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Zeltkinetische Wirkung von Interferon y und TNFor bei Tumorzellinien und Einfluf
aut die Cykline.

H. Baisch

Institut fr Biophysik und Strahtenbiologie, Universitat Hamburg,
Martinistrafie 52, D-20246 Hamburg

Die zellkinetische Wirkung der Zytokine Tumor-Nekrosis-Faktor oo {TNFa) und
Interferon +y {IFNv) auf humane Tumorzelflen in Kultur wurden mit der Bromdeoxyuridin
(BrdU-Methode) fluBzylometrisch untersucht. Mit Hiffe der "Relative Movement'
Analyse wurden die S-Phase-Zeiten (T), die Labelling Index (LI} und die potentielle
Verdoppelungszeiten (Tyy) bestimmt. Barﬁberhinaus konnten mit einer Simulations-
Analyse der fluBizytometrischen Daten die Transitzeiten durch die Gy und die Goy-
Phasen approximisrt werden. In MCF-7 Zellen (Mamma Ca) wurde der LI durch ﬁff}:
stark erniedrigt, wahrend T, konstant blieb und nur wenige Zellen abstarben. Im
Gegensatz .dazu blieben LI,EI' und Tooy bei Me 180 (Zervix Ca) erhalten, aber viele
Zellen wurden durch TNF vom iﬂonu!a er geldst und inaktiviert.

Interferan y bewirkte eine Verlangerung von T, in Me 180 und in der TNF-resistenten
Zellinie 5637 (Blasen Ca} bis hin zu einem kompletten Stop der Zellen in der S-Phase.
Bei MGF-7 Zellen hingegen blieb T; gleich, nur der LI wurde abgesenkt. Die
zallkinetischen Effekte des TNFet waren in beiden TNF sensiblen Linien reversibel, das
heiBt nach Zugabe frischen Mediums normalisierte sich die Proliferation der
Uberlebenden Zellen. Die IFNy-Wirkungen waren dagegen nur in MCF-7 Zellen
reversibel, wahrend in Me 180 und BC 5837 nach Zugabe von frischem Medium kein
neues Wachstum erfolgte.

Die phasenspezifische Expression der Cycline wurde an den Tumorzellinien nur sehr
eingeschrénkt beobachtet, die Cyclinlevel waren fast gleich hoch in den Phasen des
Zelizyklus (unscheduled expression). Nach IFNy Behandlung wurde zunéichst ein
Anstieg des Cyclin D3 gemessen, obwohl die Proliferation bereits verlangsamt war. Erst

nach 2 Tagen erfolgte ein Rlckgang, zu einem Zeitpunkt, an dem die Proliferation

schon vollstandig gestoppt war. Die Zytokine scheinen nicht direkt in die Cyclin-
Regulation des Zelizyklus einzugreifen, jedentalls nicht zu einem friheren Zeitpunkt
nach Zytokin-Einwirkung.
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ROLE OF PHOTEIN KINASE AO‘!W]T‘! N REGULAT!ON OF GELL ¢YGLE
PHOGHESSION

H. Crissmen, J. Valdez, S.° ﬂosa, 3. Minler '
Lite Sclences Division :
Lus Alamos Natlonal Laboratory, USA

Evidence from a large number of studies sugpeste that protein
phosphorylatian plays a central role in the regulatlan of cell cycle -
proliferation, growth and differentiation, Control of cell proliferation
involvas temparal astivation of a serles of interrelated primary and
secandary Kinases that phosphorylats an array of essential cycle
ragulating ‘prcteins. Cell cycle studias indicate that basic cellular
pracéssas sush as the commitmant to DNA replication and the infiation
of mitasis are regulated by kinase mediatod mechanisms. Recent studias
hava shown that phosphorylations of cellular firoteins, important for cycle

. traverse, are brought about by complexing of cycle-specific eycling with

cyciin-dependent kinases. Levels of expression of the various cyciins can
be observed to modulate at diiferent times in the cell cycle. In order to
obtain information on the-role of kinase-mediated machanisms in
commitment to mammalian DNA replication, we Infdated a ‘series of
studies ysing the general protein kinase inhibitor, staurosporine.  Pravious
studies showed an inhibitory effect of continuous low levels of
staurosporine (2-20 nM) on prograssion of nontransformed but not
tranafnrmed oslls thraugh G phasa of the cell cycle. More recent studies
showed that similar effacts could ke obtained after 1 h exposures of
asynchmnous cuitures of calls ‘to relatively ‘high' leveis of staurasporine
{150 nM). Suppuﬂed by the U. 8. Department of Energy and 1he Los Alamns
Natlona Flnw cymmatry Hasource (NIH Grant P41 HH01315} o




JW. Ellwart, K. Nispel, R.A.J. Qostendorp, G. Leddeld
GSF-Institut fir Experimentslle Hamatologie, M
*Med. Klinik Il, Klinikum GroRhadern, Universitét Mo

Um  Wechselwirkungen zwischen Stromazeilen und hamo :
Vorlauferzellen 2u  untersuchen, mdchten wir reine Subpopﬁlaﬁbheﬁ,.
stromabilcander Zellen anreichern, Zu diesem Zweck isollgrten wir anll-CDi_a_-
markierte mononukledre Zellen aus kryo-konserviertem nochenmark rﬁ;t
einem FACStar plus und hieltsn diese dann unter Langzeitkuliurbedingungen.
Nach 2 Wochen Kulturdauer konnlen wir ginen stromalen Layer beobachten,
der aus der CD13-positiven Fraktion entstand. Die CD13-schwach-positive
Fraktion, die einen Anteil von 98 % an den CD13-positiven Zellen hatte, ieigte
90-Grad-Scatter Eigenschaften wie Monozyten/Mekrophagen, und nach
einigen Tagen Kulturdauer hatten die adhdrent gewordenen Zellen die
Marphologie von Makrophagen. Sie bildeten keinen zus'ammenﬁé’mgeridéh
stremalen Layer wahrend der néchsten Wachen, wenn sie nicht mit den CD13-
hoch positiven Zelien vermischt wurdsn, Um ein fibroblastenahnliches dichtes
Stroma 2u bilden, i dem nach dem Replatieran Adipozyten entstanden,
wurden ca. 100 CD13-hoch-positive Zellen bendtigt. Dieses Stroma blieb 2
Maonate lang vital und konnte etwa 6 mal replatiert_werden. Die CD13-negativan
Zollen dagegen zerfielen nach einigen ‘Tagen Kuturdauer und sle bildeten
niemals unfer unseren Kulturbedlngungen ein Struma. auch wenn wnr bis zu
10% Zellen einsaten. Fir die. Markierung stromaler Zelien hat Anti-CD132

(Aminopeptidasa N} gegeniber STRO-1 dan Vorteil, besser charaklerisiort zu'
sain.

Nsben den Untersqchungen normaler Wechseiwirkungen :_zwis.chan
Stramazellen und hémmnetischan_\.fo;iéiufarn, kann_die ﬂyl&zy{omegt_l_'iﬁf_;_he'
Isofierung verschidener Zelltypen stromabildender Zellen Bede_utung_grléqggn
far die Verbesserung der. Knochenm&rklangzeitkultur und fiir &ie Dfaghose und
das Varstehen der Pathaphysiologie von hamopoetlschen Krankheaten 2N
danen das Stroma beteil:gt ist, -

. Dynamische Proliferationsbestimmung an urothelialen Zellen mittels
Bromodeoaxyuridin/Hoechst33258 Technik und Durchfhilizytometrie

Autoren: E, Endl, G. Fauser, Pia Steinbach , Ruth KnGchel und ¥, Bofstidter
Adresse: Institut fitr Pathologie, Franz Josef Straul} Allee, 93053 Regensburg

Ziel. Die Zugabe des modifizierten Nukleotids Bromodeoxyuridin (BRDU) zu in vitro

wachsenden Ze]l!culturep'und dessen Machweis nach Einbau inr die' DNA [Hefent
detailllerte  Aussagen iiber das Woachstumsverhalten einzelner Zellen. In  der

DurchfuBzytometrie, laBt sich dieser Nachweis durch ¢ine Firbung mit dem AT

spezifischen Farbstoff HOE33258, dessen Fluoreszenz durch die Anwesenheit von

BRDLY vermindert wird, realisieren. D¢ unterschiedlichen Firbeintensitaten erlauben s

séneil_lzelne Zellen innerhalb einer Zellpopulation Uber bis zu drei Zellzyklen zu
beobachten. Diese Methode wurde bisher iiberwiegend an synchronen lymphatischen

- Zellen angewandt. Unser Ziel war es deshalb diese Methode fitr asynchron wachsende,

urotheliale Zellen unterschiedlicher Differenzierung und Ploidie zu etablieren und die
Durchlaufzeiten durch einzelne Zelizykdusphasen zu analysiersn, chne durch
Synchronisation mittels Serumentzug oder chemischer Substanzen in den Zellzyklus

. .einzugreifen,

- Ergebrisse: Wachstumskurven iiber den Zenraum von T Tagen ergaben eine

Populationsverdopplungszeit von 36 Stunden fiir RT4 Zellen (G1 Harnblasenkarzinom)

.und 27 Stunden fiir 182 Zellen {G3 Harnblasenkarzinom). Im Gegensatz dazu zeigte die

BRDU/Hoechst Analyse am dritien Tag in Kultur die gleiche Durchlaufzeit durch die
einzelnen Zellzyklusphasen fur beide Zellinien. Am siebten T.ag in Kultur verlingert sich
bel RT4 Zellen im Gegensmtz zu J32 die Durchlaufzeit durch die Gl Phase, Ein
Ubergang in die GO Phase ist jedoch erst nach erréic_hen der Konfluenz (Tag 15), durch

_ eine gleichzeitige Farbung gegen das Zell-Zyklus-assoziierte-Antigen KI67, zu erkennzn

Schiuffolgerung: Durch die BrdUfHoechst Technik lassen sich Aussagen Ober
Zellzykinskinetik zu jedem Zeitpunkt in Kultur treffen, wilhrend Wachstamskurven nur

. ¢ine Mittelung Uber einen bestimmten Zeltraum darstellen und Anderungen des

Wachstumaverhaltenis wahrend dicses Zeitreums nicht bericksichtigt oder erkannt

“werden, Weiterhin erlaubt eltie zositeliche Firbung Zell-Zyklus-assoziierter Molekiile

eine klare Aussage Uber deren Expression wahrend der Uberginge zwischen den
einzelnen Zellzyklusphasen und deren zeitliche Zuordnung:
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ERKENNUNG VON MINMAL RES'IDUAL DJ".SEASE IN AKUTER. MYELOISCHER
LEIHCOSE UND MYELODYSPLASTISCI{EM SYNDROM IN KLINISCHER
REMISSION MITTELS FACS/FISH. =

H. Engel,‘ A, Gooodacre, A. Kéyhani, S. Jiang and M. Andreeﬂ‘ Depamnent of
‘Hematology. Umversxty of Texas M. D, Anderson Cancer Center, chston, USA and‘
Institiut fir klinische Biochemie der Universitiit Bonn, Germany. '

Die Mehrheit der Pafienten  mit akuter myeloischer’ Leukam:e (AML) "oder
myelodysplastischem  Syndrom (MDS) insbesondere dw;emgen mit unglinstiger
Zytogenetik, rezidivieren. Der Mechanismus des Uberlebens von residualen leukiimischen
Zellen im Knochenmark (KCM) ist unbekannt, wobei sensitive Methoden zur Erkennung und
Tberwachung erforderlich sind. VUnser Studienziel war das Auftreten und die Frequenz von
minimed residual disease (MRD) in 35 Patlenten mit AML oder MDS und Abnormalititen
der Chromosomen 6,7,8,9, 10, 17 und 18 in Klinischer Remission zu untersuchen. KM-

proben wurden mit Bromdesoxyuridin (BUJR) inkubiert, mittels fxorescence activated cell

sorting (FACS) fiir itiren bei Diagnosestelluhg vohandenen Phenotyp soctiert und die
Interphasen durch Fluorecence in st hybridization (FISH) analysiert, Diese Methode
er[auhr',; weniger als 3 leukémische in 100 000 normalen Zellen aufzudecken. MRTY konate
in 33,/35 Patienten nachgewiesen werden, wobei 15 rezidivierten (8/11 mit Monosomie 7,
4/17 mit Trisomie 8 und 4,/7 mit anderen chromosomalen Abnormalititen), MED-Niveaus
{p=0.007) und $-Phase (p=0.011) waren signifikant hisher in Patienten mit Monosomie 7

 als in Patienten mit Trisomie B oder anderen Abnormalititen. Cox-Regressionsanalysen
zeigten 'gine Relation von S-Phase, MRD-Niveau und zytogenetischer Gruppierung zur
Renﬁssicnédauer (p=0.001), wobei die S-Phase deri bedeutendsten prognostischen Faktor
darstellte (p=0.0001), Wir schluBifolgern, dafB dia Kombmatmn von FACS /FISH/BUdR,
we[che Quanfitiit, Phenotyp und Proliferation einér sehr geringen Anzaht von leukimischen
Zellen in Patienten mit AML oder MDS in kiinischer Remission bestlmmt Pa.uentea mit
genngem oder erhﬁhtem Rez:dw—R:s;kc erkemeu kann
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AﬁWendung der PartikelgrsBenanalyse zur Prafung auf Zytotoxizitit
D. Fieklinger, K. Griinhsid, D, Labes

Pharmakologische Forschungsgesellschaft BIOPHARM GmbH Berlin
Alfred-Kowalke-Stralte’ 4 10315 Berlin

Tﬁxiz‘rléitstesls mit Testsubstanzen Zur Einschétzung potentieller Gefihrdungen fir
den Manschen sind unverzichtbar. Deshalb erlangt die Suche nach Miglichkeiten der
Anwendung anderar Priifsysteme als dar aligemsin Uiblichen Priifung der Taxizitét an

‘Labortiersn neuen Stellenweart. Aufgrund des engen Zusammenhangs von akuler

Toxizitél und Zytotoxizitit - es existient eine positive Korrelation zwischen der 1Cs
und der LDsy (oral - gewinnt elne Mutzung. von in vifro-Priifsystemen  fiir
texdologische Untersuchungen an Bedeutung. Gut charaklerisierls, etablierte Zellinien

‘wie z..B. V79 - Zellenr eignen sich flir die Prifung von Tesisubstanzen auf

zytotoxsche. Wirkung ebenso wie fir Mulagsnitétsprifungen. Mi Hife von modemen
MeBsysternen wie dem Coulter® Multisizer It.lassen sich Gréen zur Bewarlung der
Ze!lvﬂaiit&t wie die Zellzahl und GréRenverdnderungen und damit tomsche Einfliite
aner zu prifendsn Substanz auf die Zelﬂmﬂuren gut erfassen, darstelien und
auswerisn, Die Kiiterien zur Bewertung der Toxizitdt gehen Uber eine einfache
Verdnderung der Puofiferation hinaus. Neben quaniitaliven Parametem, die zur
Berachnung der ICs-Werle herangezogen werden, liefert die Pariikelgréfenanalysa

' werlere qualrlaﬂva Aussagen. Substanzen wie zum Beispial 4-Acetamidophencol und

Ethylmethansulfonat baamﬁussen dai Wachstum siner Zelkuitur auf unterschiediiche
Walse. Mit Hilfe emer grapmschen Ausmﬂung der Pamkslgro[-‘.envsrteliung -.-m‘d dies
anschauuch dargesie[i und mltemander vergla:chbar




kaelaufgelﬁstc Bcobachtung der L:chtsr.reuung cmzclner Tellchen und Tellchen-

agglomerate in einem DurchﬂuBzytometer

C.Gohlke, J. Neukammer!H Rinneberg 7
Physikalisch-Technische Bundesanstalt, Bemn-Chaﬂonenbu:g. L

Abbestatie 2-12, 10587 Berlin

Zur winkelaufgelsien Bedbachtung der Lichtstreuung einzelner Teilehen vnd biologi-
scher Zellen wurde cing intensiviente CCD-Kamera (JCCD) dn ein LaserdurchfluBzyto-
meter integriert. Die winkelaufgeliste Beobachtung des an Blutzelien gestreuten Lich-
tes wurde durchgefiihrt, unt (i) ihwe Differenzierung. zo verbessern, um (ji) einzelne
Zellén von Agglomeraten zu unterscheiden und um (i) séltene Zellen zu identifizieren
unter Verwendung der integralen Lichistreiung zur Vorselektion. Dariiberhinaus
kiinnte die Winkelverieilung des.an Biutzellen gestreuten Lichtes zur Besummung des
Real- und Imagmkramcﬂcs 1hres Brechungsmdcx dienen, -

Wir haben dlc kaelverteﬂungen des an emzelncn Polystyrolkugcln mit Durchimes-
sern von 0.37 pm bis 10 pm gestreuten Lichtes fiir Wc]lcnl%mgcn von 413.1 nm, 488.0
nm und 632.8 nm untersucht. Der Beobachtungsraummnkcl von 63'bis 117 warde da-
bei durch das verwendeta 32x/0. 6 Mlkroskopubjekuv besr.lmmt. Zur Erze,ugung des
zum 6ffnen de:s BlIdverstﬁrkers der Kamera erfczclerhchen Tnuger-S:gnals wurde ein
weiterer Laserstrahl (Probcnstmhl} verwendet, der slch :twa 20 1m oberhalb des ex-
sten beﬁndct Um ein bestimmies Teilchen zu selclcuercn. wurde die integrale Licht-
strevung, die sich durch seine Wechselmrkung it clem Probenstrahl ergibt, mit Hilfs
von Fensteediskelminatoren analysiert. Damit kann die winkelaufgeldste Lichtstreu-
ung von Teilchen gemessen werden, deren integrale Lichtstreuung innerhalb einer be-
stimmieen Region im Skeudiagramm lieg:. '

Neben der Winkslverteilung des an einzelnen Polystyrolkugeln gestreaten Lichtes ha-
ben wir die Lichtstrennng an Clustern (Agglomgraten), die aus zwel oder mehr Poly-
styrolkngeln bestchen, winkelanfgeldst beobachtet. Im Gegensatz zur Eichtsrenung
einzelngr Kiigelehen kann die Mie-Theorie nicht angewendet werden, wen die Streu-
lichtverteilung von Teilchenclustern zu beschreiben. Erste Resultate zur winkelaufge-
l6sten Beobachiung der Lichtstreuung van Eiythrozyten, Leunkozyten und Thrombozy-
ten werden vorgestellt,
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MODELLSYSTEM 2UR 1SOLIERUNG " VITALER - OVARIALKARZINOM-
ZELLEN - AUS NATIVEM - TUMORGEWEBE : MITTELS  EINES

"MAGNETISCHEN ZELLSEPARATIONSSYSTEMS (MACS) -

Nadia Harbeck, Asmaa Abdulsalam, Sabine Schwarze, Eli‘sabeth Schiren, Peer
Dettmarl, Walther Kuhn, Henner Graeffund Manfred Schmite.

Frauentlinik und nstitut far Pathologie der Technischen Universitat Miinchen.

Die durchfluBzytometrische Asnalyse vitaler Ovacialkarzinomezellen wird durch die
Heterogenitit der Zellen im Tumorgewebe und seinem umgeb.endqn Stroma erschwert,
Wir haben ein Modellsystem zur Isolierung vitaler Tumoreinzelzeflen aus frischem

Ovarialkarzinomgswebe eatwickelt. Durch Kombination von mechanischem (Gewebe-

.zerkleinerer, Bachofer, Reutlingen) und enzymatischem (0,005 % Kollagenase D)

Gewebeanfschiul  wurden Einzelzellen mit @berwiegend imtakter Oberflichen-
antigeﬁstrukh:r aus frischem Tumorgewebe -heransgeldst. Durch eine sogenannte
“Tumorzell-Nagativselektion” wurden Tumorzellen aus dieser Zellsuspension abgetrennt.
Nicht—mahgne Zellen wurden mit f‘o[genden, gegen Oberflichenantigene genchteten
monoklonalen Antikorpern markiert: CD3 {T-Zellen), CD14 (Monozyten), CD15
(Granulozyten), CD45R (T-/B-Zellen) und 5B5 (Fibroblasten} . {Dako, Hamburg).
Anschiieffiend wurde an Ferrit-Migrobeads gekoppeltes Rafte—anthMausﬂgG. (Miltenyi,
Bergisch-Gladbach) zugeeeben. Zellen, die an diese Microbeads gebundeﬁ hatten,

wurden nun in einer von einem magnetischen Feld umgebenen Stahiwollmatrix (MACS,

" Miltenyi), zurtickgehalten. Nicht-gekoppehte Tumorzellen - wurden im  Durchlauf

angereichert. Diese Methode ermoglicht die einfache und schrelle Isolierung vitaler
Tumoreinzelzellen aus frischem Ovarialkarzinomgewebe, Aszites oder Pleuraergilssen. Ia
ginem Modellsystem aus fischen Ovarialkarzinomkulturzelien und menschlichen
Blutlymphozyten wurde eine Tumorzellreinheit von 93 % nach dem ersten und 97 %
nach dem zweiten MACS-Durchlauf erreicht. Nach der Isalierung kénnen auf den noch
unmarkicrien Tumorzellen verschiedene Oberflichenantigene wié Rezeptoren fiir
Proteasen oder Wachstumsfaktoren durchflufizytometrisch cder mittels konfokaler
Laserscanmikroskopie analysiect werden. Die Analyse von Zellbestandteiien (z B. RNA,
DNA, Zellmetaboliten) ist ebenfalls moghich. Nach Detergenzbehandlung oder Fixi:c‘:r;ung
konnen mittels durchﬂﬁﬁzytomctrischer Multiparamgteran_aiyse gleichzeitig intrazellulire
und Oberfachenantigene sowie nukledre DNA (Ploidie, S-Phase} analysieﬁ wer,dén.




DURCHFLUSSZYTOMETRIS PHASEFRAKTION IST
EIN STARKERES . PROGNOSEKR NODAL-NEGATIVEN
MAMMAKARZINOM ALS IMMUNHISTOCHE. ESTIMMTE MIB1-

PROLIFERATIONSRATE ‘
Nadia Harbwk, Peer Dettmarl, Christoph Thomssen
Manfred Schunitt, Waither Nathrath! und Henner Gragff:
Frauenklinik und Lnstitut fiir Pathologie der Technischen Universitat Misnchen. -
Dia Proliferaticnsmarker S-Phasefraktion (SPF) und MIB1-Proliferationsrate- (MIB1-PR)
wurden retrospektiv an benachbarten. formalinfixierten Paraffinscheitten von 90 -nodal-
negativen Mammakarzinomen bestimmt. Die durchfluBzytometrische SPF-Bestimmung
wurde mittels einer modifizierten Hedley-Methode an. herzusgeltsten reinen Zellkernen
vorgenommen und SPF anhand des ModFit Progi-ammeé {Verity, Maine, USA)
berechnet. Die immunhistochemische Farbung dés Antigens Ki-67 erfolgte mittels des
monoklonalen Antiksrpers MIB] (Dianova, Hamburg) und der APAAP Technik, Der
Prozentsatz gefirbter Zellkerne unter 500 zufillig gewlihlten Tumorzelikernen wurde als
MIB1-PR bezeichnet. Mittels isatoner chressiomaﬁélyse wurden fir SPF (8 %) und
MIBI-PR (25 %) optimierte Schwellenweite berechnet: 61 (68%) Tumoren hatten eine
niedrige {_<_' 8 %) und 29 (32 %} eine hohe (> 8 %) SPF; 75 (83 %) eine niedrige (< 25%)
und 15 (17 %) eine hohe (> 25 %) MIB1-PR, Die mediane Nachbeabachtungszeit betrug
34 Monate (%-72 Mo'n'a.te)". Es bestanden signifikanté Konelationen zwischen SPF und

:Tumorgrdfie (p=0,041) sowie’ Steroidharmonrezeptorstatus (p¥0 03), - aullerdem

zwischen MIB1-PR und Grading (p—G 018) sowie medullarem Tumortyp (p<0 05).
Zwischen SPF und MIBI-PR wurde eine signifikante. Korrelation nur bei aneuploiden
Tumoren (p=0,025) gefunden. In der univariaten Anmalyse waren SPF (p=0,0028) und
MIB1-PR (p=0,0224) statistisch signifikante ‘Prognosefuktoren fir das rezidivieic

Oberleben” - In “der Multivarianzanalyse ‘war SPF jedoch der einzig signifikante

Prognosefalctor (p=0,0073), MIBI-PR. und élablierts Proguosefakioren {TumorgriBe,
Menopauser-, Steroidhormonrezeptorstatus, "Grading, Lymphangiosis carcinomatosa,
Tumornekrose) hatten keine' signifikante Bedeutung fiir das rezidivireie Uberleben. Die

“durchfluBzytometrisch bestimmte SPF war in dieser Studie prognostisch stirker als der
- imiunzytochetnisch bestimmte Broliferationsmarker MIBI-PR udd schéint daher fir die

Klinische Anweridung beim niodak-negativen Mammakarzinom besser geeignet zu sein,

PacheFritz Janicke,
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Einflul. der . -Markierungstechnik wvon Glycosamino-
glykanen auf die. Bindung an Leukozyten

J. Harenbexrg

I. Medizinische Klinik, . fakult#t fUr Klinische Medizin
Mannheim, Universitst ﬁeidelberg, Theodor-RKutzer-Ufer, D-
68167 Mannheim

Wir haben die Bindung won Glycosaminuglykanen an Leukczyten
mittels Fluoresrzenz-markierter Substanzen untersucht
{(Cytometry, im Drugk). Im TFolgenden wird auf die
Beelnflussung ‘der Bindung verschiedene: fluoreszent
mafkierter Glycosaminoglykane aunf Granulozyten, Monozyten
und Lymphozyten elngegangan Finf Fitc—markierte GAGS wurden
hergestellt' niedermplekulares Heparin-Tyramin—F;tc {LMMH-
Tyr-Fitc} mit einem Molekulargewlcht won 3.700 DPalton und
£8.100 Dalton, bei denen Fitc durch Endﬁunktsynthese an GAG
5ynthetisiert wurde, 3 GAG-Pr&parationen mit einer Synthese
von Fite an gie Carboxylgruppen- LMMa-Fite, LMM-
Dermatansulfat—F;to ALMM-DES-Fitc) und eine Kombination aus
DES und LMMH markiert mit Fitc (Sulodexide-Fitc).
Ergebnisse: 1) Di¢ GAG-Erdparationen, die Heparin enthalten,
hinden dosisahhanqig an Leukozyten, De:matansulfat hindet
nicht an Laukozyten. 2} Die Endpunkt-markierten ILMMH-
Préparationen binden hSher als'die'LMMH%Praparationen, die
mit Fite fiber die Carboxylgruppen markiert wurden. 3) LMMH-
Tyxr-Filtc bindéf duf molarer Basis gleich viel an
Granulozyten, Monuzyten und Lymphozyten

Schluﬁfblgerung. Iie Binduny von Fitc an die Zuckerkette der
GaGs reduzilert d:e AfflnltAt an Leukozyten. Die Bindung
bingt mehr won dem Grad dex Sulfatierung als von der
Kettenlange der Heoaxine ak, Alle 5 GARG-Priparationen k&nnen
Flir Affinitatsstldien auf zelluldrer Ebene eingesetzt
werden. '
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'Bie'Bedéutung serieller DurchfluBzytophotomatrie wihrend Chenjotherapia
fir die Entwicklung individueller Behandlungsstrategien bei soliden - '
Tumoren

J Hemmer, Universitit Ulm, Sektion fiir Tumorbiologie -

Die Fahigkeit zur Absiedelung von Metastasen und Iokaler Rezidiviumoren
bei cralen Plattenepithelkarzinomen ist nahszu ausschlieflich auf aneu-
plolde Zeilpopulationan beschriinkt. Diés spiagslt sich auch in der ploidie-
spazifischén'Prognosa wider: Nach radikalem éhirurgischeh Eingriff Gberle-
ben QG% der Patienten mit diploidem Primartumar langer als 5-Jahre,
jedoch nur 36% des aneuploiden Kollektives. Um zu untersuchen, ob die
selsktive Vernichtung der hoch-malignen, ansuploiden Tumorzelien zu einer
Verbesse'rung der Pragnose bei. dissen Patientsn ﬂihrt,'wurden bef 53 Pati-
enten vor, wihrend und nach lnduktions-C'hemotherapie Tumorbiopsien
entnommen und durqhﬂul&zytophoto'metrisch' untarsu_cht.' In allen Féllen
konnts sine deutliche Reduktion der aneuploiden Tumorzellen wihrand‘_der
Therapie festgestellt werden. Dies zéigt, ‘daR der aktuelle zytotoxische
Eftekt giner Behandlung 2u jedem Zeltpunkt individuell kontralliart werden
kann. Tats#ichlich war das AusmaB der Tumorreduktion bel dar Gruppe am
gréfiten, bei der nach der Chemodtherapie keine ansuploiden Zellen mehr
nachweisb_ar waren. Die 5-Jahresprognose bei Patienten mit vollsténdigem
Vérschwiﬁn_:jen aneuploider Zellen war 'a!ierdings' nicht signifikant giinstiger
als bei Patisnten mit persistigrenden éneuploiden Zellen. Mit Hilfe der Bro-
modeoxyuridinmethode war es auBerdem méglich, auch den zytostatischen
Effekt zu jedem Zeitpunkt der Tﬁgrapig_abzu'f.;chétzen: Eine Akkun‘iulrfltiqn
der Tumarzellen in der spitten 5-Phase bai ‘vbllstéi_n_djgeni Riekgang _der
BrdU-Markierung spiegalte offensichtlich eine kompletie ,B_Ig'cllcie.gql;'t‘g';,'_agr
Proliferation wider, wahrend dar Nachweis BrdU-positiver Zt__al_lén_gydh_ wah
rend der Chemotharapie als unvolisténdige Zytostase ihterp én'wgfﬂen
mufite. Die funkiionelle Verknlpfung Zwischen zytotuxischem nd zytosta-
tischem Effekt 2eigte sich in der Beobachtung, dait ein _d_ggt!iéﬁ;!g(iﬁﬁckgang
aneuploider Tumorzellen nur bei vollsténdiger Blockiarung C!?[ Pro[i_fér_atiqn
erreioht werden konnte, Diese Ergebnisse zeigen, daf die Bgstimmung der
aktuellen Wirkung einer Behandlung auf die Tumgr__ziiil'é zur Entwickiung
von flexiblen, auf die individuelle Reaktion sines Turiors aﬁéé’stimmte‘r Ther
rapiestrategien baitragen kenn. SRNEE Pyl
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'DIFFERENT APPROACHES TO STUDY THE NUCLEOLAR

 TERRITORY DURING THE CELL CYCLE

- D.Herqandez-Verdun, C, Masson and B, Junera

- Institut Jacques Moned, 2 place Jussieu, 75251 Paris Cedex 05, France

In the nucleoli, the rfbosomal genes (TONAY) are present as tandem repeats
and are the most &eﬁluenﬂy ranscribed genes in cycling cells, The
Tepetitiveness of the tONA is an advantage that should facilitate the analysis
of the 3-D organization of genes during interphase. This makes it possible 1o
investigate the {n siru_organization of franscribed and non ranscribed gones

. of the same locus and also the in sit organization during gene replication

within the structural context of the ceil.

