach-

ten. Bei Sistieren des Alkohol- und Tabskabusus war der Vitami-
" neffekt auf eine Redifferenzierung der oralen Scbleimhgéte . ‘aus~-
geprigter als bei weiterer Zufuhr dieser Noxen.
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' Zellzihtung mit Koinzidenzkorrektur - Der neue COULTER® Counter Z1
Dipl.-oec. Jorg Stucki

Coulter Electronics GmbH
. Europark Fichtenhain B13
47705 Krefeld

Die Zellzahl ist in vielen Bereichen, wie z. B. der Pharmazie, der Ze_aﬂbiblogié, der
Medizin- oder avch der. Meeresforschung ein wichtiges Beulftcilung'smérkm_al. ;

" . wDernewen: COULTER® CountsrZ1-ist deshalb speziell fiir die Anforderungen in

“der. Zellanalytik “entwickelt. . Bxakte Zihlung, “prizise Ansaugvolumina,
automatische Arbeitsabliiufe und einfachste Bedienung kennzeichnen das System.

Das Z1 zihlt Zellen in einem GrisBenbereich von 1 - 120 pm, Mit einer Breite von
nur 26,5 cm paBt er auch in das kleinste Labor, '

Die in das System integrierte Koinzidenzkorrektur garantiert eine exakte Zahlung
der Zellen und verhindert eine Verfilschung der Zelizahl durch Dublettenmessung
.Z. B. bet hoch konzentrierten Suspensionen. Ein neues quecksilberfreies Melisystem
* sorgt filr genaueste Assaugvolumina, die z. B. fir exakte Zellkonzentrationsbe-
- stimmungen notwendig sind,” ' ' :

' Vollautomatische Setup und .Kalibrationsrouti'nen machen das Z1- sehr leicht
bedienbar. Der Anwender schaltet ein und das Gerit ist meBbereit. Das Z1 kalibriert
sich auch bei Kapillarwechseln automatisch. . - cL

- Die minimale: Ansaugmenge betriigt 0,1 mi, so daB auch geringste Probenmengen
fiir eine Messung ausreichen. Ein geschwindigkeitsvariabler Riihrer garantiert z. B.
bei proBeren Zellen eine “homogene Suspension, “Der Anwender erhilt seine

MeBwerte entweder als absolute Zellzahl oder als Zellkonzentration (Zellzahl/ml).
Die Datenausgabe erfolgt iiber ein separates LCD-Display oder automatisch iiber
einen anschlieBbaren Drucker. : ' ’
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Optilyse- das -neue Lysereagenz von Immunotech - .

" André von Agthoven

Department Anticorps
Immunotech SA, Marseille, France

In  heutigen Routinelabors, ) die moderne DurchfluBzytometer und
direktkonjugierte monoklonale ~Antikérper benutzen, ist hdufig die
Methode, ‘die zur- Lyse von Vollblutproben verwandt ‘wird, der Hauptfaktor,

-, der Probleme und Variationen. in den Ergebnissen:ven Blutanalysen bringt .

Immunotech hat neue spezielle . Lyseverfahren entwickelt, .die mehrere
Vorteile gegeniiber bestehenden Methoden. " aufweisen.  Sie. zeigen gut
reproduzierbare Ergebnisse, auch bei problematischen Blutproben. Die
Leukozytenpopulationen . lassen sich sauber: voneirander:-abtrennen und gut
konservieren; auBerdem sind sie sehr einfach. zu. beputzen. -

Um optimale Ergebnisse zu erzielen, haben wir unterschiedliche Reagenzien
fiir die drei meistbenutzten DurchfluBzytometer der grofien Hersteller

Coulter, Ortho und Becton Dickinsen ausgearbeitet, die auf die speziellen

technischen Eigenschaften der einzelnen Gerite abgestimmt. sind -{Optilyse .-

C fiir Coulter, Optilyse B fiir Becton Dickinsor. und Ortho).
Beide Lysesysteme kénmen mit I0Test Antikérpern benutzt werden, aber auch
in einem zeitsparenden “no-wash” Protckoll. Mes ist edin’ dedtlicher

_Vorteil, da Waschschritte - zum..Verlust. von Zellen fiikren. und “dadurch -
Analyseergebnisse verfidlschen konnen.

Un Probleme mit unspezifischer Fluereszeng durch nicht entfernte
Antikdrper zn vermeiden, hat Immunotech eine neue Produktlinie mit  dem
Namen OptiClone entwickelt, die auf ein "no-wash” Verfahren abgestimmt
ist. Die OptiClone-Linie enthadlt verschiedene, fertig gemischte
Antikérperpaare, die jeweils direkt pekoppelt sind.

Optilyse und OptiClone werden zusammen als OptiSystem vermarktet.
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CARL H. HILGERS Technisches Biiro HauptstraBe 82 53639 Konigswmter
TEL.: 02223 - 22268 FAX.: 02223 - 27594

Abstrakt Giber DNA Zytophotometer CYDOK fiir Heidelberger Zytometrie Symposium 1993.