Ydentification of the interphase stages was performed in single cells using
DNA quantification by cytometry for the G and G2 phases while the §
phase was identified by immunoiabelling of the proliferating cell nuclear

- antigen (PCNA). The 3-D organization of the TDNA in the nucleolns was

analyzed by fluorescence in st hybridization using confocal ICTasCopy.
The IDNA was heterogenecusly distributed in each nucleolus during G1, S
and Gy , with alternate sites of clustered genes (spots) and of genes in more

- extended configurations. During mid-$ phase, 1DNA replicazion occurs
" fnside nueleoli and at different sites of the same locas simultaneously, In

electron micToscopy, the fine 3-D structure of G1 and G2 nucleoli was
reconstrucied after specific conmast of DNA and RNA, digitization of the
serial section images and computer-assisted 3-D architecture. Fibrillar centers

. (BCs} formed discrete structares (about 10 in Gt and 20 in G2) connected by
+ - anetwork of the dense fibrillar component. The 3.D arangement of the FCs
- in Gy and G are similar to the rDNA spots. In conclusion, the architecture

of the nuclecli during interphase reflects the distribution of the tDNA thatis

‘Characterized by aliemation of clustered and extended genes.
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Quantitative durchflulzytometrische Mefiverfahren mittels fluores-
zenter Partikel ("beads’)

'K.-G. Hisfikes und G. Schmidtke, Abtéilung fiir Hiimatologie, Zentrum fiir Innere Medizin, Universita:
Bssen, HuftlandstzaBe 55, 45122 Essen ’ .
Durchflullzytomeirischen Messungen in der Klinischen Anwendung erfordern qualitits-
sichernde Malinahmen der Gerditekalibtierung, Datenacquisition und Datenanalyse. Dia
quantitative Datenanalyse setzt eine valide und reliable Geritekalibrierung voraus, eine
Forderung di¢ im Rahmen der Etablierung der Zulassungsverfahren fir diagnostische
Testsysteme auch auf europiiischer Ebene filr die Standardisierung’ zellulirer MeBsy-
steme gefordert wird. Der Einsatz definierter fluoreszenter Partikel {'beads") als Stan~
dard s gardte- und anwanderunabhingigen Kalibrierung und Refereiz ‘ermbglicht die
Angabe der. Fluoreszenzintensititen als einen MeBwert zum Vergleich verschisdener
Laboratoried, LT T S , :

Erﬁeul'irbhe}vweise:stehen mittlerweile fiir alle in der Roﬁtine verwendeten Emissions-
spekiren entsprechend definierte Partikel zur Verfiigung. Unterschiede bestehen in der
Art der Partikel (z.b. kiinstlicke cder natiidliche Parnikel} und der Fluorochrombindung

(Fluorochram bindende Partikel oder selbstindig emittisrende Partikel). Bs wird dia -

Fluoreszenzintensitat der mit Eluorochrom gebundenen Partikel bzw. der selbst-emittie-
renden Partikel bestimmt und ermglicht per mathematischem Drefsatz eine Funktion
zu errechnen, die einer gemessenen Fluorszenzintensitit sine exakie Menge an geldstemn
Fluorochrom Gber die Intensitit des gebundenen Fluorodhroms der Partikel definiert.
Dieser Wert ist-definiert als ‘molecules gquivalent of goluble fluorechrom (MESF)' oder
‘molecules gquivalent of fheorochrom (MEF)' in Abhfingigkeit des Partikelsystems,

Fér die quantitative Immunphinotypisierung ist sin indirckter Immunfluoreszenz-Test
entwickelt (‘quantitative immuno-fluorescence indirect assay', Qifikit®; DAKO Dia-
gnostika GmbH, Hamburg). Dieser Test standardisiert die Bindung monoklonaler: Anti-
kdrper an der Zelloberfliche und transformiert bislang arbiwrare Fluoreszenzeinheiten
('mean Fuerescence intensity (MFIY) in absolute Werte der gebundenen Antikérper pro
Zelle, die der Anzahl der Antigene pro Zelle entspricht. Das Prinzip dieses Testss be-
ruht auf der Ermittlung der sdttigenden Konzentration des PrimirantikGrpers durch
Tiration gegen das jeweilig zu analysierende Antigen mittels durchflubzytometrischer
Analyse. Entsprechend dem Mefiverfahren der fluoreszierenden Partikel wird mit defi-
nierten flyoreszieranden Partikeln sine Bichlourve fir die Antigendichte entwickelt. Der
Unterschied zu den Kalibrierungspartikeln hesteht in der Ermittlung abscluter Anti-
gendjchten gegeniiber MESF-Werten. Hierzu sind Partikel uotwendig, die iiber aine be-
kannte und reproduzierbare "Antigendichte® veritigen. Nach Inkubation des Selundiir-
antikdrpers und Analyse der Fluoreszenzinténsitit kann dann fiber #in Rechenprogram
(z.B. TallyCAL®, DAKO) die Antigendichte der untersuchten Epitope ermittelt wer-
den. Der Vorteil der quantitativen Immunphiinotypsierung besteht in der Angabe eines
standardisiert ermittelten Ergebnisses ("Antigendichte pro Zelle) far Messungen, die

bislang nur mit arbitriren MaBeinheiten qualifiziert werden konnten sowie den belichig

anatysierbaren Antigenen durch den indirekten Tmmufloreszen
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Schmitz*. * Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach und #Institut
fir Genetik, Universitit zu Kéln, Koin.

‘Wir haben ecine schnelle .Methode zur effizienten Tsolation von

funktionell intakten, hochreinen dendritischen Zellen (DC) aus dem
menschlichen peripheren Blut (PB) mittels magnetischer
Zellsortiernng im Hochgradientenfeld (MACS) entwickelt. Die
Anreicherung der DC aus mononukledren Zellen des PB (PBMC)
erfolgte durch magheﬁsche Depletion 'vor CD3, CD14, CD1&§ sowie
CD19 exprimierenden Zellen und anschlicBends Anreicherung von
Ch4 oder HLA-DR positiven Zellen, Mit dieser Methode gelang es
uns, DC von einer urspriinglichen Frequenz von etwa 1% in PBMC
auf bis zn 99,5% anzureichern. Frische DC kénnen morphologisch in
zwet Usterpopulationen aufgeteilt. werden: runde Zellen mit runden
oder leicht ovalen Kernen und weniger runde Zellen mit gelappten
‘Kernen. Nach einer. Kulturperiode entwickeln PR-DC die typische
dendritische Mofﬁhologie; sie vergroBern sich und entwickeln
Fortsitze. ‘Die" Immunophinotypische Untersuchung von frisch
isolierten PB-DC  mittels Drei-Farben-Fluoreszenz =zeigte die
Expression des c-kit Rezeptors (CD117) sowie des hochaffipen Fee-
Rezeptors (FoeRI). Wie durch intrazellufiire Zytokinfirbungen
nachgewiesen werden Lonnte, ~produzieren PB-DC, die mit einer

. Haslichen Form des CD40 Liganden stimuliert worden, IL-12.




Kombmat:cn vor B-Zell-Purgmg ‘und CD34+ -Selektion zur Lymphomze]lentfemung aus
BRI . - Blutstammzelltranspiantaten -

P. Hundsdorfer!, S, Frochaut2, R Hoftl, R. Haas2, W. J, Ze]lerl
ADeutséhes Krebsforschungszentram Hcldelberg, Forschungsschwerpunkt Dlagnostlk und
Experimenlellz Therapie
2M=mzm;scuemmkund?ommnn:vam.lmmmuememug

Bei mahgncn Lymphomen ist die Tmnsp]antauon aulolnger penpherer Elutszammellen nar:h
Haochidosis-Konditioniernngstherapie dabed, die antologe Knochenmmarkstransplantation zu ersetzen, Dies
licgt zum Teil'an der schnelleren himatologischen Rekonstitution, Ein Problem der Transplantation
auntologer himatopoatiseher Stammzellen ist eine mbgliche Konfamination mit.Tumorzellen, dis ein
Rezidiv verursachen kinnien. Bet malignen Lymphomen kénnen Tumorzellen mittels direkter B-Zell-
Depletion oder CD34+ . -Selektion entfernt werden. Mit dema  Ziel ciner  edfizienren
Tumerzellentfernung, kombinlarten wir direkte B-Zell-Deplotion mit zwei verschiedensn CD34+ -
Selektionstechniken - der immunomagoetischen CD34+ -Selektion (IMB) oder der CD34+ -Selekiion
durch eine Biotin-Avidin-Sule (BAC) - und verglichen die Ergebnisse mit denen einer alleinigen
CDi44+ Belektion. Fatlikulare Lymphomzeilen (K422-Linie) wurden nach Membranfichung mit dem
fluorgszierenden Farbstoff PRH26 in verschiedenen Antetlen (2.33 % - 14.13 %, n=24) zu Proben aus
Lewmphereseprodukten hinzugefigt, die 9.18 % - 8.1 % CD34+ -Zellen cathielten,
Nach B-Zell-Depletien mit Antikdrpern gegen D15, CD20, CD22, €023 und CD37 in Kombioaton
mit BAC-Selektion {(n=3) lag di¢ mittlere Reinhieit an CD34+ -Zellen in der angereickerien Fraktion bei
76.95 % £ 17.72 % (Mittelwert + SEM), die mlitlere Aushente der CD34+ -Zellen bei 35,3 % + 12.06 %
und die mitilare Pargingeflizienz bei log 4.32 + log 0.21, Nagh B-Zell-Depletion in Kombination mit
IvB-Selektion (n=6) lag die mittlers Reinheit bei 40.75 % + 30,19 %, die CD34+ -Ausbente bei 47.4 %
+ 10,95 % und die Purgingeffizienz bei log 3.68 & log 0.42. Die der DVIB-Selektion vorausgehende B-
Zell=Bepledion sleigente die EMeldivitat der Tumerzelidepletion, verglichen mit alleiniger IMB-Selckiion
{log 3.3 £ log 0.86), nichl. Im Gegensatz daru konnte mit kombinierter . B-Zell-Depletion und BALC-
Selekiion eine signifikant (p<0.01) hhere Purgingeffizienz als bei alleiniger BAC-Selektion (log 3.02
log 0.67) emeicht werden. Moglicherwelss gelangten einige B-Zell-Bead-Komplexe oder
antikfisperbeladene B-Zellen in dew CD34+ -Selcktionsschaitt, wurden wihrend der CD34+ -Selektion
mit immunoragnelischen Beads eraent selektiert nad in der CD34+ -Fraktion zurikckbehalten, Pas
Biotin-&wdm—ﬁelclqmnss}slem \w,-lst dagegen kemc spezaf ischen Bmdungsstc]len fin- B-Zell-Komplexe
auf,
Eine Knmbmatmn verschaudsner Purglng—chfahrm erschcmt gwgnet, um cine max:lmale
Tumorzellemfetnung m erre u:hen

- 21 -

A New 3-Colour, Lyse-No-Wash (LNW), Absolute Cm.lnt System for
Immunophenotyping and HIV Monitering

.

Lut Ketels, Bacton Drckmson Immunocytometry Systems Europe Erombodagem,
Beigtum

The preseantation will focus on New harizons In Immunophenolyping and HIV monitoring.

We will address a new concept of identifying Lymphocyte subsels, using TRTEST ™™
Reagents with fluorescence triggering and gating. Unlike traditional methods of light-
scatier gating, whera lymphocyte gate purity and recovery are concems, THTEST
reagenis allow you lo directly gate the CD45-posttive lymphocyte poputation or the CD3-
pesitiva T lymphocyte poputation, providing unambiguous identiication,

in addition, we wil focus an important features of the new 3-Colnur. Lyse-No-Wash,
Absolute Count System such as: Direct Absolute Count Capability using TrTEST
Heaggnts, Automaled Sample Introduction and Enhanced Data Analysis.




Sensitiver Nachweis von spezifischen’ Nuklemsﬁurefragmenten dorch dzc L
Lummeszenzmarkierung it "Terbium-Nukleut:den" : : :

5. Klingel, M, Collasing und G. Valet _
Arbeitsgruppe Zellbiochemie, Max-Planck-Institut fiir. Biochemie, 82152 Martinsried |

Die Empfindlichkeit dumhﬂuﬁzytometriséher Untersuetmngen von Fluoreszenz-

in-situ-Hybridisierungen (FISH) wird durch gestreutes Anregungsticht und zellulire
Autofluoreszenz exheblich eingeschrankt. Falls Nukleinsfurefragmenté nicht in so hohen
Kapienzahlen vorliegen wie z.B. tRNA-Molekiile and hiufig vorkommende mRNA-
Molekfile wird dafurch ihr spezifischer: Nachweis mit herk@mmlichen Fluoreszenz-
farbstoffen, wie FITC, wesentlich erschwert. Die Marlderung von Hybridisierungssonden

it lumineszenten Metallkomplexen -kanr das Sigaal-Rausch-Verhiltnis entscheidend.

verbessern, di diese nach Anregung mit einem kurzen Lichtblitz wesentlich linger
Photonen emittieren als zellniire Verbindungen (107 se stawr nur 107 sec). Nach einer
Verzigerungszeit von 107 Sekunden wind deshalb das spezifische Lurnineszenzsignal
nicht mehr durch ungeﬁirbtcs fluoreszentes Zellmaterial b&cmﬂuBt

Wir. habcn neuamge Desoxynbnnukloomdtnphosphatc cntmckel: die mit stabﬂm
Iumines#enten Terblumkomplexcn gekoppelt. smd ("Terbmm Nuklaonde"] und die emc
enzymansche. direkte Marklerung von Nuklcmsauresondcn ermisglichen. Diese dUTP—
Derivate kinnen anstelle von dTTP durch Terminale Dcsoxynuklecudyl Transferase,
Nick-Translation, Random-Priming und PCR leicht in DNA eingebaut werden, Analog
aufgebaute Terbium-Ribonukleptide erlauben die effiziente. Markierung von RNA-
Sonden durch in vitre Transkription mit den RNA-Polymerasen der Bakterioﬁhagcn T3
und T7. Der Nachweis der lumineszenten Sonden in Agarpsegelen war in der meisten
Fallen bereirs empfindlicher als die unspezifische Firbung mit Ethidiumbromid, obwahl
die Photonendichten bei der Anregung mit Rlitzlampen etndeutig suboptimal sind. Im
Gegensatz hierzy wird die Lumineszenzanregung mit gepulsten UV-Lasern die Messung
von Picogramm-Mengen ap Nukleinsiinren ermoglichen, way bisher nur mit radioaktiven
Tsotopen oder enzymatischer Signalverstirkung miglich ist.

In Kombiration mit einer zeitanfpeldsten Fluoreszenzdetektion in Durchfluf-
zytometern, Mikroskopen oder anderen Nachweissystemen sollten sich Inmineszeme
Sonden als auBerordendich nlitzlich ftr sensitive i sin Hybridisicrun gen, aber auch fir
in sity Markierungsreaktionen erweisen. Hierzu zihlt insbesondere der Nachweis von
DNA-Strangbrilchen bei der Apoptose.
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Die Bedeutung der DNA-Floidie ‘des Primirtumors flr den Nachwels
ckkulter Metastasen beai oralen Platteneplthelkarzmornen ‘

K Kraft", A Sc:houba# J Hammer#
* Abt. Patholagla. Bundeswehrkrankenhaus Ulm

# Sektion fGr Tumorhiclogie, Universitat Ulm

" Eine durchflulzytzophotometrische Untersuchung an 485 Patienten mit

Plattanapithelkarzinomen der Mundhéhie hat gezeigt, dalt nur 14% der
Félle mit diploiden Tumaren aber 63% des aneuploiden Kollektives histolo-
gisch -gesicherte : Lymphknotenmetastasen bei Erstbshandlung aufwiesen.
Bet Patienten, bei denen keing klinische Indikation - fir eine Lymphknoten-
therapis hestand,' trat bei 8% der diploiden und bei 23% der aneuploiden
Fié||e innarhalb von zwei Jahren sing varzdgerte Metastasierung auf. In
einer drauahrlgen Pilotstudie wurden dahar auch bej demamgan Patienten
eina Lymphknotentherapm durchgefiibrt, die einen arneuploiden Primértu-
mor aufwiesen abwohl sowaht durch sonographische als auch durch com-
putsrtomcgzaphlsche Untersuchung keine Anzeichen-giner Metastasiarung
vorlagen, Jeder Lymphknoten wurde in 100p—Abstanden histologisch
durchgemustert. Bei 15 Fatienten mit diploidem Primértumor, die aufgrund
auftalliger klinischear Befunde einer Lymphknotenbehandlung unterzogen
wurden, konnts nur in ainem Fall (7%) der Verdacht auch histglogisch
hestitigt werden. Bei 9 von 38 Patienten mit aneuploidern Primarturnor

‘ _(23%}, die aufgrunr.i einer faehlenden kiinischen Indikation nicht therapiert
"wordan wiiren, fanden sich histologisch gesicharte Lymphknotenmetasta-

sen. Disse histopathologischen Ergebnisse stimmen vollstindig mit den
oben erwahnten Resultaten einer verzégerten kiinischen Matastasierung
Oberein. Auch diese Untersuchung bestitigt ein erhablich héheres Risiko
einer Metastasierung bei Aneuploidie des. Primértumors wihrend Metasta-
sen bei diploiden, Tumoren, unabhéingig von GréBe oder histotogischem
Grading, nur sehr selten vnrko:nmen. Eine Lymphknutentharaple bei diploi-

dem Primﬁrtumor sollte nur bei strenger klinischer Indikation durchgeftihrt

werden. Bei einer Bahandlung klinisch unaufalliger Lymphknotan bei Aney-
ploidie des Tumors mufk allerdlngs eine Ubertherapze bej der Mehrzahl der

‘Fiille in Kauf genommen werden.
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Differenzierung von Ovarialtumoren mit Bildanzlyse
W, Kiihn, 1. Ruhnke, A. Ditzenbach und H. Weltzel .
Frausnklinik am Klinikum Benjamin Frankiin der FU Berlln.

Hindenburgdamm 30, D-12200 Barlm o

Die Differenzierung von Ovarialtumoren befeitet Héuﬁg diagnostische
Schwuengkenten Besanders die Borderlme-‘u’eranderungen stellen sowohl den
Pathalogen als auch. den Kliniker vor Probleme. Der hlstclaglscha Unterschxed
des Borderline-Tumors vom Ovarialkarzinom ist das Fehisn von Invasivitat, die
alierdings durch sogenannte Implantate vorgetsuscht werden kann. Ziel dieser
Untarsuchung ist eme leferenzmrung von Ovar altumoren rmit b|ldanaiyt|schsr
Zytometrre ) ’ ' ’ s

Mit emem CAS 200 B|ldverarbentungssystem wurden 55 Ovanaltumore
unterschiedllcher D|gmtét vermessen. An nach Faulgan gefarbtan Zellkemen

. warden mtegnerta optische Dichte {IOD) Kernﬂéche Kernform, Entropie,

Blobness und Ploidie bestimmt,

,D|e Mattelwerte der gemessenen Parametfsr smd in’ Tabells 1 angegeben

: 0D | Fldche |' Form | Enfrop.] Blob.

benigne {10267 | 54,83 | 17.37 |1 A735 | 0,973
| Borderline | 127,74 | 60,94 | 17,86 | 1,4483 | 04114
Karzinom | 271,78 | 12841 | 17.38 1 L4888 | 0,3882

Bel bemgnen Veranderungen hatten 4, 3% ba:m Border!me-Tumor 12 0% und
beim Ovanall-:arzunom 25, 5% der Zellen &inen DNAGahall > 5c. Nach
deutllcher sind d[E Unterschrede be1 den Zellen >.9¢ (Benlgne 0%, Borderline

‘70 22%, Qvarialkarzinom 91, ,3%). :

Borderlme—‘l’umora urterscheiden sich von Ovanalkarzmomen am deuthchsten

“in 'DNA-Gehalt und Kerngrﬁrle ‘Bei den Kemtexturparametem sind die
'Unterschlede gsnnger Die Bestlmmung der Kemnform |st methodasch begrenzt

Mll blldanalyllscher Zytometne ist a:ne thferenmerung zwaschen Bordarlrne-
Tumoren und Uvarlalkarzmamen mit hohar Slcherhe:t méghch Dagegen |st die
Unterschendung zwischen Borderline-Tumoran. und benigenen Verdnderungen
wie 2.B. proliferierenden Zystadenomen weniger zuverlasaig,

e s et o 3 b 4153
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Naue Entwickiungen In der konfokalan Laser Scanning Mikroskople

J. Kukultes
Larl Zaiss Jana GmbH, Untemehmansbareich Mlkroskupm Syslemvertaab Deutschland

Die konfckale Laser Scanning Mlkroskome {CLSM) hat in den latzten Jahren in dar Zeliforschung
enamm an Badeuting gewonnan: Riumlich intakte Zell- und Gewsbepriparata kdnnan nicht-itwa-
siv in Serlon oplischar Schnitte zerlagt warden. Dadurch erhitlt man wesentlich schirfare
Fluoreszenzbilder und kann Uber verschiedane Softwareprogramme rumliche Rekonstruktionsn
Huoreszenz-markisrter Strulduren bis in subzeliulirs Bareiche generieren. Genawso lassen sich
verschiadena, flucreszenz-markiarte Proban gleichzeiti darstelien, um mehraro Pararnetar in fixdar-

‘ten odsr labanden Zellan ‘simultan zu [okaliglaren.

Zur Fluomszmranunn stehen in CLSM's Laser mit Wellerddngen 351, 364, 457, 488, 514, 543,
568, 633, 647 nm zur VeriDgung. Dabei kénnan HaNe-Laser { 543, 633 nm) [ntegnen sein whhrend

Lullritgakuhlta Ar-Laser ilber optische Fasern oder “aplisches Bank-Prinzip” kaskadiart werden kanonen,

dar Emisalonsseite kinnen bis 24 4 Delektoren (PMT's} parellel eingesetat werdan.

Dia Softwara in CLSM's stauart im wasamachan ddie Einstellung der Gerétoparemeter (Laserwahy,
Abschwachung, Scan-Geschwindighsit, Zob-Faltor, Konfokalitat-Pinhols-Durchmesser, Z-Schnit-
Sarien usw.}, Oarlbar hinaus eaastlewen Softwarapakete fir die 23D-Rekenstruktion und die arstsl.
lung !Mswa:tung konfakelor Bildar dm von kebenden Zalien {ber die Zall genunaﬂ warden,

im ﬂbemmtsmmag werden Belspiele flr dIB Anwendung von CLSM's in molekularer Zeliforschung
llluslrlan imd Neus Trends dlskutlart : i T
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Der Nachwels  intrazelluliver mdrl-mRNA mit RT-PCR  und
Durt_:ht_’lul!;ytnm}etrie ‘

D. LaBner, ], Miide, M. Ladusch*, K. Drogler* und H. Remke

Ingtitut fiir Klinische Chemic unr:l-Pathohiochemic,‘*lnsﬁmt fir Zoologie, - [P
Universitit I..eipzig, I.izbigsl:raﬂe 16, G4103 Leipczig_

Das MDRI-Gen, welches fir das Auft:eten der "Mulu Drug Resutance" (mds) in
. humanen Zellen verantwortlich ist, kodlcrt ein Tmnsportprotem (P-l'?()} mit geringer
SpEZIfitat (1). Durch die Expression des P-i70 wird die Aufnahme von Zytostauka
verhindert und dies fOhrt zu emer Resxstenz in- menschhchen 'I‘umorcu und
Normalgeweben gefunden. T ‘
Der mdr!-Phinotyp wird hiufig erst durch die angewa.mite Chemoﬁerapae mdumrt
und die Bespmmung der mdrl-mRNA in weilen qutzellen von Lenkdmiepatienten ist
ein ‘guter Marker dafir, - Mdmusdts “wird *die ‘Expression ‘des P-170 - auf
- Knochenma.rkszeilen als zwelter Stammzellmarker neben- dem Protein CD 34,
beschricben (2), '
Die mdr-1 mRNA 1t sich durch die PCR nach Umschreibung der RNA in ¢cDNA
(RT-FCR) amplifizieren uad dann mit konventionellen Methoden nachweisen (3).
Fiir den Nachwois der mdr-1-mRNA in Leukozyten wurde In-cell PCR genutzt (4).
Diese Methode basiert auf der hmpliﬁkatioﬁ von mdr-1 mRNA mit RT-PCR in
formalinfixierten ZeHen mit fluoreszierenden Primern und der nachtriglichen Analyse
der Zellen mit der Durchflulzytometrie.
Diese Ergebnisse zeigen eine gute Ubereinstimmung mit den konventioneHen
Bestimmungen der mdr-1-mRNA. Die Methode ist besonders fir die Untersuchungen
von Leukamw auf Zellebene geeignedt.

Literatur:

(1) Roninsen 1., Bivchem, Pharmacol. 1992, 43:95-103

{2) Chaudhary FM, Roninson L., Celt 1991, 66: 8594

{3) Koehler T , Lassner I, Remks H., Evr.J.Clin.Chem.Biochem. 1993, 4:254

{4 Eﬂ"lblﬂ()ll MJ, Goraehov G, Jones PT, Winter G., Nuc). Acids Res 1992, 20:3851-38
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Vergleich der BrdU Inkorporation und der Expression von PCNA und
Ki-67 bei HL-60 Zellen nach Induktion und Bestrahlung.

M. Lindinger®, A. Sendler*®, K.-P. Gilberiz®, D, van Beuningen®
“Institut fiir Radiobiologie, Akademie des Sanitéils- und Gesundheitswesen der
Bundeswehr, 80801 Manchan, - *Chlrum:sche Kﬁnlk und Pollklinik der TU

" Minchen, Klinikum rechis der isar, 31644 Minchen

In der Onkologle splelt die Proliferation . eine wichtige Rolle. Zur

- . Bestimmung der Wachstumsfraktion werden ,proliferaﬁdné,aasoziie.rte
-Antigenie (PCNA, Ki-67) oder die BrdU (Bromdeoxyuridin) Inkorporation

eingesetzt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind widerspriichlich. In
dieser Studie wurden .an. der HL-60 Leukéimiezellinie, die durch
verschiedene Agenzien in ihrer Proliferation moduliert werden kann, diese
Proliferationsmarker ana_lysiert:_.uia Expression der Antigene und die BrdU

Inkorporation .wurde ‘nach, immunhistochemischer .Farbung  durchfiui-

zZytometrisch dargestelit und miteinander verglichen.

" Unbehandelte HL-GC -Zellen wachsen In den ersien vier Kulturtagen

exponentiell und gehen dann' in eine Plateauphase fiber, Die PCNA

i Exprass[nn verbleibt wiahrend der Untersuchungszeit {7 Tage} bei 80 %.
-.Die Ki-67 Expression betréigt nach Kullurbeginn 70%, verbleibt vom 1. - 5.
. Tag bei Gber-90% und sinkt bis zum siebten Tag auf 70% ab. Der BrdUt LI
o ({lebelling index) liegt bis Tag 5 bei 50% und féllt bis zum 7. Tag auf 10%

ab, Nach Modutation der FProliferation (Induktion) durch DMSO oder
Isobretineinsiure korreliert die Ki-G?;-Expfessiun besser mit dem BrdU-Li

- und der Wachstumskurve als die Expression von PCNA. Nach Bestrahiung

 -dagegen werden sowohl FCNA als auch Ki-87 vermehrt exprimiert. Bei den

- nichtinduzierten HL-GD Zallen zeigt sich in der GZ—Phase ein radiogen
- Induzierter, dos:sabhangiger PCNA Expressionsansiieg, .

In unserem Modal schaint die durch Ki-67 ermittelte. Wachstumsfraktion ein
exakierer “Prolferationsmarker” zu sein




Vcrglewh durchﬂuﬂzytnmetrlscher Methoden fir die Analyse
o apuptotlscher Zellen

Kristin Marx, Mnchael Niisse .
GSF-Farschungszentrum fr Utwelt und Gesindheit, AG Durchﬂuﬂzytometne,
' Ingolstadter Landstr 1, D ssvss Oherschlezﬂheun '

Die Ariwendbarkéit einer Methade zur Identifizieruig und Quantifizierung apoptotischer
Zellen ist abhingig ‘vom- jeweiligen Zellsystem, der  Art des Apoptose-induzierenden
Agens, dsr spezielien Information die man sucht und von technischen Beschrinkungen.
Es wurden drei verschiedene durchfluBzytometrische: Methoden aus der Literatur
véfglichen, mit denen man Dosis- und Zeitabhiingige ' Effekte untersuchen kann,
Zustitzlich wurds eine heue Methode ur Detcktion ‘apoptotischer Kﬁrperchen'benutzt,
einem charakteristischen morphologischen Merkmal apoptotischer Zellen. - - ‘
Das Zelisystem dér Wahl war die humane myelolsche Leukimiczeflivie HLGO, zur
Induktion der Apoptose wurde das . chemotherapeutische “Agens Camptothecin, ein
Topoisomerase-I-Inhibitor, verwendet, ' Die erste Meathode basiert asuf einer
Doppelfirbung Ethanol-fiierter Zellen mit HOECHST 33342 und Propidiumjodid (PI).
Nach UV Anregung zéigen apoptotische Zellen eine verminderte Blaufluoreszenz, Die
beiden anderen Methoden, namlich die In Situ Nick Translation (ISNT) und die Sub-Gy-
Peak Methode, bezichen sich auf die fypischen apoptotischen DINA Strangbritche, Bei
der ISNT ‘bleibt die DNA in der Zelle und die Strangbriiche werden direkt mit
Fluormein‘gelabelt. Bei der Sub-Gl-Pesk Methode werden die DNA ‘Fragmente
"rausgewa'sbheu, 50 fafl apoptotische Zellen nach PI-Firbung anhand ihres verminderten
DNA - Gehaltes' identifiziert werden konnen: Nach 'Zugabe unterschiedlicher
Konzentrationen-an Camptothecin zeigen allé drei Methoden cinen dhnlichen zeitfichen
‘Verlauf mit Keinen Unterschieden in der Anzahl apopfotischier Zellen. Ahnliche Zeit- und
Kornzmtratiomabhﬁngigkeit'en, jedoch quantitative Unterschiede konnten mit der neuen
Technik gemessen werden, weil die Zellmembranen zerstort werden muliten um die
apoptotischen Kérperchen zu erhalten. ‘

) F}ow—Sﬁrtiemng von PRINS-m-;'lrldérten pflunzlichen Chromosoman
'  Armin Meister, Uta Pich und Ingo Schubert

Insutut ﬂlr Pﬂanzengr.nml\ und Kulwrpﬂanzenforschung
" D- 06466 Gaterslcben

Die Isolierung 'einzclner Chmmosomcnqrpen ist eine wesentliche Voraussetzung, fiy die
Konstruknon chmmosomcmpcz:ﬁsahﬂr DNA-BlbhotheLen end die Lokalisigrung von
Genen auf einzelnen. Chrumosomm Einh wmhuges methodisches Hilfsmittel dazu ist die
ﬂow-Sortwnmg Withrend eine Vielzahl von tierischeri Chromosomensitzen e:folgrelch
sortiert Wwarde, hegen ontsprechende Ergcbmsse for Pﬁanzen nur vcramzel‘t vor. Das ist
emerseats durch die Existenz -einer ZeDwand bel pllanzlichen chlen und  damit
wrbundene pﬁp'lralrve Schw:engJ:elten bcdmgt, anderersmts dadurch, daf Pflanzen viel

' hBttﬁgcr nwrphologfsch sehr aimhche Chromosomen nut germgcn GréiBenonterschieden

habm Danit wrblmdm sind sehr genngp Unterschiede jm DNA-Gehalt, s0 dab nur in

' wemgen Fillen me ‘Trennung mit Hilf: von DNA—spezﬁ,schm Farbstoffen moglich ist.

An dem von s bworzugten Forschtmgsobjckt Vicia. foba (Acks:rbohne) mit gechs
Chromasomeapaamn katm deshalb nur ein Chromosom auf l-.onvenuoneﬂe Weise mit
Hilfe der Dmhﬂuﬁ-zmometne auf der Grindlage des DNA-Hmogranmw isoliert

warden, Dig Verwendu.ng rekonstrurerter Karyotypen, bei denen Ch.romasomenmnbaulen
) 'zu deuilich enterschiedlich grofien Chromusnmcn h‘:l-u-ten, amre:tcrte das Schtrum der

somerbaren Chrmuosomm

Grundsitzlich npeus Mdghchkm!cn erbfihet dic FII‘C-Marherung bestimmter DNA-
Sequcnzen af dm cinzelnen Chrompsomen mit Hilfe der PRINS- {primed f sitn)-
DNA-Markzerung, die in C}momnsomensmpenmon dm-cl:geﬁ:hrt werden kann. Durch
Kombmatmn des DNA—spenﬁschcn Pmp:dmm-Jodld-S:gmls mit dem  sequenz-
spenﬁschcn FITC-S;gnal war cine Somerung aller sechs Cbmmosnmentypen des
Karyotyps ACB mit hoher Reinhelt (durchschnitttich 95 %} mogllch
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PROGNOSTISCHE BEDEUTUNG DER DNA-PLOIDIE UNE DER S-PHASE
" BEIM'DUKTALEN ADENOKARZINOM DES PANKREAS

H. Nekerda, I.D. Roder, K. Becker®, A, Rossmann, JLR. Siewert
Cilrmrgm:ha Kl'unk rma‘ Slnzting ﬁrPadeagIe, Tecbnm-he Lnlvarsitht Manchen, Hinﬁmm redm der Irar,
- Ismaninger Str. 22, 81675 Munchat - -

Die Prognose der Patienten mit einem duktalen Karzinom des Pankreas ist im Vergleich
zu anderen gasiroihtesthialen 'I'u-moren‘ schlecht. Durch Prognosefiktoren sollten die
Patienten identifiziert. wesden, die von einer adjuvanteu Theraple profitieren und die
Patienten definiert werdcn bei denen gine Resektmn kem Uberichensvorteil bringt.-
Wir uniersuchten retrospektiv 69 Patienten mit einem duktalen Pankreaskarzinom, die
zwischen 1982 und 1980 reseziert wurden. Bei 32. Patlenten (46 %) konnte eine
rmudualtumorfre:e Raseldlou (RO—UICC) durchgeﬁlhrt werdm. Die Ploidie und S-Phase
wurde durchﬂuﬁzytometnsch an Zellkemprﬁpa:atmnen von Fnrmahn fixierten, Paraffin
. emgebetteten Tumcrgewehe untersucht und m:t der Soﬁware Multicycle® ana]yswrt
- Dle m.edlane Uberlebenszeit des Geaamﬂccllektwes lag bei 13 Monaten (RO 17
B Monaten) mit elner 5-T ahresuberlehensrate von 10 % (RG 20 %)
_' 47 Tumpre (68 %} des, Gesalmkollektwes. waren aneuplmd bei den R0~resezmrten
‘ Patienten lag die Aneuplmdlerate bei 57 %. Due Ploidie war nur mit dem Gradmg
Korreliert. Groﬁere S-Phasen waren ﬂgmﬁkant mit einem schlec.hteren Gl‘ading, dcm R-
Status einer Penneuralkarzmose uid emer fehlenden muzindsen Dlﬁ‘erenzlerung des
Tursors korrefiert. Mit dem berleben war signifi fant das Grading (G1.2 vs. G3,4), die
8-Phase {cutoﬂ'-value § %), die ledxe (wpfo:d/tetrapla:d vs. aneuplmd) und die WHO-
Tumorklassnﬁkatlon (muzmﬁs vs. nicht muzmc!s) ko:reluen Unabhéingige Fa!ctoren
wearen nue das Grading (RR: 2,3-fach) und die S-Phase (RR. 6-f‘ach). Die. medlane
Ubsrlebensaeit der 24 Patienten mit ciner niedrigen S-Phase war mit 17,5 Monaten
signifikant niedriger als bei den Patienten mit elnér S-Phase tiber 8 % (8.5 Manate)
Ebenso hatten die 18 Patienten mit e uner Buten 'I‘umord:l&'erenmemng mit 23 Monaten
" eine deutlich langere Ubedehenszelt a!s Patlenten mlt einem schiecht dlﬁ‘erenz:erten
‘Karzmum von 7, 5 Monaten .
‘Zusammenfassend sind, die emzagen unabhanglgen Prognosefhkturen beun tumorfrei
_'resezierteu duktalen Pankreaskarzmom das Tumorgradlng und die S-Phase. Mlt diesen
Parametern kﬁnnen d:e Pattenten in, dcf merte Gruppe.n zZur Eva]ulemng von, adjuvanten
Therapiestudien emgeteﬂt werden :
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DER NACHWEIS GERINGER LEUKOZYTEN- UND THROMBOZYTENZAHLEN IN
FILTRIERTEN ERYTHROZYTENKOMZENTRATEN (FEK) UND PLASMAFRAPARATEN
(FPE)

J. Neumﬁ!ler.DWM Schwanz" W.R. Mayr* . .
Luchwig Bolizmans Institut fir Rheumatologle und Balneologle, Wien, Ssterreich

" *Blulspendezentrale dos Osterrelchischion Roten Krewzes, Wian, Oslereich

Die Entwicklung von Polyester-Flachfiltem (Palt RD'IHB) efmbglicht‘elné'starka Deplation von
Leukozyten (LZ) und Thrombozylen (Thy in FEK ung FPP. Eine Dapletion 'der LZ- und Th-
Zahlen auf hichstens 5 x 108 respaktive § x 109/ Unit verhindert in den Empfitngem vor allam
febrile Transfuslonsfaakllunsn und reduzied das Risike einer "Aloimmunisation durch
ieukozyﬂre und thrombozytire Antigena, In dieser Studie wurde gezeigt, dal mithilfe der
FIuBzytomehie (FC) eine genaue Quaniifizierung resudualar AZ - umd Th in fiterten
Blulpraparalen vorgenammen werden kann, : .

Die. FC-Untersushungen wurden mit glnam FACSqrt-Gerat (Becibn SZDEl;kInsnn. B&DY unter
Verwendung dar Lysys-ll- oder der CELLCluesl-Software (Aquisition) sowie del"'-L,ysys—ll~ oder
der Attrakior-Software (Analyse) durchgefthit. Die Absalutzahi.cer Zellen wurde anihand einer
zahlanmél;lg definienten Refefen:poﬁylallon uniformer und mit FITC- und PE-yemetzler Beads
(Standard Brites, Cou[ten emechnet: Zur Bastimmung der LZ, waurde In FEK und FPP alne

" Kombination menoklonaler Anukﬁfpar {MAK) gegen CD45 {FITC-markiert) und gegen cD14

{PE-marklen Simuttest, B&D) verwendet 500 pl des FEK oder des FPP wurden mit 50 ut
dieser MAK-Mischung 15" inkubiert. Die Evythrozyten wurden mittals 10-minatiger Inkubatian
mit 16 mi FACS-Lysing Solution {B&D) eliminiert (die Lyse wurde nur im FEK durchgefiihr).
Die vesbisibenden Zellen wurden 2 xin PES.gewaschen, in 430 pf CellFix (3&D) resuspendiert
und mit 50 pl Standard Brites gémlscht ble residualen LZ wurden durch Setzan von Gates im
FSC x SSC-anpefh[siogramm sowre noch genaver im FLT X FL2-Doppeihislagramm
Meniifiziet. :

-Bestimmung reslduaier Th 100 B3 FRK oder FFP wurden mit 10 pl eings. anti—GD«ﬂ F!Tc MAK

18" inkubiert und gnschiiefend 1:10 mit 0.15 M Zitralpuffer, pH 7.4, 1:10 vemdiinnt. 100 1)
dieser Suspension wurden mit 500 ui Zitratputfer und 100 pl Standard Brites gemischt. Die Th
wurden im FL1-Einfachistogramm nach Salzen eines Gatgs im FSC x SSC-Doppelalstegramm
nachgewlesen.

Mit dieser Methadik konnte gezeigt werden, dag elne Fitration von FEK und FPP durch [Pail
RD1745 Filter eine Redukllon von L2 auf 2.8 + 2.3 x $0% und von Th 3.8 & 4.1 % 107 in FEK
und elne Reduktion der LZ auf 7.9 + 2.5 x 107 und der Th auf 1.3 x 10° £ 3.3 x 107 in FPP
bewirkie, Diese Werle liegen unter dem fir dle arwdhaten Nebenwirkungen kritischen Limit.




-32 -

ANALYSE VON SQRTIERTEN M]KROKERN_EN MlT HILFE DER FISH—

. M. Milsse', A. S]avotinek2 B.M, Miller®

" 'GSF-AG Durchﬂuﬂzytomeme, D-85758 OberschleiBheim
-zDept of Clinical Genetics, Churchill Hospital, Oxfocd
*PRPT, Preclinical Dmsmn Hoffmann La-Roche, Basel

Die chromosomale Zusammensetmng sortierter strahleninduzierter Mikrokerne (MK) in
Maus  3T3-Zellen und in  drei menschlichen Zellinien unterschiedlicher
Strahlenempfindlichkeit wurde mit Hilfe der FISH-Technik nher untersucht. Es wurden
dazu Zentrofner-Probén sowie Chmmosomen—spez:ﬁsche Painting Proben eingesetzt.
-~ -Die groBe Mehrheit strableninduzierier MK in 3T3-Zellen enthislien  azentrische
. Fragmente, mit zunshmendem DNA«Gehalt nahm der Anteil Zentromer-pcs;twer MK
Jedoch zu, was die Anweseuhett von ginem oder mehreren Chromoscmen in diesen
groferen MK zeigle, Diese Ergebnisse stimmten mit Daten iiberein; die an fixierten
- - Zellen mit einer Kombination von Zentromer- und Telomer-Proben erha[ten wurden. Mit
-~ diesen Daten konnte die DNA-Verteilung strahleninduzierten MK, die mit Hilfe der
Durchﬁuﬂzytometne gemessen wurde, n'nt emem ,,Random—Breakage—Modell“
" Guantitativ simuliert Wwerden.
“FISH mit. Chromosomen-spezifischen Painting Proben wurde zusitzlich eingesetzt, um
. -strahleninduzierte- zytogenetische Schiden, die zu MK filhren, niher zu untcrsuchen
Untersuchungen  mit vier Painting Pmben (Chromesomen Nr. 1, 7, 11, 14) an
'stra]ﬂemnduz:erten MK in drei menschiichen Zellinien zeigten Abwelchungen der
erwarteien’ Haufigksit Signal-positiver Mikrokemne nur far Chromosom N, 7, das im
Gegensatz zu den anderen - -untersuchten Chromosomen in  alten Zel]mxell
unterrepriisentiert war. Falls man annimmt, daB die chremosomale Zusammensetzung der
MK strahleninduzierte zytogenetische Schaden akkurat wiederspiegelt, unterstiitzen
diese Ergebnisse eine nicht mfﬁlhge {nnn—rando iy Verteilung strahleninduzierter
Chromosomenbrische, . L }
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Ergebnlsse des thgversuchs 1885 zur Standardisierung und Gual:r&itsprufung
der durchﬂuﬂzﬁometnschen DNA-Messung. ‘

Frietirich J. Otior

- Fachklinik Homheids, Experimentefte Tumorforschung, 48157 Minster

Der vierte Ringversuch zur Qualitatspritfung der durchfluBzytometrischen DNA-
Messung wurde mit Untersh.nzung der Gesellschaft fir Zytometrle Int Januar
1995 durchgeﬁxhrh 53 Labors: erhielten die. Testpmben Zugesandt; 36 Labars
filhrten dle Messungen durch und schickien auswertbare Daten zurlick.

" Dle Proben bestanden aus tierlschen und menschiichen Zellen und Zallkutturen,

die ohne irgendsine Vorbehandiung in Ethanol fikiert waren. ble Tellnehmer

-wurden geheten, die Proben nach ihren sigenen Protokollen zu firben und zu

messen, Zusatzlich wurden zwsi Standardpratokolle vorgaschlagan, um die
Heteroganitéat der Farbemesthoden zu vermindern.

Auch bel diesem Versuch zeigten die MeBwerta und die aus den Histogramman
ahgeleiteten - Daten ‘aine erhebliche Streuung. Die durch die CV-Werte
charaktarisierta Mefganaulgkelt war In den Labers sehr unterschisdlich. Sowohl
die hdchste MeBgenauigkelt im Durehschnitt als auch dis niedrigsten CV-Werte
Im einzeinen wurden, wie bereits in den varhergshenden Ringversuchen, mit
DAPI-Fathung und HBO- -Lampen-Geraten erreicht. Im Vergisich der Ergebnisse
der aufelnanderfolganden Ringversuche zsigte sich eine Tendenz zu steigender

-Meﬂgenaulgkeit Die Prizision der DNA- -Index-Bestimmung muf fedoch immer

noch als unzurelchend angesehen werden. Bei der Ermitdung der S-Phasen-

- Anteile ergaben sich ebenfalls srhebliche Abweichunger.

Die Anwendung der vorgéschiagenen Standardprotokolle und der von den
Organisatoren miigelieferten Haagenz[en flhrte Zu ainer deutlichen Verbes-
serung der Ergebnigse, Das DAPI-Standardpratokoll verbesserte die Genauigksit
und Homogenitéit der MeBdaten und reduzierte die bel der Bestimmung der DNA-
Indizes und S-Phase-Anteile beobachteten Abweichungen, Das Pl-Standard-
protokoll ergab aine lelchts Verringerung der Unterschisde bei den DNA-Incizes
und S-Phase-Anteilen,

Die Ergebnisse bestitigen, daB die Standardisierung der Farbemethoden elne
wirksame MaBnahme darstellt, die Genaulgkeit, Zuverlgssigheit Lnd Reproduzier-
barkeit der Daten zu verbessern. Unsera Bamlhungen um die Erhéhung und
Sicherung der Qualitat der durchfluBzytometrischen DNA-Massung werden mit
der Prifung ven Standardprotokollen und. Kortrolle der Gerateeinstallung
fortgesetzt werden.
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-Zytometrische Analyse-und Isolierung -von. transfizierten Zellen
anhand vonh membranstindigen Selektlonsmarkern

K. Petry, R. Christine, G. Siebenkotten und A. Radbruch
Institut fir Genetik, Universitdt zu Kéln, Weyertal 121, D-50831 Kain,
Deutschland

- Zur molekularbiologischen Untersuchung der Funktion und Expression. von
Genen werden diese oder .ihre Kontrolielemente haufig in transfizierten
Zellen untersucht. Konvertionelle Analysen verwenden. Enzyme und ihre .
Aktivititen als Indikatéren. Nur wenige Methoden erlauben die quantitative
Analyse einzelner, lebender. Zellen. -Wir haben Expressionsvektoren
entwickelt, die- fir membranstindiges CD4(human) oder H-2KK(murin)
kodieren. Diese Vektoren erauben allein oder zusammen die zytometrische
Erfassung der Frequenz transfizierter Zellen, die quantitative Erfassung der
Expressionsaktivitit und die’ Bestimmung - der Expressionskinetik.
Transfizierte Zellen von Interesse kénnen fr weitergehende Untersuchungen
schonend: mit MACS oder FACS isoliert werden, auch wenn sie sehr selten
sind. Toxische biochemische Selektiohen entfallen.

' Wir untersuchen mit diesen Vektoren Rekombinationen in B Lyphocyten. Eine
Rekombination fithrt hierbei zur D,élet.ion eines Transkriptionsstop-Signals

- das dem Membranexon -des. Indikatorgens vorgeschaitet ist, wodurch das
indikatorgen nach der Rekombination auf der Zelimembran exprimiert wird.
Erste Ergebnisse zeigen eine erhéhte Rekombinationshaufigkeit in
aktivierten, verglichen mit nicht aktivierten Zellen einer B Zsllinie. Zur Zeit
analysieren. wir, -welche Sequnzen. des Substrats fur diese Rekombination
verantwortlich sind. : -
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Eichung eines DurchiluBzytometers mit Hilfe van flugreszierender Latex-

partikel. Martin Poot, Sharon M. Swan, und K. Sam Wells. Molecular Prbbes.
Inc., Eugene, OR 97402, USA.

" . Fir die quénlitative DurchfluBzytometrie ist die tégliche Eichung des
Instruments von kritischer Bedsutung. Zum einem benétigt die Durchflu-
zytometria ein gut definierter Standardpartikel fiir die optimale Einstellung des
Instruments. Dies kdnnte eine Probe von intehsiv'ﬂuoreszierender Latexpartikel
seln. Diese Partikal missen in ihrer GréBe und Fluoreszensintensitit sehr
Homogen sein (CV-Wert von unter 2 %). Umso gréBer die Fluoreszens-
intensitét des Partikels ist, umso geringer kénnte der CV-Wert sein, weil der
Beitrag des elektronischen Rauschens des Signa!verstéikers geringer sein wird.
Fiir die Mehrparamster-DurchiluBzytomtrie ist s notwendig, entweder Latex-
partikel fiir jeden einezelnen Fluoreszenswellenlingsnbereich, oder sinsn
Partikeltyp mit sehr starker Fluoreszens in allen Wellenldngenbersichen zur

- Verfilgung zu haben. Solche Partike! wurden in letzter Zeit hergestellt, Fir den

Vergleich von Messungen von Fluoreszensintensititen, welche an unterschied-
lichen Tagen durchgeft']hrt worden sind, ist es Notwendig, daB fir unterschied-
liche Instrumentseinsteliungen kompensiert werden kann. Herkdmlicherweise
wird hierzu ein einziger Standard benutzt. Hismit kann der Burch-
fluBzytometiiker jedach nicht Unterschieds in der Elektronenséttigung der
Dynoden in den PhotomultiplikatorrShren erfassen. Diess zeigen sich dadurch,

daB das Verhdltnis in der Fluoreszensintensitdt zweier Partikel sich als Funktion

der Hochspannung iibsr der Photomuttiplikatorrdhre andert. Um diese
Baurteilung des DurchiluBzytometers zu ermaglichen, haben wir vor kurzem
einen Satz von Latexpartiks! mit urderschiedlicher Fluoreszensintensitét
entw:ckelt Der Fluoreszensintensititsbereich dieser Partikel umspannt zwei
Dekaden Diese Eigenschaft erlaubt es, das Durchﬂuﬁzytomeler auch bei sehr
unterschiedlichen Signalverstarkungen 2u eichen.
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Erﬂassung von mutuchondrlalar Funklmn und Morphologue m:: nauen

’"Flunreszensl'arbatnﬂen. Manin Poot. Ananda G. Lugade, Jannifer Kramer.
K.Sam Wells, Laurie J. Jonss, Liga Gibson, Stephen T. Yua, David Hanzals,
Vlctorfa L. Slnger Righard P, Haugland. Molecular Probes, Inc Eugana, OR
97402 §Molecular Dynamlcs. Sunnwa!a. GA 94086 USA.