Die Bedentung des Zellkern-DNA-Gehaltes fiir die Tumordiagnostik wurde bereits 1936 in der grund-
legenden Arbeit von T.Casperson erkannt. Aneuploidie ist heute international als Neoplasie-Marker
akzeptiert. (Rosenthal, Analytical and Quant.Cytologie, 1990), Aufgrund nachgewiesener prognostischer
Relevanz der DNA Histogramm-Parameter kann die Therapie unter gleichzeitiger Berlicksichtigung des
Stadium (TNM System) optimiert werden,

CYDOK' wurde als interaktives DNA Zytophotometer auf der Basis eines handelsiiblichen IBM-
kompatiblen PC konzipiert. Das Gerit besteht aus diesern PC sowie einer Schwarz-Weil Videokamera mit
linearer Kennlinie, die auf dem Mikroskop montiert ist. Ein Tintenstrahldrucker oder alternativ ein Laser
Drucker dient zur Erstellung des Histogramms und zum Ausdruck von Zellkern-Bildern.

Die Messung. erfolgt. densitomerrisch, wobei nicht nur. die Dichte des Feulgen gefirbten Kerns sondern
auch seine Gréfe in einem 2-stufigen Algorithmus erfadt werden. Die mit der Mays angeklickten Kerne
werden markiert und die Mefiwerte gespeichert

“Das ‘Bésondere an-CYDOK- besteht daﬁn, daB das Gerdt einmal gefundene Mefiwerte nicht nur in Zahlen
umwandelt, sondern fur hiufig notwendige Nachkontrollen die Zellkernbilder im Speicher behilt. Sie
konnen auf Wunsch. aufgerufen werden wad in diesem Stadium noch geldscht oder ihre Zuordnung
korrigiert werden, Dies wird durch eine relativ aufwendige Bildverarbeitungskarte im PC erreicht,

Diese Bildverarbeitungskarte erlaubt es, sowohl die Messung, als auch in der Routine immer wieder

vorkommende Bildbearbeitungen, wie Trennen und Verbinden, im Life-Bild vorzunehmen.

Die Plausibilitit einer Messung kann jederzeit durch Aufrufen des Histogramms kontrolliert werden, Zum
~ Abschlufl wird das Histogramm mit den dazugehdrigen Daten anf dem Bildschirm oder auf dem Drucker

dokumentiert, wobei das Bild-Tableau mit den aufgereiliten gemessenen Kernen ebenfalls gedruckt werden

CYDOK arbeitet mit einer Bildfrequenz von 60 Herz und liefert 2in ruhiges, klares und helles Bild.

Das in Mikroskop-Photometern stérende Strenlichr wird Gber Software korrigiert -

Die Mebzeit pro Aussstrich betrdigt je nach Zustand des Priiparates ¢a 15 - 30 min fiir 100 Diagnose- und

ca 20 Referenzkerne,

Optionell kann CYDOK fir murphomemsche Messungen, Rezepmranalyse AgNOR Quantlﬁznemng oder

" normale Bildanalyse emg&sem werden. Auch existiert ein Programm zur Speicherung, Verbesserung,

.erdergabe und Archivierung nukroskoplscher- und Makroskoplscher Bilder.
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medac: News auf dem durchflufzytometrischen Markt.
© #. Steinbrecher

medac
Gegellschaft far klinische
Spezialpréparate mbi
" 'Fehlandtstr. 3
D-2000 Hamburg 36

Seit 1970 bietet medac Diagnostika polyklonale, -Antikérper- und Lektine
far immunologische Methoden an. Seit 2 Jahrern bieten wir speziell far
die Durchflufizytometrie entwickelte Reagenzien an. Unsere grofie Pa-
lette von direkt konjugierten Antikdrpern umfagt FITC-, PE- und TRI-
COLOR - Konjugate

TRI- COLOR haben wir vor. 2 Jahren als Farbstoff. fur -die Dre:.farb -Ana-
lyse eingefihrt. Hierbei handelt es sich um ein Tandem- K.cnjugac aus
Fhycoerythrin und Cyanin &, welches bei 488 nm optimal anre_ghar ist
und bei 670 om im Rotbereich emitriert. Damit ist TRI-COLOR neben
FITC- und PE-Kenjugaten zur Dreifarb-Analyse prddestiniert. Die Kom-
pensation -2t PE betrdgt < 2 %. Hierdurch ist es mbglich, seltene Anti-
gene eindeutig zu differenzieren und auch gleichzeitig drei Farbpara-
meter zur eindeutigen Datendlskr:.m:.m.erung zu bestimmen und zu nutzen.