. In Versucha zur Darsie!lung der Struktur nder Funktlon von Zallorganal]a
wird |rnphzrt angenomman. daB der Fluoreazensiarhstoff spez:ﬁsch daa .
jewmlage O{ganall marklet Um dlesa Annnahme zu prufen hahan wir zwei -
Versuchansétza anmucka!t. E—:rstens. arfassten wir dis Kolokajusauun von
Paaren von mitochondrialen Fluoraszensfarbsto!fen unlerschledl[cher )

' Emlssaonsbaremhe (z B. "Grun“ und "Hot") mittels ganglger und konfokafer _
Fluoraszensmlkroskopla Flhodamln 123 Nonyi Acﬁdmorange. MrtoTrackarT” :
Graan und MitoTracker™ CMXFIos zaigtan ems perfekte Koiokahsailun wail
_sich ihre Fluuraszansfarban “mischten” [z.B. "Grun" + “Rot” wird 'Geib") Keins

‘ ]sollerta grine oder rota Slgnala wurden beohachtet Zweltens fithrten wlr
Duppetrfarbungen durch, welcha es arlauben moghche lntsrakhonan zwischen
Farbslcﬂe Zu erfassen. Hhodamiﬂ 123 und Nonyl Acridlnorange zmgtsn kema
Interaktion. . Zwischen Nonyl Amidlnorange und CMXHos wurde deOCh starke
Fluaraszsnsenergieubartragung beobad'-tet. Wihrend Nonyt Acndmoranga sich
gegeniber Vemngerung des mllochondnalan Membranpotentials nicht
empfindlich zeigte, war dle Antérbung mn Hhodamln 123 und CMXAos Mem-
branpotentialabhinglg. Wir schlie3en, dafi Rhodamin 123, Nonyl Acridin-
erange, CMXRos und Mltatracker Green z2war dasselbe Organsg!l anfirban
|edoch nur Nonyl Acndmoranga und CMXRos Bmdungsstellen in unmnttelbarer
Nahe zuamandar belegen. Diese Ergebnlsse zelgen dall Kombmatlonan von
mitochondrialen Fiuoreszenstarbsioffen benulzt werden konnerl um dje aub-
m:kroskopische Fe-mstrmdur das Mntouhondnons zu untersuchen
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Dis Ergebnisse von Ringversuchen der Zentralen Referenzinstitution zur Immun-
phinotypisierung - Geeigneﬁas'Pmbenmateﬁal und Inter-Labor-Variation

W. Prohaska, R. Kruse, W-J Gailankeuser T Neha A Radbmch H Dlsm "A. von Rlcker

Arbeitagruppa zur Qualiwtssichemng in dar Durchﬂuﬁzymm tria_
der Deutschen Gesallschaft filr Kiiptscha Che '_la -

SeH 1993 sind ﬂ.iﬂf .Rlngversuc.heu,_ Zur lmmunpham!ypmerung mit den Markem CD3+,
CO4+/C03+, CDBHCD3+, CD18+, 0016 5&+!CD3- ungd- GD3+rHLA—DR+ durchgafdhrt vwonden,
Fir die ersten be: ngversuche wurda gawaschener walter. aufbererleler buffy coat aus
der Blu!konservanherstellung ve:wendel fl]r d:e lolgenden dFEI ngvarsud‘le I'I'IIl CPD
(Cltrat/Phosphat/Dextrose) . siahﬂls:enes V_:‘,_uL Der buffy_coat wurde, zur Erzeugung von
pathologischen ' Vermlrtdarungan elnzalner Lymphozylen—Subpn ioneli. ‘einer fmmun-
Magnet—tiepletion (magp-;t!s:’erbare An!nkdrper-beads M:It 4 yr Bm!ec) untelzogen Beide
Pmbenmatena!uen‘_wurden jeﬁeus am Tag der SpendelPrépamﬂnn an dle Telinehmer
ausgesandl, Auf e ne solhvertfasﬂegung uber Raferenzlabors wurde varzlchtel

Bel durchschmﬂhch 109 Tellnehmem der emzelnen ngversuche ergah sich helm Ubergang
von |mmundap!al|ertam buffyr £o8l. aur CF‘D -vallblut - &ine Verbesserung ‘der Variations-
koeffi zlenten {VK) bei der Ermllllung des refativen Antells l% der Lymphozylen] bei CD3+
Zedlen von 4 5= 12%° auf 3 - 7 5% bei CI34+!CDS+ vun 5 A5 14.4% aii, 3 2 - 6,6% und bei
CD18+ Zellen von 22 - 39% auf 7.8 - 136. Dl mit CPD Blut erhaltenen Vanailonskoem-

Fhow Cytometry Survey- (1} und anderen mternatmnalen Puh!lkationen besmneben

Klinissh ist die Ermntuung der absolulen Zellzahi \mchﬂger ais die des relauuen Antells siner
Subpopulalion, 0r den relatlv gfmstlge Vaﬁailunskoefﬁzlﬂnten erhalmn _' erden Bei der
Bestimmung der absoluten Zellkonzentration (Zelizabi} winden In insetsi Unrtarsuchung fikr
CD4+ T-Zellen wie auch andere Populatmnen erhebhch scmachlera VK B _‘ﬂtalt {CD3+: 14 -
22,4%, CDAHCD3I+: 14,5 - 21%; cPD—Blut) Da die Leukn- und- Lymphozytenzahl die
Grundlags {ir die Berechnung der abs L Z iahl der nen lst, ist ihre
Bestimmung besonders wmhtlg' ' Fu Subpopulaltonen it gerln u
homogener Expression der Markerepitope (2.8, HLA-DR) fanden’ sigl
Relaliv-Verteflung hohe VK (>20%). o

-allordings auch bei der

reban eingr weitaren Standardisisrung woni Pmbenmaienal uridl 'Durchﬂuﬁ.zylumetne auch auf
¢dle Methaden zur Leuko- und Ly i ;

1. Homburger, H.A., Rosensteck, W.. Paxion, H., Patun, M.L., Landay, AL Assessment of
lntarlabufatory\rariahulty orimmunuphenotyplng. Ann N‘s’ ﬁu:ad. Sl 677 4349{1993}
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Analyse lmd laclierung von geltenen Zellen
Disther Reckterwald: Hans Joachim Gron?2, Sta[nn Milteny]s
1 AmCell Corp,, Suntyvale, Ca, USA, ' ’

# Labor Miterersirafie, Mlinchen
@ mitanyl Bloter, Borgisch Gladbach

' Dor quantiativa Namwgls imd dia lsollerung ealtaner Zefen hal mit dem '
'Fomnhrﬂt in dar Immunologie, der Zelllologle, und dar Mofskulasbiclogit an C -
ren, Belepiels Mir solche Zallen sind Stammzellen im perigharen

Badatung gewon
B, selta?ne FTumarzellen im Blut cder Knochenment, fiala Zellen Im matamalen

B odar anttgen spazfische Lymphozylen. Basiarand auf sinem kommerzialf )

erhBkichen Durchfiuzytometer wurde aine Methods aniwickall (2,3} dle e
afautl, eine Zells inmahr als zehn Milionan anderer Zellen mittsls ..
Immunofitoreézenz nachzuwsisen. Die Methode band auf alner :
Ausschiusfatbemethode In Kembination mit elnem Datenflitenveriahren. Die
Verschisppung von Zsllsn von Proba zu Probe muB auch korrigian warden, Zur
Aulomatisienumg der Datenanalyse wurda eln genetischer Algarithmus eingesetzt
{3). Zur Zallsortlerung k&nnen die Verbgssarngen in dar Daenanalyse noch
nlchl gingestzt warden, da dle Algoriibmen noch nichs In *real tims® ablaufon .
Elne Ve 13 der Anelysa und der i3ollerung von ealtensn Zellsn
kann ermalcht werden, indem neus spexfische Varannelobeénungemethodan
slngasetzt wardan. Magnausd‘le Zollsotlarung mit koloidalen magnetischen
Antikdrparkonjugaten It aine sclche Methode {5,8]. Sie wurde zum Nachwels von

- f5taten Zallan im Bl der Mutler (1), von Temorzallen im Blut [unverdHantlicht), und

von Subpopulationen von G034 reakiiven Zellan {4) elngaselt,

© ' Eine efiektiva Varanreicherung wird atch die Emplindlichkel ven
. Manvoiten (8} und ewlomatisiarian {7) mikroskoplezhen Methoden far don

Machwels axiramn Zallen wo Dis kigr buschriebane Technologla
verspticht die Analyze vor Phénumenan. dio ven sehy wanlgan Zollsn ekhiingen,

* sehr 2u beschiaunigen,

" Referenzen: ‘
-+ 1, Blach, JJ., Hubar, P, fHugar, E., Miltenyl, 5., Holtz, J., Hﬂ.dbn.mh
A Enrid’mant o fetal calls from matemal blood by hlpﬁ gradient

-magnetic colf sorting {doubla MACS) for PCR baeed genalio analysis.

] Pronaleu Dlagnnsis 1994, 14:1128-1140

2, Grose H.d., Verwer B., Hoisok D, Recktenwald D.; Detection of fiars
Cellsata Fraquanoy ol One per Killian by Flow Cy!orne ry, -
Cytomety 1983,14(5):613-528

2, Groes Hal., Verwst B., Houek D., Hoﬂman A, nacmonwatdn Mods) |

- ‘Biudy Deteuting Breact Canosr Caﬂs In Peﬂpharal Blood Munormclear ’
.. Galla at Frequencles as bow as 10-7: .

Proa. nat. Acad, Sci. USA 1995, 92, 837541
4, Kato K. Radbruch A.: ksdlatlon and Gharactersation of CDag

- Hematopostic Cells from Human Paripharal Blood by ngh-Gradient
. Magmuo Celd Sorti . .

g,
Cytometsy 1983, 14:384--392,
5. Mitaryi, 5., Mullsrw.waithalgv .Radbruch,A, H!gh Gmdlam

- Magnetis Call Sorn,
_ Gytomatry 1890, 14:321-230,

6. Pantsl, K., {zbled, J.A., smrurm.M Braun, 8., P: Karg
o Rlemmuuer‘.‘ng aun, ass!ick B., Karg,
lmmunocylolagrcal Datectlon of Bone Marrow Mlcrumnla.slasls in

* Qperable Non-Small Call Lung Cancar,

Gaﬂcsr Res. (UNITED, STATES} 1943, 535): 1027—1031

7. Plnarm-Zaafur, J.J-, Mesker, W.E., Boland, @, Sloos, W.C,
Rijhe, 4., era,M.ﬁa.ap,AK : Automated tme gacylum fo:a“de
Datsction of Rare, Viral A fgen -Positive Cells in Panphera Blgog.

 Cylometry 1004,15(3):16~20

G. Walthel,W. Inehbusch, . Knto,t(.,ﬂadbmch.A.:S ol Rare Call .
Flow Cytomelry and Goll Sorting, 15t edn Editod by m,"z. oo

-Springer; 18321159157,
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. Hochanflsende Dumhﬂuﬁzyhmeﬁ:e und p53 Innumerealdivitit
bei epllhe]wen Ovanaltmmmn vom Boxde:lmetyp im Stadivm T

Reich Q., Piirstner P., Scholl W.
Geburtshilflich-pynikologische Umversxtatsldmlk Graz,
Auvenbruggerplatz 14, som,Graz, Gsterremh

Versclnadenf: Studlm lassm vennmen, dal} die klinische ngessmn epithelialer

- Ovarialfumoren vom Bordedmetyp (BOT) mit DNA-Aneuploidie und Mistation

des p53 Tumorsuppressorgens assoziiert ist. Wir untersuchten den DNA-Gehalt
von Zellkernen und die Uberexpression des pS3 Proteins an 14 BOT im Stadium
1 (8 serds, 4 muzins, 1 endometroid, ! Klarzellis, mitderes Aber der
Patiertinnen: 50 Jahre (20-82); mittlere TumorgrdBe: 10em (4om-19cm)). Pro
Tumor wurden 4-8 Biopsien geziel entnommen. Die hochmﬂésende

Durchflubzytornetrie erfolgte nach Goehde's Technik mit einem PAS III

Zytometer (Fa. Partec).  Das mutierte pS3 Genprodukt wurde mit dem
monoklonalen Axtiktirper DO 7 (Fa. BioGenex, AM 239-5M) nachgewiesen. 8
von 14 Tumoren (57%) zeigten DNA-Aneuploidie, 6 Frauen (43%) hatten DNA-
diploide Tumoren. Die DNA-Indices der aneuploiden Falle schwankten zwischen
1,06 und 1,90 (1,06;, 1,0% 1,10; 1,70; 1,90). 3 Fle zsigten near diploide DNA-
Messungen. In keiner der Gewebeproben komnte eine Uberexpression des p53
Proteins demonstriert werden. Die Studie zeigt, daf durch hochamfldsende
PurchfluBzytometrie bei BOT im Stadium T verschiedene DNA-Gehalte von
Zelikernen (diploid, near. diploid, aneupioid (26+<10%), aneupIou:l {21074
nachweisbar sind, die Grundlage eines DNA-Malignititsgradings sein kéinnten.
Hingegen schemt eine Ubkrexpression des p53 Proteins gwo]nﬂmh nicht im
Stadium 1 von BUI' vorzukommen.




Durchﬂuﬂzytomemsche Quantuﬁnerung des mtraze]lulﬁren Gehaltes

" an myelomonozytiren Proteinen MRPS und -14 sowie ihres durch den
Antikirper 27E10 erkannten Heterodimeres MRPS/14 in humanen
Monozyten nnd Granalozyten,

O. Rehrig, C L. Klein, T. van Kooten, C.J. Kirkpatrick

Institute of Pathology, Universityhospital of Mainz, Germany

Die myelomonozytiren Proteine MRP8 und MRP14, auch bekannt als
Calprotectin oder L1-Komplex sind wichtige zytoplasmatische Bestandteile
von Zellen des Monozyten-Phagozyten-Systems und von Granulozyten.

Die kalziumabhingige Bildung von Heterodimeren aus MRPS und -14 und
die folgende Bindung der Dimere an Zellmembranen sowie das Zytoskelett
spielt eine wichtige Rolli bei der Aktivierung und der Exiravasation von -
zirlkulierenden Monozyten. Folglich wurden Makrophgagen, dic das
Heterodimer MRP8/14 exprimieren, das durch den Antikorper 27E10
erkannt wird, als ,,entzundhche Makrophagen“ bezeichnet. Da die zéllulsre
Vertellung von monemeren MRPS 1ind-14 Molekiilen und ihrés Dimeres
"(27E10) nock nicht geran untersucht wurde, ist noch - ungekdirt, ob
zirkulierende Monozyten, die das 27E10-Ant1gen expnmleren eme
Lentziindliche Subpopulatlon“ darstellen.”

Um diese Frage zn kldren, wurde eine neue Methode entmckelt um den
gesamten zellularen Gehalt von MRPF8, -14 und des Dimeras 27E10 in
frisch isotierten humanen Monozyten und Granulozyten zu bestimmen. Die
. mtrazellulﬁreu Antigene konnten mit Hilfe von Fix und Perm nachgewiesen
werden. Die vorhiergehende Markierang der membraustandngen Marker
CD14 und CD66b(CD6T) ermoglichie den Verzicht auf strenlichtbasierte.
Unterscheidung der Zelltypen. Die Fluoreszenzintensititen wurden mit Hilfe
von QSC-Beads quantifiziert und in Anzah! von Molekitlen pro Zelle
umgerechnet. Der Nachweis der intrazelluliren Molekiile wurde sowahi mlt
der direkten sowie der indirekten Methode (AK-Biotin , Avidin-FITC)
durchgefithrt, und die [Ergebnisse der beiden Methoden vergliohen, .

Die Kombination von vnrhergehender Membramnarinemng, folgender
intrazellubirer Markierung mit FIX und Perm und Kalibrierung durch QSC-
Beads erwies sich als eine sinnvolle Methode zur Quantifiziering der - -
Expression vor intrazellularen Antlgenen Die Expressionshghe: :sowie der.
Anteil an exprimierenden Zellen konnten genau. besnmmt wefden

Die Ergebnisse bezfiglich der intrazellubizen Expressmn vor MRPS, -14 und
ihres Dimers MRP8/14 (27E10) werden dargestellt, und ihre Bedeutung fur
das Konzept der ,.entzémdlichen Monozyten/Makrophagen* wird diskutiert
werden.
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CHARAKTERISIERUNG VON SUBPGPULATIONEN MONONUKLEARER
PHAGOZYTEN DES BLUTES

G. Rothe, J. Stéhr, G. Schmitz .
Institut fr Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Klinikum der Universi-
(&t Ragensburg

Moenonuidesre Phagozwen sirid von grofler Bedeutung in der Pathogeness der
Arterioskierose, Das Ziet unserer Studie war die Charakterisierung von Sub-
populationen der Monozyten des Blutes als paotentislle zellulére Markar fir

'Verénderungan das Immunsystems bei Hypercholesterinamie. Bai Normat-

probanden zeigten 61.3 + 6.0 % der Monozyten sinie dichte Expression des

- LPS-Rozeptors {CD14) und des Foy-R-l (CD64) jedach keine Exprassion des
" Fey-R-lll {CD1E6). Eine Subpopulation disser "reguléren” mononukle&ren Pha-

gozyten, 2.1 £ 0.8 %, zeigte zusétzlich Expression von N-CAM (CD56). Weilere
Subpapulationen von Menozyten zeichneten sich durch simullane Expression
beider Fey-Rezeptoren (25.6 + 5.0 %), isolierle Expression des Foy-R-ll (9.4 +
1.7 %), oder dichte Expression von CD33 (3.7 + 1.1 %) bei nur geringgradiger

" Expression von CH14 aus, Samtliche fonf Subpopulationen wiesen ein positi-

ves Signaj fiir CD88 und Mysloperoxidase, Phagozytose- und Esteraseaklivitat

“auf. Deutliche Unterschiede bestanden jedach in der Expression von Antigenen

mit Bedeutung fur die zeliulare Antigenprésentation und Adhasion. Analyse der
mononukledren Phagozyien des peripheren Blutes bei Patienten mif Hyper-
cholesteringmie und Normalprobanden zeigle eine relative Zunahme von Zel-
len mit dem reiferen Phénolyp der isolierten Expression von Fey-R-H in einem

‘Zusammenhang mit den Apolipaprotein E3/E4 und E4E4 Phanatypen. Wai-

terhin deutete eine verstérkte Expression des Aktivierungsantigens CD45RA in
Korrelation zur Ptasmaspiegeln von LDL and Lp{a) auf systemische Verande-
rungen menonukledrer Phagozyten bei Erkrankungen des Lipid- und Lipopro-

-te:nstoffwechseis hln
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Eine neue durchfluzytometrische Methode fiir die Analyse
der lysosomalen sauren Cholesterinesterhydrolase

G. Schindler, 5. Rothe, G. Schrmitz
Institut far Kiinische Chemle und Laboratoriumsmedizin, Klinikum der
Universitst Regensburg _ |
Die lysosomale saure Cholesterinesterhydrolase (LAL, EC 3.1.1.2.13) ist ein
Schlhsselenzym  im  zelluldren Cholesterinstaffwechsel. Sie  hydrolysiert
Cholesterinester und Triglyzeride, die Ober Low Density Lipoproteins (LDL)
aufgenommen werden. Zwei seliene genstische. :Erkrankungen, die
Choleslerinesterspeicherkrankhsit {CESD) und die Wolman Ekrankung (WD)
sind durch gine verminderte baw. fehlende LAL-Akfivitat gekennzeichnet. Bai
. Patienten mit'_ symptomatischen Gefalerkrankungen wurde sine, varminderte
. Enzymaktivitat im Vergleich zu altersgleichen Kontrollen beschrieben. Dies 4Bt
auf gine pathegensgtische Ralle der LAL bei der, Entsiehung der Arteriosklerose
schiiefien.. :
Die verfogbaren Metha:den for dig Eest[mmung der LAL bas:eren auf der Spal-
tung radioaktiv markierter Cholesterinester im Zellhomogenat. Ziel dieser
Untersuchungen war die Charakterisierung der in situ Aktiviigt der LAL -in intak-
ten Zellen mit Hilie eines flucrogenen Enzymsubstrates. Als geeignetes fluoro-
genes Substrat.erwies sich Fluoresceinditaurat (FLDL). Aus FLDL kann durch
enzymkatalysierte Hydrolyse Fluorescein freigegﬁtztjwerdan. Durch Inkarpora-
tion des FLOL in LDL wird eine spezifische lysosomale Anreicherung des FLDL
erraicht, Eine spezifische Aufnahme Uber den Apo B/E-Rezeptor durch intakte
Fibroblasten erwies sich in Kompetitlonsexperimenten mit natiyem'LDL. Die zu-
satzliche Markierung des LDL-Partikels mit 3,3"-Dioctedecylindocarbacyanin
-{Cil) erlaubt die Quantifizierung der LAL-AkEvitat unabhangig von der LDIL-Aul-
nahme. Inkubiert man intakie. Fibroblasten mit DiHFLDI-LDL, 146t sich durch-
fludzytometrisch die LDL-Aufnahme Gber die Dil-Flugreszenz un_d.die.LAL—
Aktivitat als Maf der Fluorescein- Fiucreszenz analysieren, ]
In dem neu entwickelten Testsystem zelgten sich signifikants. Untarsch;eda in
der LAL-Aklivitét in Experimentan mit Fibrobiasten von normaien Kontroilen,
CESD und WD Patienten. Die durchflubzytometrischen Befunde karrelisrten
gut mit Ergebnissen aus einem Radioaktiv-Referenzassay, - bei dem
3H-Chalesteriniinoleat in LDL rekonstituiert, als Substrat diente.
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Qualitdtskantrolla und Standardisierung der Durchffulizytometrischen
Thrnmbozytenana!ytlk

G. Schmitz,_é. Barlage, G, Rothe .
Institut fir Kiinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Zentraflabor und
Blutbank der Liniversitat Regensburg

' Die durchfiuf&zytometri;che Analysevder_Thrombozytgnak’tiviemng ist sin

zunehmend wichtiger Aspekl im Bersich der Qualititskontrolle van
‘Thrombozytenpraparaten, sowie in  der Klinischen Diagnostix  von
Erkrankungen, die mit einer Hyper- oder Hyporeagibilitdt der Thrombozyten
verbunden sind. Veranderungen der  -Expressionsdichten von
Oberflachenprateinen der Thrombozyten, wis die gesteigerte Expression des
Gpllb/llia {CD41a), das GMP-140 {CDE2) und des Gp53 (CDSB; sowie eine
verringerte Expression des Gplb {CD42b) diénen hiarbei als Marker einer
Thrombozytenaktivierung, Trotz hoher Sensitivitat der Methodik sind die
erzielten Resuitate in hohem MaRe abhangig vorn methodischen Vorgehen, so
von der Art .der Probanvorbereitung, der Auswanl und Konjugation der
Antikérper sowie der Datenaguisition bzw. Datenanalyse.

Zur Standardisierung der Analytik wurden daher im Jahr 1994 zwei
Ringvei’suche organisiert. Das Konzept basierte auf der fixationsfreien
Stabilisiarung zweier unterschiedlich altar Thrembozytenkonzentratproben, der
Verwendung eines standardisierten Protokolls zur Probenvorbereitung, der
Verwendung labnrelgener AntikGrpar und deren Kallbration Gher goat-anti-
mousea Eichbeads mit einer definierten Anzahl an Bindungsstallen.

Die srzieltert Resultate zeigten verglelchbare relative Fluoreszenzen fir die
Bastimmung des stark exprimierien CD42-Antigens. Viele Teilnehmer
berichteten jedoch Uber Schwierigkeiten in der Analyse der niedrig exprimierten
Antigene CD62 und CD63, sowie in Bezug auf die Kalibration anhand der
mitversandten Eichbeads. Die Auswertung der list mode files demonstrierte die
unterschiedliche Qualltat  der Datanaqulsmon, uwa. hinsichttich der
Kontamination der Scatterssgnale durch Ze!ldebrls sowie die unterschiedliche
Art der Datenauswertung.

Insgesamt bestétigten die Resultate die Natwendigkeit siner Erarbeitung von
Konsensusprotokollen zu den methedischen: Aspekien der Analyse der
Thrombozytenaktivierung. .
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Verglelch murphumetrlscher Bildverarbeltungsp&rameter mIt Fluﬂzytemelriedateu
. ausgew dhiter Ovarialkarzinome

Schtill W., Reich O, Pilrstper P., Tancher A.
~ Geburtshilflich Gynéikologische Universitiitsklinik Graz

Fragestellung; Fluizytometrische DNA-Messtngen aus verschiedenen Arealen desselben
Qvaria!karzmomes geben Hiﬁweis auf _;gine;_i oft inhomogenen Aufbau ans regional
Zytogenetisch unterschiedlichen Tumomﬂpopulatiﬁnen. Bei déx.-. histologisch—visueﬂcn
‘Beurteihing kenn dieses Phinomen géwﬁhiaiich nicht erkannt werden. Sind verschiedens
Zellpopulationen in unterschiedlichen Tumorkompartimenten durch moxphometrische,
nur mit Bildanalysesystemen bestimmbaren Parametem differenzierbar?
Material und Methoden: An mehreren Stellen eines Ovana]karz:momes wn'd Frisch-
Imatcrlal Zur ﬂuBzyl:ometrlschen und histologischen Hntersucimng entnommm Die
‘quantitative DNA-Besfimmung entsprickt efnein standardisierten Protokoll nach Géhde
am PAS III FluBzytometer, die dazu streng korreherte pathohjstologtsche Untersuchung
erfolgt am HE Schniit. Tu.more, die an mehreren Arealen flubzytometrisch heterogene
_ Zellpopulationen, jedoch histologisch nicht unterscheidbares Typing und Grading zeigen,
werden morphometﬁsch am Zeiss Ibas Z.ﬁ Bildanalysesystem. untersucht. Interaktiv
werden in diesen Komparimenten ca. 150 maligne Zellkerne auf Kernfldche, Formfaktor,
Maximaldurchmesser, Elong'ation f.md Kernausrichtung bet 400-facher Vergéferung
‘untersucht Die Melwerte der emzelnen Arealen werdgn mrt dem Krusial-Wallis Test auf
‘,moghche Unterschiede geprift, '
Ergebnisse: Proben mit fluBzytometrisch heterogenen Zellpapulauonen unterschmden smh
von histologisch gleichen, fluzytometrisch aber aus nur einer Zellpopulation aufgebauten
. Priparaten hochsignifikamt (p<(,0001) in Kernfliche und Formfaktor, Tumorareale mit
heterogenf.:n, hoher anetrplmden Zellkloncn zeigen 1m Medzan grbﬁere Kemﬂachcn {(z.B.
73 r.un2 vs 38 pm? sowm kleinere Kemformfakloren zB.0,65vsD ,74).

ggl_-n!@fblgerung. Morphometrische Anderungen kénnen der visuellen Beurtgdux_]g bet -

histologisch gleicher Wuchsform entgehen, da.eine knappe Verdoppelung der Kemfliche
mit cinem nur ca. 1,35 fach vergréfertem Radins sinhergeht, Der fluzytométrische
Machweis von regionaler Tumorheterogenitit 146t sich bildanalytisch bestatigen.

T

Quualitiiskontrolle der Tmmunphinotypisierung in Osterreich

E. Schonwald®, R Jilch** -

Zentralisbor (Vorstand: Frof. Dr.M Fischer)** im Krankerhaus der Stads Wien- Lainz und
Dermatologische Abteilung (Vorstand: Prof.Dr. F Gschnait)*

VWoikersbergenslr 1, A~1130 Wien.

Seit 1993 wird in Osterreich regelmifig sine externe Qualititssicherung fir die

* derchfluBzytometrische Immunphinotypisierung von peripheren Blutlymphozyten

durchgeflihrt. Die Basls dafitr bildete ein Pilotringversuch, durch den die Vorgehenaweise

1m Ringversuch eracbeitet werden konnte. In'gemeinsa:ﬁeh Diskussionen der Teilnehmer

bei reg_élmiﬁigen Treffen werden die Ergebnisse besprochen und‘Anrégﬁngen fur die

nfichsten Rundversuche miteinbezogen. Der dérzeitige Stand: an 22 Laboratorien in
- Osterreich und ein Labor in Ungam (Universitétskliniken, Spitiler, Privatiabors) werden °

vier mal pro Jahr jeweils zwei Vollblutproben versandt, Als MeBparameter warden die

“Markerkombinatibnen £D45/14, CD3A9, CD3/16+56, CD4/8, CD3/4, CD3/8 und

CD3/HLA-DR gewihlt. Bei vom Versuchsleiter vorgegebener Leukozytenzah! und vom
Teilnehmer selbst gemessener Lymphozytenzah] sollen auch die Absclutwerte ermittelt

. werdgn.lZusatzli.ch zo diesemt Basisprogramm werden bei jedem Rundversuch

Antikérperkombinationen (z.B.:.CD3/25, CD3/HLA-DR) untetschiedlicher Hersteller
zum Vergleich mitgeschickt. Die Arbeitsrichtlinien folgen internationalen

- Kongensusprotokollen zur Routitediagnose (Vollbhit- Lyse, Gating). Zunsichst worden
" AusreiBer- bereinigie Mittelwerte als Ziglwerte vorgegeben und das Gesamibild itber

: Standardabweichzmg und Variationskoeffizient beurtefit, Dierzeit erfolpt die Aus- und

- Bewenung mit Efiife einer Soﬁware der OQUASTA (Osterreichische Gesellschadt fiir

. Quahtﬁtsslcherung und Standardisterung medizinisch- dJagnosuscher Untersuchungen}

iber vom Versuchsleiter vorgegebens Referenzbereiche und eine Gewichtung der
einzelnen Subpopulationen. Binan interessanten Ansatz zur Erweiterung des Rund-
versuches bildete der Finsatz von Beads zur Bestimmung von Linearitat und
Rezeptordichte Das gesetzte Ziel bleibt jedoch, im Falle klinischer Fragestellunsen, die

" aur Routmedlagnose emgesetzt werden, bei derselben Untersuchungsanforderung
' vergletchbm Ergebmsse in den tednehmenden Labors zu gewihrleisten.
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Fehtermbglichkeiten bel'&er .quantitativan'ﬂiidaufnahme In der Zytometrie
P. Schwarzmann, 3. M&hner .
institut far Physikalische Elektronik, Universitét Stuttgart

Die quantitative Ausweriung von Bildern in der Zytomélrier stglit hohe
Anfordarungen an die Bildqualitat und damit an die Bildaufnahmetechnik. Diese
Anfarderungen kénnen befrsichtiich von denjenigen der visuellen Bstrachtung
abweichen. Dieser Beifrag sofl - einige Fehlermsglichkeiten bei der
Bildaufnahme aufzeigen, welche die Gaometrie, die Heliigkeitswerte und die
Farbdarsteliung von Bildern beeinflussen. ‘
‘Auswartung geomstrischer und morphologischer Merkmale:

i der Zytometrie sind normalerweise kleinere Fahler hejni Langen- und

Fiachenmessungen ohne Bedsulung. Von walt héherer Wichtigkeit ist jedoch
die Notwendigkeit in Bildarn Abgrenzungen von Zgllbestandtellen Oberhaupt zu
erkennen und, 2u lokalisieren. Diese Erkemurigsféhig_keit wird mit bastimmt
durch die ¢pilsche Auflésung des Mikroskops, die Apertur der Bildpunkte des
Sensorelements und . nallrfich durch die optischen Eigenschaften der
Objektgrenze selbst. S ‘
Meassungen der Transmission und der optischen Dichte:

Fehler in der Bastimmung dieser Male sind von hohem Interes_se. da disse
Male mit der Merige von chemischen Verbindungen in dar Zelle verbunden
sind, welche ihrerseits wieder von hohem diagnostischer. Wert sein kann. Das
bekannteste Beispiél hierflr ist die DNS-Analyse (DNS-Histogramm).
Fahlermdglichkeiten, welche die quantitative Bestimmung einer Farbasubstanz
beeinflussen kdnnen sind vor allem: Abweichungen vom Lambert-Beer'schen
Geselz beim Lichidurchgang durch das Objekt, é&rlliche und zeitliche
Schwankungen der Beleuchtung, die Beugung innerhalb der Optik und dem

Objekt selbst und schlisBlich noch die dynemischen Eigenschafien des.

Sensorelements. _

Auswertung der Farbinformation zur Trennung geférbter Zellbestandieile:
Fehiermdglichkeiten bastehen hier In der schlechten Oberdeckung der
Farbausz(ige bei : 3-Chip-CCD-Kameras, sytembedingten
Farbshadingerscheinungen,  unterschiedlicher - Grtlicher  Aufldsung  der
Farbkandle bei Verwendung von Composit-Signalen der Fernsehtechnik oder
bai Verwendung von 1-Chip-Farbfernsehkameras sowie den grundsétziichen
Unterschieden der Farbdarstallung der Femséhtechnik und sbektral hach
auigeibsten Techniken der Bildaufnahme. '
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DURCHFLUSSZY TOMETRISGHER NACHWEIS iNTﬁAZE LLULARER
THROMBOZYTENANTIGENE

Petar Sedimayr!, Barbara GroBhaupt1: 2, Waligang Munigan2, Astrigd
: ‘Blaschitz3: Gottiried Dohr3
Meadizinische Univeritatsklinik1, l.lniwe:rsitéts—l'f(iru:hs!rklii'lil'.:::3 und Institul ﬁ]r
Histologie und _Embryqlqgle3,_I_(arl-Franz_ans—Unlﬁversllﬁt Graz, Osta_rreicl-n

Unstimulisrte Théambnzyten weaisen iﬁtraze!lul&re Strukturen wig o-
Granula, Lysosomen und dense bodies auf. Aktivierung mit Thrombin fiihit

.zu  Exozytose. Die Granwlamembran verschmifzt mlt der

Zglloberilachanmambran, und integrale Molekiile der Granulamembran

wie z, B. P-Selektin {CD82P, in o~Granula) oder p53 (CDB3, in Lysosomen
und dense bodies) werde an der Zellobarfiiche nachwaisbar.

-Fhrombospondin, ein Protein der g-Granula, wird auf Plittchenaktivierung

hin sezerniert und bindet sich an Thrombospendin-Rezeptoren an der

- Thrombozytencberfliche. Der durchfluBzytometrische Nachweis mit Hilfe

von Antikdrpern gagen Aktivierungsmarker an der Obarfliche in vitro
aktivierter Thrombozyten ist etabliert. Nach Permeabifisierung der
Zellmembranen durch Methanol oder Fix&Perm (An der Grub} wissen wir
die erwahnien Aktivierungsmarker mit Hilfa der DurchfluBzytomstrie im
Zytoplasma unstimulierter Biutplaitchen nach. AuBerdem waren Intericukin

{(IL}-1c, jedoch in wesentlich geringersm Man IL-1B, Im Zytoplasma
unstimulierter Thrombozyten nachweisbar, jadoch nicht .an der
Zelloberflache. Diese Machweisbarkeit war nur unler Varwendung von
Methanol, nicht jedoch von Fix&Perm gegeben. Dias fihrt zur Frage, ob
Fix&Perm eine Frelsalzung von {vorwlegend Tm Zytesol befindlichen) iL-1
verursacht. :

Unsere Ergebnisse zeigen, daf dis DurchfluBzytomstrie fiir die
Unlersuchung praformierter intrazelfularer Aktivierungsmarker vonh
Thrombozyten geeignet Ist. Dlese Methode solte auch gesignet sein, dls
relative Mange an intrazelluldren Thrombozytenantigenen zu bestimmen,
vorausgeseizt, die Permeabilisatior ikt nicht zu Freisetzung voen Antigen.
Beispielsweise erlauben vorldufige Daten den SchluB, daB Thrombozyten
Neugeborener Im Vergleich zu denen Erwachsener nach
Thrombinstimulation zwar eine geringare Expression von CD83 an der
Zelloberflache aufweisen, unstimulierts Thrombozyten enthalten jedoch
die gleiche Msnge von CDB3 wie disjsnigen Erwachsener. Dias a6t
vermuten, daf® diese Hyporeaktivitat der Thrombozyten Neugeborener
nicht durch Praaktivierung wihrend der Geburl verursacht ist, die zu einer
intrazelluldren Dapletion fihren wiirde.
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Zytometrische Beurtaliung dar "rush“-Blenenglft-
Immuntherapie

J.A. Segura, J. Irsch®, A. Lﬁhndorf N. HUnzelmann und A. Radbruch

Insmut fir Ganelik der Universitét Kain, Weyertal 121, 50931 Kéin. Deulschland
Haulkllnlk der Unlvers:tdtzu Kdin. Jcseph-S‘laizmann Sir, 9. 50531 Kdin, Dautschland

Dis rnoiekularen Mechamsmen der rush"-Blenenglft-lmmuntheraple smd
waitgehend unbekannt. Wir benutzen dis DurchfiuBzytometrig, um zu
analysieren, wie diese Therapia die Kontrolls der Immunantwort besinfiuft.
Allergischen Partienten, die die Desensibilisierungsbehandlung erhislien,
wurde Blut entnommen. Die so gewonnenen Zellen wurden mit PMA und
toenomycin finf Stunden stimuliert. Die prozentualen Anteile der reagierenden
T-Zellen wurden anhand ihrer Zytokinproduktion durch intrazelluarar
Farbung und Multi-Parameter-DurchiluBzytometrie. bestimmt.

Die Haufigkeit der Zellen, dle die regulatorischen Zytokine IL-4 und lFN-fy
exprimigren, nimmt im Verlauf der Immuntherapie ab, wobei das Minimum am
finften Behandlungstag erreicht wird, Die IL-2 Produktion &ndert sich nicht
signifikant, Der PrezZentanteil an Zeflen, die den frihen Aktivierungsmarker
CL69 exprimieren, sinkt sbenfalls wahrend der Behandlung.

in gesunden Spendem werden Zylokine haupséchlich von den SD4SRO
(voraktivierten) Zellan produzlert. Dagegen ist bei allergischen Individuen die
Haufigkeit der L4580+ T-Zetlen, die IL-4 und IFN-y sekretiaren, drastisch
reduziert, und die "naive’ CD45RO" -Population beinhakiet hier eing héhere
Anzahl von zytoklnsekretlerenden T-Zellen.

Somit scheint im Varlauf der *rush"-Desensibilisierung eine systemische
Repression des Immunsystams die die veraktivierten CD45RO+ T-Zellen . -
betrifft, fir den Dessns:bil]sierungseffekl verantwonllch Zu sein.
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" Untersuchungen zur Awivabme von S-Amim_tlivulinsiiure, Synthese von
: Protoporphyrin IX und Efffux von Porphyrinea an zwei Urothelkarzinomzellinien -

P. Steinbach’, H, Weingandt', R. Baumgartner’, M. Kriogmair?, F. Hofstadter'; R Kniichel!

"Institut fir Pathologie, Universitit Regsnsburg und *Urclogische Klinik, Universitat Mincher
T S-Armnolawhmsau.ra (ALA.) erﬁnlgremh in der pbotodyoamlschen Therapic {PDT)

emwmkﬂnnm,:stmmmuﬁgmmmchmdlmhamkmﬂularemmmdm

da.raus gelnldetm mﬂogm Photosensibilisators Pmtoporphynn IX (PPIX) in malignen Zellen
2 erreichen, Zeiltypspmﬁsche Unterschmia in der Akhmnlaton von PPIX sind zur Zeit noch

 nicht vollstandig verstanden, Dic vorlisgende Arbeit befabt sich daher mit den Ursachen der
‘uiterschiedichen.  PPIX  Akicumsalation zweier  unterschicdlich dlﬂ'ermemr Ham-
blasenlmrzmmn zfmmlm

Dcr intrazellnlire PPD;'. Gehalt wurde anha.m:l der du.rchﬂuﬁzybnmsmsch bestimmten
Fluoregzenzintensitst der mit ALA inkubiertan Zellen quantifiziert und aufarund semer_ spektralen

 Charakterisitk mittels Fluoreszenzspektrometrie verifiziert. Nach 4-stiindiger Inkubation in ALA-
-haltigem Medivm zeigten die ans einem bochdifferenzierten Twmor abgeleiteten RT4 Zellen ecine

drsifach hihere Fluoreszenziitensitit als die aus einem pering difforenzierten Karzinom
ebstammenden J82 Zellen. Diese Unterséhisds in.der Fluoreszenzausbeuts konnten teilweise auf
Unterschiede in der ALA Aufnahme sclbst zurickgefthrt werden, die spekirophotometrisch
quantifiziert wurde. Kinetlk-Messimgan zcigten, dab der Anstieg der Fluorespenzintonsitdt bei

“beiden Zellinien erst 6 Mimuten nach AEA Zugabd cinsetate. Die > Ausschleusung der intrazellular

gebﬂdeten Porphynne war initial fitr RT4 Zellen sc]mallm als fitr J82 Zellen. Die Unterschiede in

‘@or ALA' induwziertsn  Flngroizenz konnle.n weiterhin  mit "Unterschieder  des

Mltochondnmmmhlanpo‘;ennals, das mmals Rhodamm 123 bestimmt wurde, kervefiert werden.

“Der ‘Anstieg dsr ALA mduz:ertsn Fluateszenz kennte durch Zugabe der Kahmnlonophom

Valinooyein sowio durch Inkubaucn in nut Falium angemchmem Meclmm vol}standng
verhindert wexden,

Zysammenfassend zeig: die vorliegends Arbeit, dab die zelliypspezifischen Unterschieds der
ALA induzierien zeiluliren Fluoreszenz auf Umterschiede in der Hohe des Mitochon-
drienmembranpotentials, und damit auf Unerschiede in der Synthesarate von PPIX,

Antersehiedliche Effxraten und Unterschieds in der ALA-Aufnahme selber zuriickgefihre

waerden kinnen, wobei fetztore wiederum vom Plasmaroembranpotential abbéngig scin konnte,
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Die’ Empﬁudlwbkmt spermatogeneﬁscher Zelleu voR Sﬁugeﬁeren gegmu.ber ioni-

slereuder Slrahlung

L Tatchem,W Gahde

Inshtut ﬂlr Strahlenhmlogle Westﬁﬂxsche Wﬂhelms-Umvers:tﬁt, Munstcr |

" Nur mJt I-Illt‘e bwloglscher Indikatorau ist &5 mﬁglmh, die Hohe éiner uubeabschtlgten

Stralﬂenexpomon eines Indmduums 2zu bestimmen. Die bisher zur Velﬁxgr.mg stehenden
c}rtogeneuscheu Methoden der ‘bmlogmchm Dosunme smd jedoch sehr zenauﬁvendzg
und selativ unempfindlick, - .

Es ist bekannt, dab stark proliferierende Gewebe wie z. B, spermatogenstische Zellen
sehr empfindlich aof jonisierende Stralﬂung reag;erm, dle LDsg fiir Spamamgomen der
Maus Hegt bei etwa 0.25 Gy.

Methoden zur Detektion der Effakte kieiner Strahlendosen konnten verbessent werden,

- indeta NMRI-MHuse in vivo. mit BrDU (1h} behandelt wurden, Die Mause wutrden vor

ter BrDU-Markierung Dosen von 0.05-2.0 Gy 5°Co-Gamma- -Strohlung ausgesetzt,
Nach der Entnahme dear Testes wurde die Hiufigkeir der S-Phase-zdien mit Hilfe eines

X momdomlen auu-BrDU-Amkm'pers erfalt.

Die Haufigkeit der S-Phase-Zellen wurde ﬂ0wqrtophntomet:uch best:mmt (Pa;rtec BAS
111} und Dos;s-B&'eh Kurven erstelit. Fine mazimale Reduktion des Anteils der $-Phase-
Zellen wurde am 2. bis 4. Tag nach Bestrahlung beobachtet. Dip Dosis-Effekt- -Kurven,
die for die Zettpunkte 2,4, 7 und 9 Tage nach Bestrahluog erstellt wurden, zeigen bereits
nach giner Dos:.s van 0.05 Gy gine deutliche Reduktion der S-Phase-Zellen,
Der hiar vorgestel]ie Indikator fiir die Stra.hlenwu'lmng ist empfindlicher als alle bekann.
#en biologischen Dosimeter. Vorgehenswaisen werden dmkuuert die es erIauhen Dosls-
Bffekt-Kurven auch fir menschliche Zellon zu erstellon,
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; Nicht-radioaktive Lebensdauermessungen an Erythrozyten mittels

:: ! DurchflaBzytometrie und Vergleich mit radigaktiver Markierung.

'f‘rastl, C.1: Beisker, W.Z; Berg, D.j; Hoffmann-Fezer, G. l

(13 GSF - Institut for Immunologie

(2 - GSF - Arbeitsgruppe DurchfluBzytometrie
(3): - GSF - Instinat fiir Strahlenbiclogie

Ingolstidter Landstr. 1 D-85764 OberschleiBheim Germany '

Dle in-vivo Lebensdauer von Erythrozyten im .peripheren Blyt von Huriden (Beagles}
wurde fiber einen Zeitraum von 120 Tagen sowohl mittels Durchﬂu!lzytometne als auch

“durch radioaktive Markierung (51Cr} bestimmt. Ein Anteil von 2% des peripheren Blutes
wurde ennommen, biotinyliert mit B1atm-X-N-hydroxy-succnm:d Ester (B-X-NHS) und

danach w1eder Jnjiziert. Proben des peripheren. Blules wurden wichentlich gensmmen
und mit Fluorescelmsothiozyanat (FITC) markiertem Avidin gefirbt. Biotin-markierte
Erythrozyter wurden . mittels Laser-Durchffulizytometrie (Anregung 488nm, Emission
530nm) gemessen. Vorwirts- und  Seitwiirtsstreulicht wurde benutzt, um die

_Enythrozyten auszugaten. Griing P!uoreszenz wurde als Mah fur die Biotin-Markierung
.erfaBt. Markierte und unmarkierte Erythrocyten unterschieden sich etwa um einen Faktor

10 in der Fluoreszenzintensitat. Der Prozentsatz der markierten roten Blutzellen sank
“wiilwend des Beobachtungszeitraums von 2% auf 0. 2% nach ca. 120 Tagen. Wiihrend
der ersten 30 Tage lieferte die Bwtm-Mark:emng verpleichhare Ergebnisse mit den

“standardisierten radioaktiven Marklerungsmethoden (International Committee for

Stmdardnzauan in Haematology, 1980). Die radinaktiven Markigrungsdaten durch sigy
waren vergleichbar nach. Reduktion fiir die Zerfallszeit des SICr  sowie fiir den

“standardisierten Chromverlust wihrend der 120 ‘Tage. Die FITS Fluoreszenzintensitit

pro Zelle blieb konstant (ber den ganzen Beohachtungszentraum dies demonstriert

=emdeut:g dle Vortelle der B:onn Methode - - -
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COMPUTER-KLASSIFIZIERUNG * = DURCHFLUSSZYTOMETRI-
SCHER * DREIFARBEN-IMMUNPHANOTYPEN :VON BLUTLEU-
KOZYTEN UND. KNOCHENMARKSZELLEN BEl LOW UND HIGH
GRADE .NON-HODGKIN-LYMPHOMEN UND  CHRONISCH
LYMPHATISCHEN LEUKAMIEN © , '

G.Valet), G.Schmidtke?, U.Schmilcker?, G.Britiinger?, H.G.
Hoffkes? : A o

1) Max-Planck-lnstitut ~ far Biochemie;, -~ 82152 Martinstied,
2) Abt.Hamatologie, Medizinische Klinik der Universitdl, 45122 Essen

Die Analyse von Dreifarbenimmunflucreszenzmessungen ergibt
Ublicherweise 3x4=12 Werte fiir ‘die prozentuale Haufigkeit von
Lymphozytenpopulationen in den Quadranten der FITC/PE, PE/CYS
und FITC/CYS Histogramme. Die Mehtheit der information, die aus
der. Intensitét -der Antikdrperfluoreszenz, der refativen Oberfichen-
dichte der .Antigene, den Fluoreszenzverhiltnissen, der Vorwsrts-
(FSC} und. Seitwartslichtstreuung (SSC) sowie dem SSC/FESC Ver-
héltnis jeweils bei Lympho-, Mono- und, Granulozyten besteht, geht
auf diese Weise génzlich verloren. Die Diagnose wird Gblicherweise
visuell und quantitativ von qualifizierten Expertan durchgeifihrt.
Dieses ebenso mithsame wie zeitaufwendige flhrt zur Interuntersu-
chervariabilitat bei den nicht standardisierten Auswerteprozeduren.

Das Ziel dieser Untersuchung war die automatische Com-
puterkiassifizierung von CD45/14/20, CD8/4/3, «/CD19/5, AMCOH9/5,
CD10/23/¢ - Listendatelen (BD-FACScan) von Blutleukozylen und
Knochenmarkszellen chrenisch lymghatischer (CLL, n=14} und hairy
celi (n=8) Leukémien, centrocytisch-centrobiastischen {n=2), centro-
blastischen (n=2}, B-Zell (n=1) Lymphomen, immunozytomen (LP-IC,
n=8), centrocytischen (n=1) und low grade Lymphomen {n=1) sowie
von normalen (n=15) und leukozytotischen (n=12) Patienten mil dem
CLASSIF1 Program (Ann.NY Acad.Sci.677,233-251(1993), Partec,
Minster).- Das CLASSIF1 Programm extrahiert 222 Werle je Dreifar-

benimmunphanotyp and erstellt Instrument- und Labor-unabhéngige

Klassifizierer.

84-100% der Patientenproben wurden korrekt kiassifiziert, Die
klinisch schwierige Unterscheidung zwischen CLL und LP-IC wurde in
100% der Félle erreicht. Zusatzlich konnten 9 von 10 klinisch nicht
entscheidbare Fille entweder einer CLL oder einem LP-IC zu-
geordnet werden. ‘ :
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Vergleich zwischen Exzimerfluoreszenz und
Depolarisationstechnik zur Analyse hydrophober
Membranregionen S

M. Wimmer, G. Rothe, G, Schmitz

Institut fir Kinische Chemie unid Laboratoriumsmedizin der Urniversitat Regensburyg,
93042 Regensburg

Die mit Verdnderungen des zellularen Cholesterinstoffwechsels eng verknipfte

- Membranfluiditdt ist ein potentiell wichtiger Fakior in der zellularen

Pathogenese der Arteriosklerose.

‘Die etablierte Methode zur durchflufizytometrischen Bestimmung der zelluléren

Membranflulditst ist die Messung der Depolarisation von 1,6-Diphenyi-1 *3.5-\ 7
Hexalrien (DPH). Die Anregung des Farbstoffes erfolgt dabei mit einem Argan-
lanen-Laser bei 364 nm. Eine Alternative hierzu, die ohne weitergehende
Gerétemodifikationen auskommt, basiert auf der Exzimerbildung von
Pyrendecanoic-Acid (PDA).

Als experimentelles Modell wurde der Cholesteringehalt van Humanlympho-

Zyten mittels Inkubation mit PHquaiidylcholin—Lipqsoman reduziert. Bei der

Exzim_ar—l'v'[oncmer—Techﬁik-wul‘deh diese Lymphozylen anschlieBend mit #DA
inkubiert und die Exzimer- (478 nm} und dis Monomerfluoreszenz {395 nm)
gemessen; die Fluoreszenzdepolarisation von mit DPH gefarbten Zellen wurde

-mittels der Aufmahme der beiden Polarisationsrichtungen der DPH-Emission

bastimmt, _

Aus den Messungen ergeb sich, dafd der Grad der Polarisation der DPH-
Flhoreszsnz bei sinkendem Cholesterininhalt der Membran abnimmt und das
Exzimer-Monomer-Fluoreszenzverhaltnis zunimmt,

Die Exzimer-Monomer-Methods mit dem Farbstoff PDA erwies sich in den oben
beschriebenan Messungen als der weitaus sensitivere Weg, um Anderungen in

.der Fluidital der Zellmembran zu bestimmen.

Die tethnisch einfachere Bestimmung des Exzimer-Monomer-Fluoraszerz-
verhéitnisses sollte von Interasse sein zur Anaiysa_einer gestdrten zellularen
Mermbranfluiditat, ' :




Harald Bormfleth!, Kaus Atdinger!, Michast Hausmann!, Anna Jauch?
and Christoph Cremer®. . 7 - .- . :

- 1= Instliut flr Angewondte Physik. 2= Institur flir Humangenetlk und

Antropolegle, 3= Inferdisziplingres Zentrum fir  wissenschafiiches
Rechnen, Urilversitat Heldelberg, D-69120 Heldelberg

Die quantitative, Bestimmung -von. Fuoreszenzintensitéitsverhalnissen
auf Metaphasechrornosomen Ist von fundamentaler Bedeutung fir
die cytogenetische Analyse bei ~compardiive Genomhybridisierung
(CGH)*. Ublicherwslse werden hlerat Mikroskophilder mit hoch
aufldsonden. hoch sensitiven schwarz weiB CCD  Kameras
aufgenommen. Dies bedingt, daf die verschiedenen Farben
nachelnander mit verschledenen optischen Fltem fdr Anregung Und,
Emission aufgenommen werden miissen. Hier wird als Altemative die
Anwendung elner Einchip CCD Farbkamera (Kappa CF 15 MC)
vorgastellt, die unter Verwendung sines Omego Tripel-Bandpassfilters
die simulfane Aufnahme der drel Farben Texas Red, FIYC und DAFI
eraubt. Die Bidaufnahmeelgenschaffen des. Systems  wurden
unfersuchi, Dle Kameraantwort In den drsi Farbebenen R,G,B wurde
pestimmt und Kallbrerungsfaktoren wurden erechnet, Ein koempleties:
Softwareprogramm  wurde  fir - die Bildauswertung ~ von CGH
Experimenten geschrieben, das auf einem PC unter Varwandung des
kommerziellen Softwarepdkets Optimas zwr Bildaufnahme KU,
Beisplele zeigen die Anwendung fir die Blldauswertung von CGH bel
Tumorzellen. Die Resultate wurden mit Ergebnissen verglichen, die fir
dasselbe Préparat mit elnem konventionslen Systern milt einer schwarz
well CCD Kamera (Photemetilesy und einem Softwareprogramm cuf
dor Basis des TCL-Pakets flr elnen Macintosh Quadra 950 erzielt
wurden. FOr varschieden, Belsplele wurde elne gute Uberainstimmiung
der Ergebnlsse belder Systeme gefunden - '

Uterctur: Bomfteth.H, 'Afdlnger K Hausmann M, Jauch A, Cremer C:
CGH Imaging by the one chip tue.color CCD -camera Kappa CF-15.
MC. Cytometry 1995 (submittec) . o
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Simnltane, éeiiﬁﬁhﬁngige Quantlf'lzleruug ﬁm iellihtefnehl

Kalzium und reaktiven Sauerstoffspezies in humanen . . - -
Granulozyten nach Belastung mit Umweltagentien. . .- -

. W.Grandier], P, Dirscheri2,K.Marx!,L.Beck-Speier?, W.BeiskerL K. Maier? und -

A.StampfS _
" GSF-Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit,Neuherberg,
AG DurchfluBzytometrie!, Institut fir Inhalationsbiologie2 und Tnstitut far
‘ “Toxikologie3, D-85764 Oberschieifheim

Polymaorphkemige Granulozyien {(PMNs) schiltzen einen Organismus effektiv pegen
eigedrungene Pathogene. Neben ihrer Fahigkeit zy Migration, Phagozytose und
Sekretion liegt eine der wichtigsten Funkiionen dieser Zellen in der Erzeugung von
reakiiven Sauerstoff-Intermediaten (ROT), die “respiratory burst* (RB) penannt wird,
Die normalerweise nutzbringenden Effekte des RB kinnen bei Storungen der RB-
Regulation pathologisch wirken, Die Belastung der PMNs mit Suifit, einer
schidlichen Umweltchemikalie in der Luft, bedingt bereits dic Auslosung des RB und
moduliert den stimulatorischen Effekt von PMA und FMLE. '

Wir etablierten efne durchftubzytometrische Methods fir die simultane Registricrung
von interzelluliren Konzentrationen von Ca+ ([Ca2+]) und Hy0, ((H,0,1), um
zeitabhdingige Wechselwirkungen von Sulfit mit diesen Signaltransdultionsvorgingen
quantifizieren zu kinnen, Hierfir werden die durchflubzytometrische Bestimmung

von [CaZ+]; mit Indo-1 und die von [HyOy), mit DHR-123 kombiniert mit einer

effektiven Datenanalyse zur Quantifizierung der Mefiergebnisse, die das selbsterstellte
Datenauswertesystem DAS ermoglicht. Diese Methode erlaubt die Charakterisierung
der Kinetik von transienten Ca2 *-Signalen und die simultane Bestimmung der HyO-
Produktionsraten in unterschiedlichen Subpopulationen lebender Zellen,

_5?_

Das Hejdelberger Sift-Scan FluBlluorpmeter

Michael Hausmann',-Alexander Rohrbach!, Dlstmar Wolf', Klous
Aldinger'. Michael Schurwadnz', Jirgen Délle’, Amulf Keese®, Martin .
Crone', Christoph Cremer’

= Insiifut flr Angewandte Phystk, Universitat Heldelberg, JD—69120
Heidelberg: 2= [BM Eniwickiungsiabor, D-71032 Béblingen, FRE; 3=
Bertelsmann Entwicldungsdbtellung, D-33311 Gltersioh

Die Siit-Scan FluBfiuorometrie Ist eln Laseranalyse- und Sortlerverfahren,
das elner beschleunigten Detekiion von Chromosomenaberrationen
dient. Detalls des Heidelberger Systems werden vorgestelf.
Fuoreszenzmarkierte  Chromsomen  durchgueren  schnell,  elrnzein,
nachelnander -einan  .bandfdrmig®  fokussistten  Laserstrabl.  Die
Aufidsung "des Systems kann  mithiife von Computersimulationsn
Pestimmi wardan. Hierzu wurde ein Compiuterprogramm peschrieben,
das dle Wellenpropagation duich dle fokussierenden Flements
baschrelbt.-Da die Chromosomen aufgrund der hydrodynamischen
Fokussierung Im FluBsystermn senkrechi zum Laserstrahl orlentlert sind,
wird deren Fuoreszenz’ zeftaufgeldst, dah.  r&urnlich ldngs der
Chromosomenachse, angeregt und detfektiert. Somit erh&? man
verschleden  Infensitddspecfile fir - notmale,  dizenifsche und
Translokationschromosomen  (nach FiSH I Suspension), Dle
Echizeltverarbeliung mit elnem Parallelcomputer  eraubt  eine

Signalauswerfung  in - weniger als  600us. Dis  gewlinschien

Profiparameter kénnen per Software frel gewdhlf werden und sin
schnelles Sorfiermodul kann Gber den Computer angesteuert warden,
In der GréBenardnung ven T00 Chromasomen pro Sekunde kdnnen
anclysiert und sorflert werden, Dies erdfinet neus Maglichkeiten im
Folle seltener Ereignisse wie z.B. in der blologischen Dosimeirle, wo
durch - diese Technlk nur noch Jene Chromosomen fir aine
Mikroskopanalyse aussoritert werden mussen, die aufgrund thres Si-
Jcan Profils als ,aberrant™ kiasslfiziert wurden, ‘ :

U’rera’rureﬁ Hausmann M, Ddlle J, Schurwanz M, Cremer C: Slit-scan
flow fluoromeiry and sorfing of chromosomes: A fast preanalysis
system for microscopy. Microscopy and Analysls 7/95 {1995) 27-29
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Durchﬂﬁﬁzytomgtﬂ#che Charakterisierang von Bakterienpopulationen aus
Batchversuchen nach Hybridislerung mit fluoreszenzmarklerten, rRNS-gerichteten
Oligonukicotidsonden : . o

Carsiern Herrmanm, Andreas Lische, Thamas Bley

Projekigruppe Binsignale, Abtsilung Biotechnologie, Fakultst fir Blowlssanschafien, Phammazie

und Psychologie, Unlversitét Leipzig, Permeoserstr: 15, 04138 Leipzig.