Bktuell bieten wir 5 sekundare Antikdrper und 25 monoklon:al_.e Antikdr-
per direkt TRI-COLOR-konjugiert gegem humane und Maus-Antigene. an.
Diese Palette wird stdndig ausgebaut und wir werden einige neue High-

lights kurz heleuchten  kénnen. HNeben -diesen - Spezialprdparaten bieten- -

wir viele FITC- und R-PE- kcnjuglerte Produkte 11: heher Qual:.tét und zu
einem fairen Preis an.

medac Diagostika ais Gesellschaft fiir klinische Spezialpréparate wird
in Zukunft weiter dazu beitragen, durch ginostige Produkte und  durch
Spezialpraparate die Routine und die Forschung wzu férdern und. nidherzu-
bringen. .
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Separation and Analysis of Rare Cells by MACS Mégnetic
Cell Separation in Ccsmbinat_ipn with Flow Cytometry.

Pfliiger, Eckhard; Momhinweg, Markus; and Miltenyi, Stefan

Miltenyi Biotec GmbH, Frledrlch Ebert StraBe 68
51429 Berglsch Gladbach

The ability to isolate highly purified cell subsets by MACS magnetic
cell separation-has opened a new field of research for experiments
with homogenous cell fractions. We developed a new magnetic
staining and separation protocol with MACS for isclating rare cell
subsets out of heterogenous populations. The celis are labeled with
antibodies and magnetic microbeads and separated in a rare cell

separation column, The staining and separation procedure is fast and-

simple, all reagents and materials are ready for use. The new reagent
combination and separation devices for the isolation of rare cells
enables us, starting with cell populations with frequencies of 10-4 to
10-5 positive cells, to enrich cell fractions with purities of 30 to 90%
with recoveries of 50 to 70%. Isolated cells are morphologically intact
and can further be characterized by flow cytornetry or functional
biological assays

Ottho stellt ein neues System vor, das aus folgenden Korﬁpcnen!en besteht:OrthoCsunt.
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ImmunoCount System der fluBzytometrischen Analyse

Dr. Detlef Kiihne

QOnho Diagnostic Systems, Kad-Landsteiner-Str. 1, D-69141 Neckargemind

Die durchiluBzytometrische Analyse im Bereich der Klinischen Routine wirft bisher das Problem
der Absicherung der MeBdaten auf. Dazu gehéren die korrekte Anzahl der gemessenen Zellen

pro l, deren Fluoreszenzidrbungen sowie die interne Qualiistsl-;ontrdils_ o

OrthoTrio Reagents und ImmunoCount Software. Mil dem Ifnrhv.in_anum Kit kann :dés'

instrument Kalibriert und mit 3 verschledenen Komrulfen aut Prézsswn und L amétder

Messungen (iberprift werden. Die OrthoTrio Heagems emhaltandie s ]

Untersuchungen an Lymphozyten notwendigen Amikﬁrper_CDSIC )

entsprechenden isotypischen Kontrollen. Durch die Misching von CD3/4/8.und |
eine Mefredundanz erreicht, die als interne Qualititskontrolle mit v.erwé_rlds_!_vgird..,

ImmunoCeunt Software erfolgt die Steuerung des Ortho Cytoran Absql_ui_s, sowie die FCS5-

Daten-Abspeicherung und Dokumentiering. § automatische und ein Livegate gestatten eine

komifortable MeRdatenverarbeitung von 5 MeBparametern.
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interpretatorische Unsicherheiten bei der Quantifizierung cylotoxischer Effekte in
in vitro Zellkultursystemen

J. Schirfe

Schédrfe System GmbH, D-72780 Reutlingen, Emil-Adof-Str. 14

Der Einsatz von Zelimodellen in der biomedizinischen Forschung und Routine hat in
den letzten Jahren rasant zugenommen. In vitro Testsysteme werden mittlerweile
breit eingesetzt, z.B. zum toxikologischen Screening neuer Chemikalien und Pharmaka.
Die Unsicherheiten bei der Bewertung von Versuchen auf der Basis von Zeflmedelien
hat jedoch dazu gefilhrt, daB viele Modellz keine aligemeine toxikologische Anerken-
nung finden. Ein wesentlicher Grund dafiir liegt in der mangelhaften Standardisierung
der Systeme. in der Regel sind weder die Zellsysteme (Zellen, Kulturbedingungen,
etc.) noch die Versuchsbedingingen, noch die Durchfiibrungsrichtlinien -fiir die unter-
schiedlichen funktionelien Assays standardisiert. Dies fihrt dazu, daB beschriebene
Tests in verschiedenen Laberatorien nicht reproduziert werden kiinnen.

Anhand konkreter Beispiele wird auf die interpretatorischen Unsicherheiten hei der
Quantifizierung cytotoxischer Effekte an Zelisystemen (Vitalitdt, Proliferation) einge-
gangen. Die Ergebnisse einiger reprisentativer Testsysteme mit unterschiediichem
funktionellen Ansatz (z.B.: Influx von Farbstoffen, metabalische Antwort, DNA-Ver—
mehrung, Zellzdhlung und Zellanaiyse) werden in ihrer Aussage miteinander vergiichen.
Fehlerquellen und Méglichkeiten zur Standardisierung werden diskutiert.
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