Die Kombieation von DurchfluBzytometsie und Jn- sifu-Hybrdislerung von Bakterien mit
flucresrenzmarikderien, sRMNS-gerichieten Oligonukieotidsonden wurde hier veswandt, um
Fragen zur Substratpartizipation und Wachstimsdynamik von Alcaliganas eufrophus JMP 134
urgt Acinefcharer sp. in BatchkuRtivierungen zu beantworten.

Bekle Bakierienstimme zeichnen sich durch ihie Polenz beim Abbau von aromatischen
Kohlenwassarsioffen (Phencle und Benzoate)] sus. . ersten Batchversuchen wurden beide
Stirmme auf Acelat als Haupl-C-Quelie sowohi In jeweliiger Reinkultur und auch als einfache
Mischpopulation kuithviert. -

Als Gensortlen fir die Hybridlsterungsexperimente wurden kurze synthetische Oligonukieotide
(aus 15-20 Nuklectiden) eingesetzt, die an die komplementirs Sequenz auf der 18 SwRNS
bzw. der 23 5-rRNS bindsn fJbersicht bei Amann, 1985). Als phylogenetischer Marker eignen
sich die fRNS-Molekile, weil slo tellweise einzelstrangig, natirichenvelse ampiiiziert voriegen
und wail phylogenetische Zuardnungen auf unterschiedlichen taxonomischen Ebenen méglich
sint (Woaese, 1887). Neben einer Universalsonde, die sich gegen die Doméne der Bacteria
richiet, wurden zwel Sonden, die die Beta- und Gamma-Gruppe der Proteabakterian srfassen
und gaftungsspezifische bzw. stammspezifische Sonden eingeselzt. Eine elndeutige
identifizierung und Frenneng der benutzten Stamme war so méglich. .

Als Struktureloment der Ribosomen ist der rRNS-Gehalt bei Bakierien mit der Wachstums-
geschwindigkeit koreliert, daher ist die Slérke des Hybridisleningssignals, gemessen als
Fluoreszenzsignatstiicke bel der DurchfluBzytometile, auch et MaR for den physiologischen
Zusiand der ZeRen (Wallner, 1893). .

Verschiedena Stadien van Acinetobacfer sp. aus einer Batchkultur wurden mil fluorescain-
markierlen Sonden hybridisiert. Beim Einsat2 von nur einer Sonde ergaben nur die Proben aus
exponentiell wachsenden Stadien eln detektierbares Signal. Eine Signalverstdrkung konnta
durch den gleichzeitigen Einsalz van bis zu drei verschiedensn Sonden emreicht werden, so
dati alle Stadien der Kuliur {lag-, log- und staliontire Phase) detektiorbar waren. .

Eina wellers Skategie zur Signalverstirkung ergab sich beim Einsatz von Farbstoffen mit
hoherer Quantenausheute wie dem Cyaninfarbstoff ©Y3. Bel Anregung mit der 514 nm Llnla
des Argon-Lasers zeigte $ich bei Experimenten mit einer GY3-markisrien, gattungsspezifischen
Sonde verpleichbare Signalstirken zu dem Versuch mit drei fludresceinmariderian Sonden.
Eine getronnta Deteklion der Mischpopulation aus belden Stdmmen war wegen fiberlappender
Spekiren der Farbstoffe Fluorescein {grin) und CY3 (rob-orange) bei gleichzeitiger

Hybridisierung mit den sperifischen Sonden fur I der Fluoreszenzmikroskopie und

Blidauswertung mglich.

Amann. R 1,, bugwig, W., Schieffer, K-H. 1995, Phylagenetic identification and tn aitu datertion of individual omicrobial cels
without culivation. Microliol, Rev. 58: 134-163.

Wainer, G., Amann, R., Baisker, W., 1993, Oplimizing fuprsscent in situ hybridizallon with rRNA-targeted ofgonicleatis
probes for flow cytormelric idesification of microorganisive. Cytometry. 14: 136-143.

Woesa, C.R. 1997, Baoctarial evalution. Mizrobich. Rev. §1: 221.271,
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Anti-pS3-Autoantikdrper in Seren von Patienten mit Plattenepithetkarzinomen der .
Mundhihle ) ‘ -

Ch. Hofele¥, M. Voikmarm-+, M. Schaitt*, W. Fiehn+, J, Zollec*, J. Mihling*

i inik fil -, Kiefer- ichtschirurgie der Universitit
(*Klinik und Poliklinik fir Mund-, Kl?fer und Gesichi
Heidelberg, - INF 400, D-69120 Heidelberg, Germany, _,~1.-Zentralfl.aber der
Medizinischen Universititsklinik, Bergheimer Str, 58, D-69115 Heidelberg, Germany)

Aberrationen im p53 Gen sind die hacfigsten genetiscl‘mn Verandaru?gen bel. der -
Entstehung maligner Tumore des Menschen. Oft finden sich Punkhnutationen, die zu
erbhten Spicgeln eines aberranten p53 Proteins in den Tumarzellen fithren. Dieses
zelluliire Protein scheint im Laufe der Tumorentwicklung immunogen #1 werden u|{d
induziert die Produldion zirkulerender Antikérper gegen pS3. In unserer Studie
urtersuchten wir bis jetzt die Seren von 69 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der
Mundhihie vor Beginn der Behandiung. Als' Kontrollgruppe dienten 79 Seren von
Patienten ohne Karzinomanamnese oder -Verdacht, Zum Nachweis der p53-
Autoantikérper verwendeten wir eipen ELISA (Dianova, Hataburp),

' Bei 25% der Patienten mit einem primaren Plattencpitheléarzinomen der Mimdhohile

fanden sich p53-Autoantikbrper (38% bei Patienten mi.t'l_{ez:i_divm‘bzw.‘ lokalen
Zweitkarzinomen). Keines der Komollseren war posiiv. Die ann—p53~p.osxmzen
Patienten, waren im Durchschaitt jinger als die negativen. Bei Frauen fand sich eice
wesentlich hohere Rate von  antl-pS3-positiven Seren. Zwischen. der k]mlschcn TN-
Klassifikation des Tumors und dem Aufireten von p53 spezifischen AutoantikSrpern
fand sich keine Korrelation. Ein Zusammenhap des Nachweises von p53-Autoan-
‘tikfrpern scheint aber mit dem histologischen Grading, dera sonographischen Tumor-
volumen und in Fillen mit Rezidiven bzw. Iokalen Zweitkarzinomen 2y besteh?n.
Unsere Ergebnisse zeigen, daB der p53-Autcantikirper-Status miglicherweise eine
Bedentung in der Diagnosiik von Plattencpithelkarzinomen det Muwihc")l?le er}nggen
kann, daf abér weitere Studien durchgefihmt werden missen, um dic Klinische
Bedeutung von p53-Autoantikrpern (vor allem in Hinblick auf die Frﬁhd:ag:ncstxk bei
Rexidiven bzw. lokalen Zweitkarzinomen und den Verlauf des Anrikorpertiters unter
‘Therapie) voll zu erfassen. - .
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Zellvolumen- und Zellzyklusanalysen verschiedener
. Saccharomyces-Hefen -

K.=J, Hutter, DKFZ Heidelberg, Im Neuenheimer Feld 280

R. S54Bmuth, Institut £, Mikrobioclogie, Univ. Hohenheim

J. Schanfe,'Schapfe System, Reutlingen

Biotechnologische Prozesse stellen ein komplexes, bio-
logisches System dar, bestehend aus mikrobiellen Zellen,
die durch ihre chemische und physikalische Umgebung: direkt
beeinfiuBt werden. Zur Kontrolle solcher Prozesse sind Be-
obachtungen des ﬁellzustandes wahrend der Kultivierung er-
Forderiibh. Hierzu eignen sich schnelle und direkte elek-
tronische Zellvolumen- und {luBzytometrische Mefiverfahren.

Das Zellvolume'n von Baccharomyces-Hefen ist stammspezifisch,
allerdings morphologisch s_-ehr' heterogen, Die Zellgr'ijﬁe einer
Hefepopulation in einer statischen Kultur andert sich mit’
den Waéhstﬁms» und Miiieub-edi‘ngungen. Dabei erschwert die
Polykilonalitst der Heferassen die mor‘phqlbgische Zuordnung.

Zellen aus der Ruhephase milssen zun#chst ein Gréﬁehwachstum
(critical size)} absolVieren;.bevor gile den Zellzyklus ini-
tiieren konnen. Mutterzellen hingegeﬁ kdnhen unter optimalen
Wachstumsbedingungén sofort einen neuen Zellzyklus beginnen,
Diese unterschiedlichen Grégenklassen entsprechen Hefezellen
in unterschiedlichem Alter. Die Charakterisiefung einer Zell-
population nach dem Alter wire ftir die Regelung und’ Stasnng
eines biotechnologischen Prozessgs von grofier Bedeutung.
Die elektronische Zellvolumenmessung'(CASY) wurde mit ent-
sprechenden fluBzytometrischen Daten an verschiedenen Hefen
verglichen.
Lit,: Carter, B.L.,A., Jagadish, M.N.: Exptl. Cell Res. 112,
15-24 (1978)
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Lebend / Tot-Antiérbung von Bakterien mit einen neuen 488 nm anfegbaren
Nukleinsdurenfarbstoff. -Paul J. Millard, Bruce Roth, Stephen T. Yue, Laurie
J.Jenes, Martin Poot, Molecular Probes, Inc., Eugens, OR 87402, USA.

Der SYTOX Green Farbstoff ist eln neuer fluoreszierendsr
Nukieinsdurenfarbstoff, welcher nicht Membrangéingig ist. Dieser Farbstoff
empfindet eine 1500-fache Verstirkung der Fluoreszensemission bei 523 nm
nach Bindung an der DNA, und zeigt elns Quantenausbeuts von 0.64. Obwohl
das Absomtionsmaximum vom SYTOX Green Farbstoff nach Bindung an der
DNA bei 502 nm liegt, ist der SYTOX Green Farbstoff sehr wohl mit Hilfe eines
Argon-Lasers bei 488 nim anregbar. Der SYTOX Green Farbstoff wird von
eukaryontischen und prokaryontischen Zellen mit intakter Membran véllig
ausgeschiossen, wéh'rend_alle Zellen mit elner geschidigten Membran heltgriin
flugreszieren. Dadurch ist die Fluoreszens vom SYTOX Green Farbstoff in
Zeltlen mit geschidigter Membran 10- bis 100-fach groBer als in Zellen mit
intakter Membran; diese Eigenschaft erlaubt die Unterscheidung von
lebendigen und toten Bakterien mittels durchfluBzytometrischer Verfahren. Die
Wirkung' von Antibiotika das B-Lactamtyps auf Escherichia coli konnte nach
Anfirbung mit dem.- SYTOX Green Farbstoff durchfluBzytometrisch dargestelit
werden. Dariiberhinaus, konnte mittels FIuoreszens.mikros.kopie nach
Kombinationsférbung mit 8YTOX Green Farbstoff und Oberflichenmarker
konjugiert mit AMCA-X oder Texas Red-X, wie z.B. Wheat Gemm Agglutinin
oder Antikérper, die gleichzeitige Identifizisrung und Vitalitdtsuntersuchung von
Bakterien erzielt werden. Disse Studien haben gezeigt, daf3 der SYTOX
Green Farbstoff eine gute Altemative zur Lebsnd / Tot-Darstellung von
Baktorien mittals Propidium lodid in einer grofien Zahl von Anwendungen ist.



DNS-Bildzytometrie bei Schnittpriiparaten; Messung kompletter oder
angeschnittener Zel]kerne? L

T. Klapperstiick, W. Wehirab .
Klinik fir Hanthrankheiten der Martm-Luther—Umv&tmtat Halla—thtenberg

Dig Bestimmung des totalen DNS-Gehalts ven Tumeoren kann mit Durchflufizytometris

und Bildanalyse -durchgefithrt werden. Die injerakfive Bildanalyse Feulgen gefirbter

Priparate bietet dic Mopglichkeit, morphologlsche Kriteren in die Selektion der zu
messenden Zellkerne ‘sinzubeziehen. Dies ist insbesondere dann eiz Vorteil, wenn die zu
untersuchends: Zellpopulation zahlenmiBig klein ist und in der Durchflufzytomstrie.im
DNS-Histogramm untergeht, Verwendet werden meistens Avsstriche, Abtupfpraparate
und aus Paraffin eingebetietem Gewebe isolierté Kerne. Im Schrittpriparat ist die
Identifizierung von - verschiedenen (eweben am schersten, jedoch muf mit dem
Vorhandensein von inkomplesten Kernen und Kernaberlippungen gerechnet werden.
Das Ziel der vorliegende Smdie war 2 iberpriifen, ob die Messung am Schmtt dennoch
zu glaubwiirdipen Ergebnissen fhrt,

Hierzu wurden Ausstriche und die korrespondierenden Schuitte von 25 Melanomen miit
dem digitalen Bildanalysesystem CYDOK (Casl Hilgers) umersucht. Die Ausstriche
wurden von frisch operiertem Gowebe durch Zellvercinzelung (Zitronensaure-Tween 20)
gewonnen: Zuerst wurden 25 Ausstriche mit bekanntem DNS-Histogramm (5 diploid, 20
anguploid) ausgewiihlt. Die DNA indices der GO/G1-Peaks lagen in einem Bereich von
0.98 bis 2.5. Die Regultaie wurden els Referenz betrachtet, da sie auf der Messung
kompletter Kemne berubten. Dann wurden zehn Schnitfe mit siner Schnittdicke von 2, 4,
6 und ¥ pm gemessen, um cine optimale Schoittdicke heravszufinden.. 8 pm Schuitte
zeiglen die beste Histogrammqualitdt und wurden im folgenden fir den Datenvergleich
verwendet. Hs wurde versucht, angeschnittene Keme durch sorgfiltiges Fokussieran in
beide Richtungen auszuschliefen. Die Ergebnisse von Schoitt und Ausstrich wirden
hinsichtlich des DNA Index der GO/AG1-Peaks (DT), der 5S¢ Exceeding Rate (5cER} und

‘des Prolfiferationsindex (PY) miteinander vergkchen {Rangkorrelation nach Spearman}.

Als diploid betrachtet wurden Stammlirien it einem DI von 0.9 bis 1.1 {Referenz
spindelformige Kerne bzw. Fibroblastepkerne). .

Die Qualitit der Histogramme von Ausstnchen war in Bezng auf die CV- Werte der
GO/G1-Peaks denen der Schiifte iiberlegen, Dennoch batte dies keine Auswirkungen auf
die Bewertung der DNA-Ploidie. Die DIs der GO/G1-Peaks wiesen #in hohes Mafl an
Ubereinstimmung auf {r;=0.95). Sowohl fiir die 5¢ER als auch den PI wurden nicht so
hohe Korrelationskoeffizienten gefunden (rg=0.84 bzw. 0.77). Die 5¢ER arscheint ]edoch
auch beim Schnitt noch verwendbar, -da vermuflich die. Priisenz von Kermen mit einem
Di>2.5 von groBerer Bedeutung ist als der genaue Prozentsatz, Es ist offenbar moglich,
die Anzahl von angeschnittenen Kemen, dic gemessen werden, bei Verwendung einer
geeigneten Schmttdlcl:e und sorgfiltiper Selektwn deutlich zu reduzleren
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ZEITVERSCHIEBUNG DES CIRCADIANEN MUSTERS YON LYMPHOZYTEN-

""SUBPOPULATIONEN UND EXPRESSION VON CB2, CD11a UND CD44 M

PERIPHEREN MENSCHLICHEN BLUT -
T.O. Kleine! , R. Hackder | , P, Zofel 2 | 7. Albrechi3

1 Med Zemtrum fir Nervenbeilkunde, Funktionsbereich Neucochemie, der
Universitit Marbueg a. d, Lahn

2 Huochschulrechenzentrum, Abteilang Anwendung, der Uuniversitht Ma:burg

3 Becton Dickingon, Heidelbery,

Signifikante circardiane Schwankungen wurden in frisheren Untersuchungen far
T-Lymphozyten, ibre Subpopulationen und B-Zellen mittels Cuosinor-Rhythmo-
metrie Testgestellt (1) Hier wurde die Zeitkonstanz dieses circadiznen
Zelimusters fir menschliche Immunzellen wie folgt ustersucht: Im Abstand von
cinem Jahr wusde venises EDTA-Blut von drei gesunden Méonern in jeweils
vierstiindigen Intervallen iiber 48 h entnommen und die folgenden Zellanalysen
durchgefibrt: Im Cell-Dyn 1600 (Sequoia Turner . Corp, USA) wurden
Levkozyten-, Erythrozyten- und Thrombeozytenzabt bestimmt sowie Hamatokriz
und Himoglobin. Leukozytendifferenzierung und Lymphozytensubpopulationen
wirden mittels Doppelmarkierang mit monokionulen Reagenzien im FACSCun
untersuche (Becton Dickinson){2). Die.Signifikanz circadianer Rhythmen wurde
mittels Cosinor-Rhythmometrie evalaiert (3).

Exgebnisse und Diskussion, Die peak time siynifikanter circadiane Veriinderun-
gen verlagerte sich fiir T-Lymphozpten und ihre Snbpopulativnen CD4+3+,
CD&+3+ vom 23 b-24 h (wie bereits beschrieben (1)) nach 14 b-15 b Diese Zeid-
verschiebung war fiir CD19+ B-Zeller: weniger ausgeprigt Diese Verlinderun-
gen waren unabhiingig von Tagesschwankungen der Erythrozytenparameter,
Vergleichbare Zeitverschicbungen des circadiznen Zellmusters wurden bei der
Markierung von F-Lymphozytensubpopuiationen mit CD2 (LEA-2), CD11a (LFA-
la) uwed CD44 (Pgp-1) gefunden, die sich nahezu vollstindig anfirbten. Dies in-
diziert fangzeitliche Verschicbungen bei der Rezeptorexpression vor T-Zelen
bzw. in ihrem Aktiviervogszustand. CD19+ B-Zellen wurden dagegen mit CD44
vad/oder CD11a nur teliweise angefirbt, wobei keine Unterschiede in der peak
time signifikunter circadianer Schwankungen von CD44 bzw, CD1la positiven
ond negativen Zellen gefunden wurden. Dicse Befunde machen langzeitliche An-
derungen des homing Verhaltens von T: und B-ZelHen wabrscheintich mit Ande—
rangen in ihrem Aktivierungszustand,

1. T.O. Kleine, R. Haclkler et a8, (1993) L. interdiscipi. Cycle Res. 24: 236-9.

2. T.O. Kieine, R. Hackler, A, Raffacl In;: DurchfluBzytometrie in der Kinischen
Zelldiagnostik, (G. Schmitz, G. Rothe Hrsp.) Schantaner Stuttgart 1594, §.217

3. W. Neison, Y.L Tong, F. Halberg (1979) Chroncbiologiz 6: 305-323. - -




. DER EINFLUSA VON TOTALEM SCHLAFENTZUG AUF CIRCADIANE. SCHWAN-
TKUNGEN VON LYMPHOZYTENPOPULATIONEN 11 VENGSEN BLUOT VOMN

GESUNDEN
T.O. Kieinel W. Schreiber 2, R. Hackler 1, P. Zofei3 | 1. Albrccht"’

1 Med.. ‘Zentrum -fir -Nervenheilkunde,  Funktionsbercich Nsurot.hemle, der

"Universitiit Marberg s d. Lahn

2 Klinik fiir Psychistrie im Med Zentrum fir Nervenhellkunde dcr Umvemtdt

‘Muarburg a. . Labn

3 Hochschulrechenzentrum, Abieilung ﬁnwcndung, der Umvemtat Marburg
4 Becton chkmsou, Heidelberg

Im peripheren Blut von Gesunden wusden signifikante circadiane Schwankungen.
von T-Lymphozyten und B-Zellen in Form einer Cosinus-Funktion beschrieben

A1) mit-Abweichungen, die gréfer als die impriizision der angewendeten Verfab-

ren waren (2). Hier wird der Einfluf von totalem- Sehiafentzug anf diese Schwan-
kungen wie folgt intersucht; Vendises EDTA-Blut wurde.von 4 gesunden Miin-
nern wm 7-h, 13 h vad 19 b an drei aufeinander folgenden Tagen entnommen . .
bei totalem Schlafentzug vor dem 2. Tag und aormalem Nachtschlaf (22 h bis 6
h) vor dem 1. und 3. Tag. Es wurden folgende Zellanalysen durchgefiihet (3): Im
Celi-Diya 1660 {Sequoia Turner Corp., USA) werden Leukozyten- und Erythro-
zytenzahl bestimmt sowie Himatokrit und Himoglobin, Levkozytendifferenzie-
rung vnd Lymphuzytensubpopulauancn wurden mittels Doppelmarkierung mii
monoklenslen Reagenzien im FACSCan untersucht (Becton Dickinson). Signifi-
kante  Unterschiede der Mittelwerte voa Lymphozytenzahlen pro gl zwischen

dem 1, und 2, bzw. 3. Tag wurden mittels-gepaartem t-Test berechnet,

Ergebnisse ynd Risknssion. Pie Lymphozytenpesaatzabl nahm um 7 h am 2,
und 3. Tag um 20% bzw. 31% sipnifikant (p < 0,05) gegentiver dem 1. Tay ab,
xicht jedock um 13 h und 1% b; ebenso die CD3+ -Zellzahl um 13% bzw. 29%,
dlie CD4+3+ -Zellzahl um 16 % bzw. 30% und die CD&+3+ -Zellzahi vm 11 % bzw.
16 % signifikant. Die HLADR+CD3+ -Zellzabl war sm 7 h signifikant um 25 % erst
am 3. Tag erniedrigt Die CD19+ B -Zellzabl war wm 7 b nur am 3. Tag signifikant
um 43 % vermindert, wihrend die NK-Zellen CD15+56+3~ um 7 h am 2. und 3.
Tag um 46 %, bew. 28 % signifikant erniedrige waren und icht signifikant um 19 b,
Diese Ergebnisse -weisen auf signifikunte Verinderungen im. zeHulfren Im-
munsytem nach totglem Schlafentzug hin mit Stérungen seines circadianen Zell-
Musters, die sich auch nach einem Erhulungss(,hlaf nicht voliig uormd]ls:ert )
hatten.

1. T.0. Kleine, R. Hackler et al. (1993) ¥ mterd.las.lpl. Cycle Res, 24: 236-8. -

2. T.0. Kleine, R. Huckler, J, -Albrecht (1992) Kiio, Lab, 33: 308-305,

3. T.O. Kleine, K. Hackler, A. Raffeel, In; Purchfiubzytometrie in der Klinischien
Zelldiagnostik (G. Schmitz, G. Rothe Hrsg,) Schattaner Stuttgart 1994, §.217.
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Fist-Kinetics-Messungen von Intrazellulirem Ca”* mit dem FACScan™

Ladusch, M., Fingel, A, DréBler, K.
Umvemtﬁt memg, Instltut filr Zcologm, Talstrafe 33, 04301 Leipzig

Ionophoren und elmga Agomsten wie z.B. fMLP induzieren in Leukozyten eine sehr
schnelle Erhﬁhung der 1ntrazellulﬂre11 Ca -Konzentmtmn ([C ‘]) in der GriBencrdnung
von wenigen Sekunden oder sogar Millisckunden, Diese schnellen Anderungen sind mit-
den ablichen Durchfiufzytometern richt ohne weiteres zu verfolgen. Meist kann man nur
noc.‘,h- feststellen, daB eine Erhshung von [Cs™); statigefunden hat. Dhs Ziel unserer Un-
tersuchungen wai-, die Moglichkeiten des FACScan™ fir Kurzzeitmessungen an Fluo-3-
gefirbien Zellen bei Verwendnng dieser Stimulatoren zu priifen.

Wir haben ¢in einfaches ?mtokoll mit Verﬂndefuugcn am MeBrShrchen ararbeltet das
die direkte Injektion des Stxmulators in die Zellsuspensmn withrend lanfender Da-
tenaquisition gestattet, Dic Totzeit zwischen Injektion und dem Auftreten erster Sipnale
aus dem Injektmnsvolumeu im, MeBpunkt wurde zu 2,8 3 beatimmt. Dlese Gerdtekon-
stante kann nur mit erhebllchem Aufwand bei-der Modlﬁkanon von- Sample fube, Mekb-
zelle und Pmbemimckregulatlon Jeutlich verkirzt werden, -

Der Zeltpunkl an' dem die ersten Zellen analysuert werden, die bereits Kontakt mit dem

Stimulator hatten, wird bei der Messung durch das Auftreten von Lat;ces im MeBverlauf

angezeigt. Die stark gnin fluoreszierenden Polystyren-Latices 2,65 um) wurden der

Sﬁmulatur_-.l_}ﬁsqu Zuvor in einem ausgetesteten Verbiltais zugemlscht,

Dose-Response—Unmrsud'lpngen mit fMLP in sinem breiten Konzentra;ionsbara'ch
{210 bis 216 M) an humanen neytrophilen Granulozyten zeigten, dal nicht die Hohe
der maximalen Kalziumkonzentration, jedoch die Geschwindigkeit, mit der sie erreicht
wird, dosisabhingig ist. Die Granutozyten weisen bei der niedrigsten Dosis (2:10™ M)
die maximale Fluareszenz, nach 5,6 s und bei . Konzentrationen obeshalb von 2- -107 M
bereits innerhalb der Toizelt (2,8 5) auf.

Unsere Meﬁa.nordnung gmtattﬂ dig durchﬂuﬂzytometnsche Darstellung von {Ca®™}-
Oszillationen an Neatrophilen aus Humanblut. Die Zugabe von IMLP in Konzentrationen
zwischen 10 und 10”2 M fihrte in der Mehrheit dieser Zellen zu particll synchronisier-
ten [Ca*J-Anderungen it elner Phasenkinge zwischen 20 und 23 s, Nach einer Oszilla-
tion geht paraltel zur Abnahme von [Ca™]; die Synchronitit bereits wieder verloren.




FluBzytdmetrisch'e;.Cha_raktarisierung von Priadipozyten aus dem Mus-
kelgowahe
Bertold Lohrke, Torsten Viergutz, Jochen Wegner, Klaus Ender

Einleitung. Muskelgewsha enthilt aine relatlv kizine Zahl undifferenzierter T

broblastolder Zellen. Sie knnen Meskmale sowohl von Adipozyten als auch
Chondrablasten entwickeln. Im Gegensaiz zu Zell-Linien ist (ber die adipogene
Programme .ausldsenden Fakioren wenig bekannt. Methoden. Muskelbioptate
von wachsenden Rindern wurden durch Kallagenase verdaut, die Suspension
bei 200g und 2000g zentrifugiert und die Zellen vor und nach Kultur mit Insulin
(), Cortisol (CY und Moradrenalin (NA) fluBzyiometrisch den Gruppen > 15, um
und, starke Granulierung.{I), 10-14 um und mittlere Granulierung (1), 5-9 ym
und mittlsre Granufierung (5}, 5-8 pm und geringe Granulierung zugeordnet.
Die Genexpression auf Proteinabene fir Protein S-100 und fur die prolifarative
Signaltransduktion (Ras) wurde immuntechnisch und die Fettvesikelbildung
Gber Nile Red erfalt. Caseinfluoreszein diente zum Nachwsis von Makropha-
gen mit Caselnrezeptoren. Funktionelle Teste wurden fiir die Dihydrorhodamin
(DHR}-Oxidation, FMA-angeregte DHR-Oxidation, Fettsdurenaufnahme
{Dodecanoyl-Bodipy), unspezifische Esterasenaktivitét (Calcein AM), Cathepsi-
ne B und L. (Rhodamin-110-bis {(CBZ-L-alanyl-L-arglny}-L-arginamid) und Mem-
branpotentiale (Bis(1-3 Dibutyl-Barbitursédure) trimethinoxonol) durchgefihrt.
Rezeptoren fiir Opioide, Kortikasteroide, und p- Adrenozeptoren wurden mit
Fluoresceinkanjugaten (Naloxon, Dexamethason, CGP12177A) bestimmt. Er-
gebnisse. Zeffen vor der Kultur, 1) Die TV-2000g-Gruppe enthielt den grifiten
Zellanteil mit Fetivesikeflusreszenz (18% von 4% der Gesamizellen, die dieser
Gruppe zugeordnet wurden), IV-200g den geringsten. 2 Entsprechend der
Funktionsteste und der Cassinrezepiorexpression waran 1-200g und [-2000g,
sowie T 1-200g- und 2000g- Zellpopulatisnen mit Magrophagen angereichart
{bis zu 40%), obwohi 30% ¢ I-200g ) und 50% ( 1-2000g } dieser Zelien Ras ex-
primierten. 3) Protein S-100 war In 258% der 11.200g-, 20% der 11-2000g- und
15% der I-2000g-Zellen nachweisbar. 4} IV-200g- und 2000y Zeflen expri-
mierten weder Ras noch Protein $-100. Kultivierte Zellen. IV-200g- Zellen wur-
den durch | zur Ras-Expression angeregt. C oder NA heminte die l-Wirkung.
Prolein §-100 wurde durch NA exprimiert. +C erhhte Ras und | stimulierte die
Profein S-100-Expression-bei I-200g- Zellen, 11-2000g- Zefien antwortaten auf

I+NA oder NA mit einer Ras- und Protein $-100-Erhdhung, die durch ¢ hemm- .

bar war. SchiuBfolgerungen. IvV-200g- Zellen ohne Lipidvesike! sowie Ras- und

Protein §-100- Expréssion kdnnen dureh | die proliferative Signaltransduktion

{Ras) und durch NA eine Adipozytenmarkerexpression { Protein $-100).in Gang
setzen. Da in dieser Zelipopulation nach Kultur auch Lipidvesikal avuftraten,
kinnte sie Praadipozyten enthalten, deren adipogenes Programm durch | und
NA aktiviertwird. = -~ ©. - ... . om0 S e
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. FLOW CYTOMETRY ANALYSE MIT AKTIVIERTEN

MIKROFARTIKEL -
Reinhard Malsch, Lukas Piazolo, Daniel Melui und Job. Havenberys - -

- . First Dept. of Medicine, Faculty of Clinical Medicine
Untiversity ‘of Heidelberg, Theodor Kutzer Ufer, 68167 Mannheim,

... Ferromagnetische und nicht magncische Mikroparikd werden 1o

verschiedenen Grolen und mit verschiedenen aktivierten Gruppen

.angeboten. Die Zielsetzung unserer Arbeiten war daber dicse Partikel
. auf ihre. Bigmung zyr Synthese von Heparin. und Protamin-

Mikopartikeln zu untersuchen. Partikel mit Carboxyl- Hydroxyl- und
Aminogruppen-Aktivierung  wurden zur Synthese von Hepario-
Mikropartikeln benutzt.  Carboxy-aktivierte Mikropartikel wurden
durch Katalyse mit Cyclocarbodiimiden (26 mM) aktiviert und banden
Heparin (M = 11000 Da) an ibré Oberfliche, Zur Synthese von

Hydroxyl- und Aminogruppen aktivierten Heparin-Mikropartikeln

konnte dicses Verfalren ebenss verwendet werden. Die Partikel
-unterschieden sich in der Anzahl der gebundenen Gruppen urd fhrer
relativen GroBe im Flow Zytometer. Parallels Resktionen zeigten dab
die Bindungsregicnen fir die antikoagulants Reaktion intakt blieben,
Mit demn chromogenen Test § 2222 warden 589 + 97.2 antifictor Xa
Einheiten/mg und mit dem § 2238 Test 798 & 138 Antithrombin

Einheiten/mg fur die Heparin-Mikropartike! pemeseen, - :

. Protamine { M = 6000 D) wurde an Carboxyt und Tosyl-aktivierte
- Mikrobeads verschiedener Groflen gebunden. Zwischen 0.65 und 0.75

aXa Einheiten/ml Heparin Losung wurden neutralisiert durch 0.lpg
Protamin-Mikropartikel, ~ Die  Protamin-Mikropartikel  banden

- Dosisabhiingig Fluoreszenz - markiertes nledermolekulares Heparin-

Tyramin (LMMH-tyr-fitc) sowohl in wassriger Lisung , im Plasma als
such im Vellblut. Die relative Fluoreszenzintensitit (RFY) der

" gebundenen Heparin-Tyramin-Fite Konzentration wurde durch. die

Flow Zytometre Analyse mit einem dirckten wnd indirektem

. Heparinbindungsassay nach (Fiazolo et s% Semin Thromb Haemostas.

20: 227-235, {1994) bestimmt..

‘ Quahtauve und quantitative Anelysen der -Heparinkonzeritration in
- wassriger Losung,. im Plasma und iy Vollblut kénnen mit den Heparin-

und Protamin-Mikropartikeln durchgefihrt werden.

Die Arbeit wurde von der Fotechungsgemeinschaft, Projekt Ha:

- 1164/3-2 freundlicherweise unterstitzt,
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Standardisierung von' Protamin-Microbeads mit Hilfe der Durchftullzytometrie zor
Bestimmung der Heparinkonzentration ' b i

Daniel Melui, Reinhard Malsch, Lukas Piazolo und Job Harenberg

1. Medizinische Klinik, -Fakultit ftir klinische Medizin Mannheim der Universitat
Heidelberg, Theodor-Kutzer-Ufer, 68167 Mannheim

Zur Bestimmung der Heparinkonzentration in Plasma und Vollblut wurde ein Microassay
mit Hilfe der Durchfluzytometrie entwickelt. Heparin wurde in dissem Assay an
cberfliichen-gebundenes Protamin der Microbeads gebunden (Piazolo et al: Semin Thromb
‘Hasmostas 20: 227-235, (1994}, In dieser Untersuchung witrden Protamin-Microbeads
verschiedener Hersteller optimiert und mit Filfe der DurchfluBzytometrie auf ihre Gréfle und
ihre Bindungsfihigkeit firr fluoreszenzgelabeltes niedermolekulares Heparin (LMMH-tyr-fit)
untersucht =~ - : o : S L - :

In eimem ersten Angatz wurde die Grdlle von Estapor-Mierobeads (M1-070/60 und M1-
180/12) uad Dynabeads {M-450) miteinander verplichen. Die Estapar-Microbeads wurden
zwischen 10-pg/ml und 200 pg/ml in 0.9 % NaCl und in lysiertem Vollblut zwischen 33
pg/ml und 100 pg/ml gemessen. Die Dynabeads wurden zwischen 6 pg/tol und 60 pg/ml in
0.9 % NaCl und in lysiertem Voilblut in einer Konzentration von 30 pg/ml gemessen.

Ein Einflub verschiedener pH-Werte (7.0, 7.5, 8.0, 8.5) des Puffersystems bei der
Beschichtung der Dynabeads (M-450) mit Protamin auf jre relative GroBe konnte richt
festpestellt werden. s e e e T

In einem zweiten Ansatz wurde die Bindung von Protamin-Estapor-Microbeads (M1-070/60
und M1-180/12) und Protamin-Dynabeads (M-450) mit fluoreszentent Heparin (LMMH-tyr-
fite) untersucht. Nach Inlosbation von Protamin-Microbeads mit LMMEH-tyr-fitc wurde die
relative Fluoreszenzaktivitit (RFI) der an den Protamin-Microbeads gebundenen LMMH.
tyr-fitc-Molekiile gemessen. Die Bindungsfihigkeit von Protamin-Microbeads fir LMMH-
tyrfitc wurde in wassriger Losung, Plasma und Vollblut ustersucht. Zur Standardisterung
der Bindungsfihigkeit von Protzmin-Estapor-Microbeads (M1-670/60 und M1-180/12) und
Protamin-Dynabeads (M-450) wurde die relative Fluoreszenzaktivitit (RFI) in einer
Verdinnung von 1:1000 gemessen (Fiinffachbestimmungent). .

Die hohere Bindungsrate und Sensitivitat der Protamin-Estapor-Microbeads M1-180/12
konnie von den homogeneren Protamin-Dynabeads nicht erreicht werden, wihrend die
FProtamin-Estapor-Microbeads M1-070/60 den Protamin-Dynabexds gleichwertig waren, Mit
einem kompetitiven Bindungsassay ‘zeigten die Protamin-Dynabeads mehr Vorteile. Sic
wiesen gine hbhere Sonsitivitit auf und zeigten eine lineare Standardiurve im Vergleich zu

den Protamin-Estapor-Miccabeads, -

Zusammenfassend 1aBt sich foststellen, daB die Protamin-Dynabeads den Protqmm-Estapor—
Micobeads vorzuziehen sind, da sie ebenfalls zur Bestimmung der Heparinkonzentration
benutzt werden kisnnen. . .

Die Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft freundlicherweise unterstiitzt:
Projekt Ha: 1164/3-2.
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Durchiluflzytometrische Bestimmung der Apoptose in T-Zell-Linien der Ratte

Eithard Mix!, Uwe K Zettl!:2, Jirgen Zielasek?, Martin- Stangel’, Klaus V. Toyke®,

Hans-Peter Hartung® | Ralf Gold 2 - i

1Abteikmg Neurologie der Nervenklinile, Universitit Rostock,

2Neurologische Klinik, Abteilung firx Neuroimmunologis und Klinische Forschergruppe
fir Muktiple Sklexase, Julius-Madmilians-Universitit Wiirzburg,

INgurologische Klinik, Frele Universitat Bedin o

' Apop'lo:se (programmicrter Zﬁkod) ist ein wichtiger Mechanismus der T-Zell-
" Elimination wihrend der Ontogenese des Imrmunsystemns, der Toleranzinduktion und der

Limitierung von Autoimmumerkrankungen, Zu den Apoptoseinduktoren ziblen neben
Steroidhormonen und bestimmten Zytokinen {Tumomekrosefaktor) auch reakiive
Sauerstoff und Stickstoffinetsbolite. Wir haben den Apoptoss-induzierenden Effekt von
H:0; und NO® auf aldivierte sutorealtive £D4" T-Zellen geprift, die im Tiermodell die
demyelinisierenden Erkrankmngen Experimentelle Autoitmun-Enzephalomyelitis (EAE)
und Experimentslle Autoimomun-Neusitis (EAN) iibertragen.. - _ '
Fiir die Guantifizterung der apoptotischen Zellen wurde die Methode des fr-sizu-Tailing
mit Fluoreszein-ddUTP und anschiiefender durchfubzytometrischer Analyse benutzt.
Sowoh! direkt appliziertes Hz0; (10uM - 300uM) als auch Sanerstoffinctabolite des
Hypoxanthhanan:hhu:ddase—Syéﬁenis bewirkien nach 6-18h Kultur eine dosisabhingige
Apoptese von 13-33% der Zellen in emzephalitogenen und aeusitogenen T-Zell-Linien.
Die Prozentzahlen apopiotischer Zellen in Ovalbumin-reaktiven Kontroll-T-Zellen wazen
etwas niedriger (8-24%). N0, frefgesetzr aus dem Penicillaminderivat SNAP, indwzierte
maximale Apoptoseraten vor 23% bzw. 33% in zwei verschicdenen enzephalitogenen T-
Zell-Linien (reaktiv pegen Myelii-basisches Protein) und vou 23% in einer neuritogenen
T-Zeli-Linie (realtiv gegen das periphere Myelinprotein Po). Ovalbumin-spezifische T-
Zellen waren weniger sensitiv (9% apoptotische Zellen), hatten aber auch weniger In-
vitro~Passagen dutchlaufen, ' :

Die Befunde lassen den Schiub m, dafi reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffinetabolite,
die von infiltrievenden Makrophagen bei entzindlichen demyeliisierenden Erkrankuagen
freigesetzt werden, gine krankheitslimitierende Rolle spielen konnten, mdem sie aktivierte
sutoreaktive uad Bystander-T-Zellen iiber Apoptoseinduktion clminieren.
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DNS - Vertelfungen siniger Bakterienspezies:
Elnflu van Wachstumsphasa, Wachstumsrate und Nihrs_tcffen

Susann Moiler, Andreas Ldsche und Thomas Bley.

Prolektgruppe Biosignale, Abtsilung Biotechnologle,
Universitit Leipzig, Permosersiralie 18, 0_4318 Leipzig

Zustandsvertailungen in mikrabiéllen Populationen und' die Untersuchung von zustands-
abhéngigen Leistungen spiolenin-der biotachnologischa ‘Forschurig bis haute noch -keina
groRe Folle. Es ist aber wichtig, den Frozes der Differenzierung, einer fopulation in
Subpopulationen mitdeutlich verschiedenen Leistungen2. B. baziigiich der Uberproduktion
won Metaboliten zu verstehan. Dafir sind ein {low-cytometrischas Monitoring des DNS-
Gehaltes und darauf aufbavend Kenntnisse dber die Regulation des Zellzyklus erforderlich.
C#fansichtiich gibt es bei unterschiedlichen Bakterienspezies verschiedens Meachanismen
fiir diesa Regulation, die aulerdem von Merge und Zusammensetzung der Ndhrstoffe im
Medium abhéngen. ’ : R S o

Bakterien vermehren sich auf unterschiédlichan Medion mit verschiedenen Generations-.

zeitan. - Nur in der exponentiellen Wachstumsphase {(dem Zeitraum ohne jegliche
Lirnitation} synthetisieran die Zallen die DNS entsprechend dem Model! von Cooper und
Halmstetter [Cooper, . and Helmstetter, C. E. {1968} Chromosome replication and the
cell division cycle. of Escherichia colf Bir. J. Mol. Biol, 31, 638-550]. Andernfalls ist die
Wachstumsrata & wesentlich kleiner als in der exponentislisn Phase. In Abhdngigkeit von
den Limitationsbedingungen gehen die Zellen zum C,-.oder C;-Gehalt an ONS (ber.

lm Bakterium Methylobacterium rhodesianum, welches in der Lage ist, Poly-3-
hydroxybutterséure zu produzieren, haben alle Zellen den doppeiten Gehatt an DNS, wenn
- gis in einem Satch-ProzeR auf Methanol als Kohienstoff- und Energisquaile kultiviert
werden und das Wachstum dureh Stickstoffmangel limitiest wird [Miller, 5. et al. (1998)
A flow cytometric approach for characterization-and differentiation- of bacteria during
microbial processes. Appl Afirebiel. Bictechrol. 43, 93-101 und Ackermann, .J. st al.
(1985) Mathylobacterium riedesianum eells tend to doubls the DNA content under giowth
limitations and accurulate PHB. J. Siotechnol. 39, 9-201. Bei niedrigeren Wachatumsraten
{Kultivierung auf Fructose} synthetigiert nur ein Teil der Zellen PHE, und nur diese Zellen
scheinar in der Lage zu sein, den doppelten Gehalt an DNS zu synthetisieren.

Die Vertellung des DNS-Gehaltes von Acinetobactar calcoaceticus VED beschreibt das
typische Auftreten von Zellen, die sich am Anfang siner Batch-Kultivierung entsprechend
dam Modell von Cooper und Helmstetter {1968} vermehren. Bereits zwel Stundan spéter
treten Limitationsbadingungen ein. In der stationdren Phase existieran sowohl Zellan mit
dem sinfachen als auch mit dem doppelten Gehait an DNS.

Fir Escherichia coli war die entkoppalte DNS-Synthese flow-cytometrisch nicht meBbar.
Allerdings zsigte dis Anwendung von Rifampicin auf die £.-cofi-Zellan {entsprechend einer
Mathode von Skaretad, K..and Boye. E. (1993) Degradation of individual chromosomes in
recA mutants of Escherichia coli. J. Bacteriol, 175, BBUE-BB09), dak exponentialias
Wachstum nur in den ersten Zwei Stunden stattfand. In dissem Zeitraum betragt dar DNS-
Gehalt der Zellen wenigstans das zwei- oder vierfache. Wenn Ampicillin zugesetat wurde,
. fanden-wir den vier- und achtfachen DNS-Gehalt. In der stationdren Phase haben alle
Zellen sinan C,- oder C;-Gehait an DNS,
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FLUSSZYTOMETRISCHE ANALYSE DER REZEPTOR-ZYTOSKELETT
ASSOZIATION SRR e T

B. Nebe, J. Rychly

Klinik fiir Inners Medizin, Universitit Rostock -

Die Assonanon yon Membransezeploren und dem Zytoskelett kann durch Antikdrper
gopen den Rezeptor nachgewiesen werden, nachdem durch Tritop X-100 haltigem
Puffer die unidsliche zytoskelettale Fraktion etrahiert wurde, Die Interaktion von

‘Reza_pm_mn mit dem Zytoskelett kann von grofer Bedenumg for die intrazellulire

Signaltransduktion sein. Mit mikroskopischen Techniken konaten wir nachweisen, da8
hei einer Hepatozytenzellivle die Assozintion vom Integrifrezeptoren mit dem
Zytoskelett durch Kreuzvernetzung mit eirem Sekundarantikbrper induzierbar ist. Um
objektive Awgsagen iiber quantitative Unterschiede machen zu kdunen, entwickelien wic
cine Methode zur Analyse in der Durchélubzytometris. :

' Suspendierte Zellén wurden mit einém monoklonalen Antikirpér gegen den Rezeptor

inkubiert und mit einem Sekundrantikrper die Kreuzvernetzung durchgefiihrt, Danach
wurde die Zellen in Triton haltigem Puffer extrahiert. Fiic den "Nachweis der
Rezeptoren wurde dann mit einem FITC markigriem Tertifrantikorper inkubiert. Die

 Analyse der extrahierten Zellen erfolgte im RACScan Durchfluzytometer. Dig Bxtrakte

zeigten eine dguﬂici}' abgrenzbare Population mit geringem Vorwirts- und
Seitwirtsscatter im Dotplot. Die Analysen wiesea quantitaive Unterschieds in der
Rezeptorassoziation mit dem Zytoskelett beim Vergleich verschiedoncr Integrinrezep-
toren mach, Dardberhinaus lLicf _sich: ein Unterschied zeigen zwischen der Kreuzver-
netzusig bei 37° C. und 4° C. Aus den Ergebnissen 10t sich schlufolgem, das die
Durchfludzytometric sich als gesignets Methode anbietet, um die Rezeptor-Zytoskelett

Assoziation relativ zu quantifirieren. - '
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UNTERSUCHUNGEN UBER DIE VERLASSLICHKELT VON VIER MONCHLONALEN
ANTIKORPERN (MK) GEGEN HLA-B27 BEt DER HLA-B27 TYPISIERUNG MITTELS
FLUSSZYTOMETRIE FC) M VERGLEICH ZUM KLASSISCHEN
MIKROLYMPHOZYTOTOXISCHEN TEST (MLCT)

J. Neumilller, D.W.M Schwattz*, E. Dauber’, W.R. May:* - o
Ludwiy Bolfzmann Insthut fir Rheumatologie and Baineologle, Wien, Osterrelch .
*Wiinfsche Ableiung fir Blitgruppenserologie, Universitat Wien, Osterreich

Die Typisierung des HLA-B27 wird roufinemdiig mittels MLCT, kann aber auch mittels FC
dumhgéfﬁml werden. Obwohl eine kontroversielle Auffassung. beziiglich des Wenrls. diesar
Bagtimmung fdr dis Diagnose der Spanaylits ankylesans besteht, wird diesar Test héufig von
Rheumatalogen angeforder, HL&-BZ? besitzt fir andere sqrong:_gativeﬁ Spundarthriﬁdep wie

. der reaktiven oder der psoriatischen Arhritis _zwarll'cai:}eh -diaggostisohe,n_ Wert, ktnnte aber

den Verlauf dieser Erkrankungen beelnfiussan, Zweck diessr Studie war es, die Genauigkeit
und Ver@iichksit der FC-Methode untsr Verwendung von 4 Llnfe:sch[edl_lohan MAB gegen
HLA-B27 z¢" Untersuchem: ' Elne vergigichende - Bestimming  des -HLA-B27  und
kreuzreagierender Spezifitilen wurde militals MLCT durchgefihrt. - o

Die -FC-Typisierung des. HLA-B27 wurde -unter Verwendung. einer. spaziellen Soflware, in
Kombination mit Kalbrationsbeads zur entspréchenden Einsicliung des FluRzytometers
vorgenommen. Es wurden FiTC-markierte monoklonale AntikGrper {MAK) von den Fimnen
Becton & Dickinson (BE), Behsingwerke (BEJ. Ong Lambda (OL) und Immenrotech (IT)
verwendet. ‘Zur Bestimmung des kritischen Limits fir die Fluoreszenzintensitt (FI) zur
Untarscheidung HLA-B27 und HLA-B27- Patienlen, wurde einerseits ein durch die Software
vn;gegebener Grenzwerl. verwendet (der Jedooh aur fir dan MAK von BD galtig Isty, anderseils
aber eln fir die. a_ndc;ren MAK . emplisch  emmiltelter Grenzwert  (Mittelwert der
Fluoraszenzintenslifiten (Fi) der .HLA-B_Z_T" Patienten_minus 2 x die standardabwgtcﬁyng)
elngefilntt. Die Priiparation dar Leukozyten wurda nach dem EDTA-Vollblut-Standardprotokol
durchgefithrl, Nach einer 15-minfigen Inkubation mit den verschiedenen FITC-konjugierten
anti-HLA-B27 MAK und elner Gegenfamung mit ginern PE-markiesien MAK gegen CD3
erfolgte elne Lyse der Erythrozyten. Die Bestimmung der Bindung der anti-HLA-B27 MAK an T-
Zellen edoigte im FLi-Elnfachhistogiamm. nach automatischem Setzen eines Gates im
Uoppelhistogramm FSCxFAL2. . .- . - . ., S DT )

Mit allen 4 MAK konme eine gule Diskriminlerung zwischen den Fi-Werten HLA-B27Y und
HLA-B27- Patienten efeicht werden. Kreuzrsaktionen mit HLA-B7 wurden bef allen MAK (it
Aysnahme des MAK von OL) beobachtet. In 2.4 % erbrachte dieser aber sin falsch-negatlves
Ergebnls. Falsch-positive Ergebnisse konnten jedoch bei den MAX von BD, BE und 1T
aufgrund von Kreuzreaktlonen mit -dem HLA-BT beobachtst werlen. Fehllypislerungenen
kiinnen jedoch venmieden werden, wenn mehrare MAK, inklusive des n[chf-krauiraagiarenden
von OL, fur dis HLA-B27 Typisierung herangezogon weeden,
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- Zshlung fOt fluoreszierender Mikropastikel mithilfe eines kleinen
kompakten FluBzytometers zur Untersuchung des Transportes in
- Grundwasserleitern . . .- - , '

= Stefan Niehven? Wolfgang Kinzelbach
Institut fir Umweltphysik, Karl-Ruprecht-Universitat Heidelberg,
Im Neunenheimer Fald 366, 69120 Heidelberg -

Stefan Seeger, Jirgen Wolfrum o
. . Phyikaliach-Chemisches-Institut, Kerl- Ruprecht-Universitat Heidelberg,
‘ ‘Tm Neuenheimer Feld 253, 65120 Heidelberg

.

Zusammenfassung

* In Rigikeanalysen von Sondermiilldeponien und nuidearen. Endlagern. ist das - -
Wissen iiber die Stuktur vor_kliftigen wnd pordsen Medien von endscheiden-
der Bedeutung. Um solche Tnformationen zu erhalten, kinnen geldste Sub-
stanzen, Warme oder Mikropartikel als Markierungstoffe in Grundwasserleitern
eingesetzt werden. Tief rol eingefazhte Mikropartikel kénnen hochspezifisch
von natfitlichex Kolloiden unterschieden werden, da organische und mineralis-
che Substanzen nur zu kirzercn Wellenlingen hin fuereszieren. Um nun solche
Partikel kontinuierlich in ¢inem: Grundwassarleiter detektieren zu konnen, wurde
ein kompakles und transportables Flufzytometer entwickelt, das ausschbieBlich
mit Halbleiterkomponenten ausgerfistet iat. Die Anregung des gewihlten Farb-
gtoffes JA22 geschicht mithilfe eineg einmodiﬁfn Digdenlasers in dem Anve-
gungsmaximum bei 623 pm. Der Farhatoff verftgt bei dieser Wellenlange fiber
eine Quanteneffizienz von 89.9%. Die Empfindlichkeit der Photonendetekiion
wurde gegeniiber einem Ehotomulggnllier um zin vielfaches erhdht, indem eine
Einzelpiotonen zihlende Avalanchediode eingesetzt wird. Die Deteltionswahs-
scheinlich keit des Zytometers erreicht zur Zeit mindestens 25% bei einer Probe-
stromflufirate von 20 ml/h und einem Untergrundsigaal von <160 Partikeln/ml,
Da ein an Biomolekille ankoppelbares Derivat {MR200} des gewihlien Farh-
stoffes JA22 existiert, der optisch identische Fizenschalter besttzt, scheint eine
Anwendung des entwickelben Systems im biomedizinischen Bereichs denkbar
unddsi.mvo l. Somit kinnte ein newer Parameter in der Zytometrie etabliert
werden, | . . :
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DurchfluBzytometnsche Analyse des T-Zell-Repertoires:

Ein schnelles Verfahren zur Merstellung und Charakterisierung
- monoklonaler Antikbrper gegen den variablen Berelch der .
Beta-Kette des humanen of T-Zell Rezeptors

C.. Oﬁo. F. Struck, K. Litimann-daniten, J. Collins, A. Lingnau, K.E.J, Dittmar

Gesellschaft fur Eiotachmlogische,Fofschung'(GBF), Abt. Angewandite
Genstik, D-38124 Braunschweig, FRG ..

Durchflulzytometrische Analysen des of T-Zel-Rezeptorrepsrtoires mit
Antikérpem: gegen variable Bereiche der Beta-Kefte sind eine zeftsparende
Alternative zur RT-PCR  Analyiik. Mit der Kniekehlanlymphknoten-
immunisierungsmethode Jassen sich innerhalb von. 8 Wochen gesignete
Antikiiper gegen variable Regionen des ap T-Zell-Rezeplors far
durchfluzytometrische.- Messungen herstellen und charakterisieren. Als
Immunogen wurden lésliche Hybridproteine (HumaniMaus T-Zell- Rezeptor}
verwendet, die im vanablen Teil der murinen Beta-Kelte humane Sequanzen
enthaiten, Pro ‘Hybridprotein wurden 3 Méuse durch sechs subkutane
Injek’uonen im "Einflutbereich dar Nl'.ldl lymphatici poplitei immunisiert. Am
17.Tag wurden die Lymphknoten der Kniekehle eninommen, die
freipraparisrten Lymphozyten mit - P3X63. AgB.653 Myelomzelien fusioniert und
in Selektionsmedium ausgasat, Nach 8 bis 10 Tagen wurden -dig
Hybridomadberstande. {(von _ circa 3 bis 5000 Kionen) mil spezifischen
Oberfiéchentransfektanten durchfludzytometrisch auf- hochaffine Aniikarper
getestet. Die Zellen positiver. Uberstinde wurden direkt subkloniert.

Alle gefundensn Antikérpar markieren eine'Subpopulaiion der CD3 positiven
T-Lymphozyten, z.B. erkennt der Antikrper 1006 3-4% der CD3 positiven
T-lymphozyten gesunder Spender, der Antikérper 1C7 0,4-0,5%. Dis
Spezifitst der Antikdrper wurde durch RT-PCR Analyse der mRNA sordierter
Blutlymphozyton Gberprift. Zur Zeit werden die Bindungskonstanten dieser
Antikérper mit BlAcore ™. {Pharmacia Binsensor) ermittelt und ihr Einsatz in
der Histopathologie {Peraffinschnilis) untersucht.

Bmdung an Leukozy‘ten und intakte bmlugrsche Altivitat eines Fluoreszenz-markiesten
niedermolekularen Hepanns

L. Piazolo, J. Ha.renberg,R.MaischundD L. Heene .

1. Medizinische Klinik, Fakultit fiir klinische Medizin Mauuhelm der Universitit -
Heidelberg, Theodor-Kutzer Ufer, 68167 Mannheim

Es wurden die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften eines
medelmnlahﬂarcn Hepanns, welchas am Molekulende spezaﬁsch marlkderten wurde, ex
vivo uniersucht, o . .

In unserer Studle wurde Fluoreszem 5-Jsothmcyanat (Fitc) speznﬁsch an LiM-Heparin-
Tyfamm gebundeu Dieses LMM- Heparm—TyTa.uun-Fltc besitat eme ~ Antithrombin
Aktivitit vor § E/mg und eine Antifaktor Xa Aktivitst von 70 Bimg. ‘

Mit Hilfe der Durc}ﬂuﬂzytomeme wa.r €s uns méghch, in vitro eine dosnsabh&nglge
Bindimg * von LMM-Heparin-Tyramin-Fitc an Leukozyten nachzuweisen. . Dag
i’luoreszm—ma.rherte niedermolekulare’ Hepann band in steigendem Aysmafl an
Leukozyten: Lymphoezyten < Momozy'ten < Gramxlozyten

Nach intravengser Applikation von 150 w¥a E/kg Korpergewicht:von EMM-Heparin-
Tyramin-Fitc in Sprague-Dawly Ratten wurden Blutproben gewonnen. Mit der
Durchﬂuﬂzytomeme wurde die in vivo Bmdung des LMM-Heparin-Tyramin-Fitc an den
Leukozyten bestimmt. Um die Blutkonzentrationen in ug/ml zu emechnen, wurden die
Daten der in vivo Bmclung und die Daten der in vitro Standardkurven verwendet.
Zusiitzlich zu den durchfluBzytometrischen  Untersuchungen - bestimmten wir die
biclogische : Aktivititen ‘im Plasma des modifizierten Heparins. Es wurden die
chromogenen Substrat-Teste §2238 und §2222 zur Bestimmung der Amtithrombin
Aktivitit und der Antifakeor Xa Aktivitit verwendet. '

‘Die mit Hilfe der Durchfluflzytometric - gemessene Pharmakokinetik der

Blutkonzentration ist vergleichbar mit der Pharmakodynamik der Antifaktor Xa Aktivitat
in Plasma des Fluoreszenz-markierten niedermolelularen Heparins,

Diese Atbeit wurde freundlicherweise von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
untesstiitzt: Projekt Ha; 1164/3-2.




" Einsoiz einer 2x-Drebvarrichtung

Bernd RInke, Joachim Bradi, Bemhard Schnelder, Michael ,H&;usmcnh,
Chilstoph Cremer

nstitut flir  Angewandte Phymk, Unlversifét Helde!berg, D-£9120

Heldelberg .

. -Die -optische -Aufidsung eines konvenhonellen Llchimlkroskopes oder

aines konfokaten Laser-Scarning-Mikroskopes kann duzch Berechnung
der Punidbildfunidion bestimmt werden. Normalerwelse werden hierzu
ideale optische Bedingungen angenommen, Diese sind jedoch in der
bicloglschen Anwendung oftmals nicht erfllll, Insbesendere dann,

. wenn  biochemische Erfordemisse (z.B.  Pufferbedingungen) die

Bréparateherstellung of dem Chjekirdger besinfiussen (Lichfmikros-
kople In der Prxis™). Dle Verwendung elner Quarzgios-Kapilare

- angtelle elnes Objektirdgern emaglicht eine Drehung des biologlschen

Cbjeldes, hat jedoch -einen zusdtziichen Einflud cuf die rdumlichse
Aufidsung. Ene derarige: 2r-Drehvonichtung bletet jedoch Vortella In
der 3D-Mikroskople. Belspielswelse |4Bt sich damit die optimdle
Perspekilve zur Visudlislerung eines Objekies herstellen, Durch Drehung
urn 90° 14881 sich das Problém elner Im Vergleich zur lateralen Aufidsung
reduzlerten adalen Aufidsung l6sen. Um Effekis der Lichtmikroskopie In
dar Proxis auf die optlsche Aufldsung dbzuschdizen, wurden
Punktbildfunkfionen unter verschiedenen, nichfdeclen Badingungen
mithiife fiuoreszllerender Klgeichen Im Burchmesser unterhalb der
Welenldinge gemessen. Die Ergebnisse elnes stondardmdBigen
Objektriigers wurden mit den Ergsbnissen elnes Koplllareneinsafzes far
verschigdene Mikroskopiypen verglichen {(konventionell, konfokal). Die
Ergebnisse bestdfigen, daB in der Praxis die Kopilare zu elner
insgesamt verbesserien 3D-Aufidsung flthrt, Effekte der Brechungs-
Indexcnpassung und der Llch’rpropcgc‘non wurden mittels Compu‘rer—
simUlation untersucht, S

},-.;,‘_.,;,m.l.w.,. et e s

korelliert.-

. verglichen. _
-Die Ergebnisse dieser. Uniersuchung werden zu einem besseren Verstﬂndms -

CD34«Expressmn durch l:umane Endothe]zellen Abhiuglgkﬂlt von
Profiferation und Zelizyklus?

O. Réhrig, C.L. Klein, T-van Kooten, F. Bittinger, C.J. Klrkpamck

Institute of Pathology, Universiiy: of anz Gmm:.r

CD34 ist ein stark glycosysiertes Membranprotein, das sowohl van
hématopoetischen Stammzellen als auch von den meisten humanen
Endotheizelien in vivo exprimiert wird. Es wurde gezeigt, daB CD34
-Selektine bmdet, und somit eine Rolle als Adhisions- molekiil bei der -
Interaktion von Leukozyten mit dem Fndothel spieten kann, Im Gegensatz
zur in vivo-Situation, wo die meisten Endothelzellen CD34 exprimieren,
wird die Expresmcm von CD34 in Kultur sehr schnell herunterreguliert, so
daB nur noch zwischen 10 und 30% aller Endothelzelicn CD34 SXprimieren,
Da ein GroBteil des Wissens der Interaktion von Leskozyten und
Endothelzellen ans der Untersuchung von in vitro kultivierten Endoﬁlelzetlcn

 stamm, it die Validitat dieser in vitro Modelle von groBter Bedeutung und

eine Voraussetzung fir die Ubertragharkeit von, Ezgebnissen. Die in vitro .
beobachtete Expression der Adhasionamolekiile ICAM, VCAM und
E-Selektin in Ruhe und nach-Stimulation-verhalt-sich analeg den- L
Beobachungen in vivo. Somit erscheint die divergente Expressmn von CD34 .
der gréBte phénotypische Unterschied zwischen in vivo und in vitro zu sein,
Basierend auf diesen Beobachtungen wurde eine flowzytomeirische
Untersuchung an kultivierten kumanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen |
(HUVEC) durchgefithrt, die die Abhzingigkeit der Expression vor CD34, vo!i;; .
der Proliferation und dem Zellzykles auf Einzelzellebene kitren sollte. Mit
Hilfe von Zwei- und Dreifachmarikierung nach der BrdU-Pl- Methode wurde :
die Expression von CD34 nut dem DNA-Gehalt und dem Zel]zykius R

Die Remhmt der 1soherten Endothelzellen wurde darch. mh*azellulﬁren
Nachweis von Faktor VIII fiberprisft, -

Zustitzlich wurden in Kultur CD34-positive Endol:helzellen mit Hilfe der |
MACS- Separation immunomagnetisch angereichert und die Kinetik dec
CD34-Expressmu mit der von frisch isolierten CD34 positiven Eduthelzeﬂe

der differenticllen Expression von CD34 fithren und somit beitragen, die -

“Validitat von m vm'o Modetlen der Endothelzell Leukozyten—[ntcrakuon zu |

erhithen.
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Durchﬂulszytqmetpische Untersuchungen bei_-Pl_'ostat_a_‘Tumoren.

K. Romanakis', B. Wullich?, K. Becker®, B. Kopper®, und H. Zankl'

1 Abteilung Fiir Humanbiclogie und Humangenetik der Universitdt, 67663 Kaiserslautern
2 {nstitut fiir Humangenetik der Universitit, 68141 Homburg/Saar.

? Kiinikum der Stadt-Kaiserstautern, 67655 Kaisersiautem :

Es wurden insgesamt 76- Prostataturoren ‘nach Totaloperation durchfluBzytometrisch
untersucht. In 50 Fallen wurde sowohl eine Biopsie aus dem Tumorbereich als auch aus
makroskopisch, bzw. histologisch tumorfreiem Gebiet entnommen. Bei 26 Tumoren wurden
jeweils 2-4 Biopsien aus dem Tumarbereich und. 1-3 Biopsien aus tumorfreien Arealen
analysiert. An diesem Material sollte vor allem untersucht werden, wie oft innerhalb eines
Tumors eine durchflufzytometrisch erfatbare Heterogentitét vorliegt. Aulerdem war von
Interesse, ob auch im normal aussehenden Umgebungsgewebe abnorme Zellen
nachweisbar sind.

Nach einer modifizierten Mathode von.Otto {(Methods in Cell.Biology, 1990 Vol:33, 105-110)
wurden die Prostatabiopsien zu Ketnsuspensionen aufbereitet, mit DAP| gefirbt und mit
einem DurchfluBzytometer PAS Il der Firma Partec (Miinster} untersucht. Die Auswertung
der Messungen erfolgte mit dem -Programm Multi:Cycle {Flow Systems, Phoenix). Die CV-
Werte der Messungen Jagen im Durchschnitt bei 1.86 + 0,56.

Von den 78 untersuchten Tumoren waren 28 aneuploid. Diese 28 aneuploiden Tumoren
unterteilten sich in:8 hypodiploide, B hyperdiploide, 3 triploide, 1 hypertriploid, 8 tetraploide
und 2 hyparteraploide. Alle Biopsien aus dem.Nichtiumorbereich waren diploid, -

Bei -der Heterogenitituntersuchungen stellten wir bei 8 der 26 Tumoren, in den
verschiedenen Biopsien zusitzliche aneuploidien fest Bei 2 dieser Tumoren waren
innerhalb des Tumorareals neben der aneuploiden Biopsien 2 von 3 bzw. 3 von 4 der
Biopsien diploid. Dieses Ergebnis weist auf die NoMendigkeit hin, zur Absicherung der
histologischen Diagnose, mehrere Biopsien aus unterschiedlichen Arealen des Tumors zu
entnehmen und evtl. durch durchfluzytometrische BNA-Analysen zu erganzen.

Die Synthesephasefraktion der aneuploiden Zellpopulationen {bestehend aus S- +.G2/M-
Phase) lag durchschnittlich bei 16,6%. Bei 80% der diploiden Bicpsien, die aus dem
Tumorbeich stammen, wurde eine stark erhdhie mittlera Synthesephasefraktion (8.25%) im
Verglsich zu den Biopsien aus tumorfreien Prostataarealen {5.9%) festgestellt. Aus dieser
Differenz kann: auf eine deutlich erhdhte Proliferatiohsrate, -auch ‘der diploiden
Tumorzellpopulation geschiossen werden,

Neben der Heterogenitatsuntersuchung - wurde die Auswirkung einer Collagenase- '

Behandlung bei der Gewinnung von Einzelzsllsuspensionen untersucht. . Hierbej wurden
Tumorbiopsien;\(on 22 Tumorer: parallel zur Collagenasefreien Methode nach Otto mit
Collagenase (8-16 Stunden) behandeit. Dabei steliten wir fest, daR aneuploide
Zellpopulationen durch dis ‘Collagenase-Behandlung praferentiell verioren gingen bzw,
quantitatlv reduziert wurden. Da. éhnliche Ergebnisse auch an anderen Tumoren erhoben
wurden, sollte eine Collagenase-Vorbehandlung generell vermieden werden,

- 79 -

ﬁNA-Zytometrie und Karyometrie an Cervikalen Intraepithelialen
Neoplasien

M. Ruhnke; A. Coumbos und W. Kiihn

Frauenklinik am Klinikum Benjamin Franklin der FU Berlin,
Hin_denbur_gdamm 30, D-12200 Berlin

Mit DNA-Zytometrie und bildanalytischer Karyometrie kénnen auffallige
Zytb[ogiebefunde in ein high- und low-risk Kollektiv unterteilt werden. Die
Differenzierung basiert in der Hauptsache auf der Anzahl aneuploider Zallen
mit einem DNA-Gehalt > 5¢. Ziel der vorliegenden Untersuchung ist der
Vergleich  bildanalytischer  Untersuchungen an  zytologischen und
histologischen Préperaten.

Mit einem CAS 200 Bildverarbeitungssystem wurden 400 nach Feulgen
gefarbte zytologische Abstriche und 78 Biopsien klinisch oder zytologisch
auffaliiger Patientinnen untersucht. Bestimmt wurden integrierte optische
Dichte (10D), Ploidie, Kernfliche, Kernform, Blobness und Entropie.

Die Mittelwerte der gemessenen Parameter sind in Tabelle 1 angegeben:

10D | Fliche | Form | Blob. |Entrop.

keine CIN | 94,97 | 5848 | 16,27 0,38 1,50
CIN 1 109,55 | 5560 [ 16,35 0,38 1,49
CIN 2 12489 | 71,31 | 17,20 0,39 1,49
CIN 3 182,92 | 82,19 | 18,56 0,41 1,48

Bej Patientinnen ohne CIN zeigten 1,48% der Zellen einen DNA-Gehalt > 5¢c.
Bei der CiN 1 hatten 5,13%, der CIN 2 5,47% und der CIN 3 6,37% der Zelien
einen DNA-Gehalt > 5c. Der biologische und prognostische Unterschied der
CIN 1 - 3 wird bei den Zellen mit sinem DNA-Gehalt > 9¢ am deutlichsten, Bei
den unauffalligen Histologien waren 0,067% der Zellen > 9¢. Bei der CIN 1
waren es 0,26%, der CiN 2 0,16% und bei der CIN 2 3,33%.

Trotz methodischer Schwierigkeiten kann die bildanalytische Histometrie
Cervikale Intraepitehliale Neoplasien differenzieren. Dabei sind die
Unterschiede zwischen CIN 1 und 2 gering, zur CIN 3 jédoch deutlich. Dies
spiegelt die bekannt unginstige Prognose der CIN 3 wieder, wirft aberauch die
Frage auf, ob die CIN 2 als high-grade lesion gewertet werden muft oder nicht,




Expraession vor Adhislonsmolekillen aus. Her Immung[ahufn—ﬁuperfamiﬂe in: .

humanen Nierenkarzinomzellinien. Schardt, C., Garharz. ch.,. Gabbert HE
Institut fiir Pathologle, Dilsseldarf, Deutschland '

23 humane N:erenkarzlnomellmien vom klarzalligan {n=18} und vom chromophllen
(n=4} Buhtyp wurden auf die Exprasstcm von [CAM—1 (CD64), NCAM {CDS56),
Mélanom-assozilertem Progressionsantigen MUCTE und das Carkohydratepltop
HNK~1 {CD&67) untersuchi. Diese Adhisionsmolekils - gehéran alls .in die
Immunalobulin-Buparfamilie und welsen in unterachledtichem Ausma Homologlen
auf DNA- und Proteinebene auf. Der. durchfluzytometrische Nachweis dieser
Molekile erfa'\gte mit elner indirekten Immunfluoreszeﬁzﬁaarkierung, ihre

Molekulargewichtsbestimmung in der Westernblottechnik. ICAM-1, das auf

Geweben epithelialen Ursprungs sowle In zahlreichen Tumoren nachgewiesen
wurde, fand sich in 17 van 23 der Zallinen mit einem Malekulargewleht im Bersich
80-97 kDa. NCAM, das zuerst in embryonalen und neurcendakrinen Geweben
beschrieben wurde, keonnte In iﬁ von 23 Zellnien nachgewiesen werden,
Allerdings fand sich nur die 140 kDa Iseform und nicht die oft polysialinlsierte
lambryonale) 180 kita lsoform. MUGC1 8, das Sich ubquitiy auf élatter Muskulatur
Kieiner Gefabe findet und urspringlich In fortgeschrittensn, malignen Melanomen
riachgewissen wurde, fand sich in 9 von 23 untersudhtn Zellinien, wles abar mit
186 kDa ein deutiich ‘hiheres Molekulargewlcht auf als das In Melanomen
beschriebens MUC18 mit elnem Molekulargewicht von 113 kDa, Das HNK-1
"Epitop, das auf NCAM und MUC18 zum Teil exprimiert wird, lie8 sich auf einer der
vrtersuchten  Zellinlen  nashwelsen. Klarzelige  Nierenkarzinamzelfinizn
ynterschelden sich von den chromophilen Zefliniar durct’ einen hitheren Antell und
eine stirkere Expression flr ICAM-1 und NCAM. Umgekehrt waren 2 von

chromaphllan Zollinlen verglichen mit 7 von 18 klarzelligen Zalt;men MUC18-

positlv Obwohl Nlerenzeﬂkarzmume nicht nauroanduknnen Ursprungs sind, '

fanden wir elne de novo Expresslon fir den naurcendocrinen Marker NCAM.
MUC18, ein bisher nur in glatter Muskulatur und Melanomen beschriebenes
Anligen, wurde von uns erstmals im Nierenkarzinom nachgewiesen.

- MGH-US, AT4.und 182 mitles indlrekler Immunihuoreszens mil
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Morphomstrische und denurtometmchs Bitdanafyso an ﬂumszanzgaﬁrﬁten
Blasenkarzinomzellen

Wolfgang Schifdbach, Elmar Bid, Fiz Sieinbach, Gabrisle Fauser, dosef Adschof, Ferdnand'Hois__'ﬁdter-'
Ingtiturt fir Pammagla, Unn/srsﬂér Hagsnsbu:y, 1}9.9042 Regensbmg

~

Das nuclenha,r orgardzer ragion {NMOR-} Pratein p120 wurd wihrend dar G1-, 8-, und G2-Phase des Zeizy—
Klus in den Nuklzolen exprimien, Die Expression scheint mit Hyperakdiviat dor Nukisnlan einherzugehen
und wird als Indikator far-Maligntiat odér Profferaionsvertiatten von Tumoren diskullert. ZIst unserer Un-
tersuchung il es deshalb, die raumiiche Varteitmg von p120 In"varschisdenen Zellzykusphasen mil dem
¥onfokaten Laserrastermikraskop {CLSM) tnd par Bidanalyse 2u quantiftzieren und Korrelationen der un-
1ersuehten Pararnater Zum Proliferationsveshalian verschiedener Zelinien fn w‘lmfeslzuslellen

Es wurde elne Cv+ - Kiassen - Bloliothek mit Bi[dvembeﬁungsopewa!wnan antwicket, e es méafich
macht, quamllajwe Aussagen iibar dreidimensionale Flmresnnzmuster 2 gewinnen [e Bibliothek wm-
fafit mrpholog;sche Upera.loren, mphnmeirlsnhe und denstometrische Merariahren cennectad-Com-
pongts- Algorithmen, und Reutinen 2ur schnellen Kenvolution und Dekonvolution mittels schnalfer Fourlar-
Iranslormahnn {FFT). Fir dis ]ewei;ige_ﬁ.nwendung missen kurza Anwandarpmgrm gegchgig_ben wer-
den, dle typischerweise die Biddaten Iadén ging Sagmentierung und eing carinented—éomédnenis Ana:
Yse sufrufien sowia flr jades erkannte Objekt verschledsse GroGan wie Fﬂche, Farmparamater oder Inte-
grierte Fitoreszenz messen, Femer kinnen hier, vorhantane Subobiaide. (beispiaiswaise Mukleolsn im.
Zellkern) erkannt und iy jedes diaser. Subai:;aida zusalzﬁch dessen Distanz-2um Rand des.umschilefers:,
den Objekis bestimmt werdan. : EH

Fiir die vodiegende Arbedt wirde p120 Tn ‘den uMersmledlch

stellt und dor Kern mi 7-Amineacinomycin D (7AAD) gegangak
stermikioskop elfie 2-Kanalmessung durch, wobel die FITC-FiuGs
urd die TAAD-Fluoreszenz durch; einen 865nm-LangpaBfier daiekﬁerl‘l'mirde‘lrn”ﬂbﬂfan
zeing Zglkome dirakt fbur Selvweliwartvarabren segmenﬁert wardan, uharlappanda p120~
kangl nach Konvelutlon it efnemn Marr-Hikirgth-Operator.

M dicser Bibtothek erstelite Frogramme leisten elne Analyse von CLSM-Bilkdsm it aulorhatisiorter Zets"
kemerkennung und Identifizierung subriukdedrer Strukluran. Wi haben dis Dalen an am Flow Zytoriatar
parallgl durchgefﬂhﬂen Messungen und Sorts verglichen; die’ aus varsurtlenen Zauen gewonnenen Datan
sind kompmibel mit den zugrunda flegenden Sontparametetn -

Y

e




Endomitoss-Chromosomen ix denN!iluzellkemen vun Cb.ty.spmy#i'uﬁfacies
. Michact Schértke
Zoologlsches Insutut der Umversm&t K131 Oishausenstr 40 24098 Kiel
Wihrend der Obgenese ven Chxysomya rufificies {Dxptera Cs.l,hphondae} vmielﬁwhcn
die Nithrzzllen. durch Endoseplikationen fhrén DNA-Gehalt, Im Verlanf dieses Prozesses

durchlaufen die. Nahrzelkerne im .Oogenese-Stadium 2 zwei sufeinanderfolgende
Eundomitosezyklen, dic sich in der Struktur der Chromosomen ynd dhren DNA-Gehalten

deutlich unterscheiden.. Im ersten Endqmi_;oée;ykh;s werden “gepaarte” Chromosomen,
sichtbar, in denen die Einzelchromatiden iiber ihre ganze Linge eng sssoziiert sind, Diese -

"gepaarten” Chromosomen kontrah:eren zunchmend und emeichen fiber die Endopro-
metaphase schiieBlich ikre maximale Kondansaucm in der Endometaphase Ohne vorheri-
gen Zerfall in die Binzelchromatiden, d. h. o]me eine Fndoanaphase, dekondensieren die
“gepaarten” Chremoscmen und nahmcn retikulire Interphase-Kerngtruktur an, Aaf die-
sem Stadium findet dann die nachste Eado-S-Phase stett. Denach kondensiersn dis
Chromosotmen ement, Kagen dann jedoch als "gebindelts” Chrompsomen mit siner ge
lockerten Assoziation der Einzelchromatiden vor. Am Ende des zweiten Eadomitose-
zykiue zerfullen die “gebiindelren” Chromosomen in einer Endoanaphsse in ibre Einzel
elemente und gehen emeut in die retikulire Interphase-Struktur iber. Im Nommalfall
erfolgen diese heiden Endomitosezyklen auf dem 32 C- und 64 C-Niveau. I relativ we-
nigen Kernen werden beide Endomitosezyklen ¢inen Endozyklus fiither (16 C, 32 C)
oder - spiter (64C, 128 C) -durchianfen. Die. "gepaarten und -die “gebiindelten™
Chromosomesn sind inmerhalh der Endomitosezyklen .mf die  Endomitose-Phage
beschriinkt, wiihrend die retikuluren Keme die Interphase mit der Endo-$-Phase und der
Endo-G-Phase reprisentioren, n den spiteren Oogenese-Stadien wurden in Chrysomys
mfificies  keine wmr,eren Endomitose-Chromosomen  beobachter, die weiteren
¥ndoreplikationen i ,d also micht mehr mit sichtbaren Strukrurverandermgcn im
Chromatin verbunden.
Neben den Gesamtkern-Mesmungen waren an insgesamt 34 Kermen mit “gepanrten”
Chremosomen auch Einzelchromosomen-Mossungen miglich, Der Vergieich der zelati-
ven DNA-Gehalte der sechs Chromosomen der Endomitosen mit den Werien von Neu-
toblasten- ued Oogonienmitosen lieferte wie. schon, bei den Gﬁsamtkezn-Messungm
keine Hinweise auf eine selektive Replikation sinzelner Chrompsomen oder Chromosg-
menabschnitte in dicsem Stadinm der Oogenese.

'!‘elemikroskople Ein Werkzeug zur Fernausweﬂung von zytologischem
Material . .
P. Schwarzmann J. Schmid, C. Schnb, B Bmder '
Institut fiir Physikalische Elektronik, Universitat: Stuttgart

Telemikroskopie [kt elne triliche Frennung zwischen Mikraskop und dem’
Benutzer bzw. einer Blldausweﬂeanlage zu. Die Tachnik ist geeignet um
einmal aurwendlge M'kroskopausmsiungen gemelnsam 2y nutzen und 2um
anderen um am Orl des Mlkroskops auswértlgas Expanenwissen variagbar 2
haben, wie es z.B. in dar Telepaihalogie der Fall ist. .

Abh#ngig vom zulassigen Aufwand, kﬁnnen for die Verbindung das ganza
Spektrum der ffentlichan Femmeideemnchiungan begirinend bei ISDN dber n'
X ISDN Ethernet, FDDI bis zu ATM-Breitbandnetzen mit Realtlmeféhlgka;t
verwendet werden. Der limitierende EinfluR der Kanalkapazitat betrifft pmkhsch
nur die Bildibertragung, o,
In der’ Telemikroskopie wird ein maglichst hoher Elndruck der Onelm .
Fahigkeit bzw. Realllmefahlgkell angestrebt. Das Stichwort hierzu heit
Teleprasenz. Dies bezieht sich nicht nur-auf die eigentliche BIIdUberlraguné"
sondern vor allem auch auf eine méglichst vollkurm:ena Fernbedisnung aller '
Mlkroskopfunktmnen wie Ohjelmvwed\sel Fokussmrung, Beleuchtung, Fllter
Kamerabsdienung usw.

Am Institut- far Physikallsche Elektronik wurden sowohl - Anlagen
Breibandnetzen als auch fiir das normale lSDN—TeEefonnetz reahs:ert Erpro
worden die Anlagen einmal mit einer- wussenschafﬂlchen Fragestell
(Nutzung der UV—Mrkroskople in der Zelbildanalyse) und zum andaren Ini
klinischenrt Anwendung {Durchfiihrung eines Feldtests zur Erprob.
Telepathologie), e
Dieses Werkzeug wird @s in Zukunft erlauben in den Diagnoseprozef -
Zelimaterial neben dem das Material entnehmenden Operateur und, ;der
auswertenden Pathologen in ein solches Telepathologienetz auch quantit
auswertende Bildverarbeitung mit einzubezlehen, ohne dan an allen. K]lnlke
alla Abteitungen g[elchzeltlg vorhanden sein missen. '
Das Vorhaben wird von der Roberi-Bosch-Stiftung und dar Deutschen Talekomm:'
AGgsfﬁrdert R




—- 84 =

INDUKTION ~VON  ZELLZYKLUS-STDRUNGEN UND MIKROKERNEN IN
HUMANEN KEHATlNDZYTEN NACH UV B- UND 1-BESTHAHLUNG

Weller E.M. Haln J { Jung T. k. Kun;:ler R.2 Kﬁfferlem M.2, Burkart w.!
and Nussa M.

! BI‘S-lnst £, Stiahlaniygiene, * GSF-AG DurchfluRzytormetris, > GSF - Inst.
1. Biochemlsche: Pﬂanzenpatholog:a, 88762 Oberschleishelm, ‘Germany

Zellkmetlsche Untarsuc:hungen nach UV B- bzw. y—Bestrahiung von
asvnchronan humanen SCL-2 Kerat..lnozvten wurden mitteis
zweldimensionaler BrdU/Hoechst-Propidium  Jodid  DurchfluBzytometrie
durchgeflhri. Exponentiell wachsende Keratinozyten, die mit 800 J/m® UV
B {A > 295 nmj bestrahit wurden, zeigten elnen tamporiren Block In der S-
und in der G2/M-Phase des erstan Zalizyklus. Die zeltkinstischen Stérungen
nahmen mit der UV B-Dosis zu, Wellenlangen A > 335 nm {UV A} hatten
keinen Effekt auf die Zellzyklug- -Progression. Im Gegensatz dazy ‘wurde
nach Bestrahiung von SCL-2 Zellen mit 4 Gy '¥'Cs y-Strahlen nur ein G2-
Block induziert.. Sobald sich idie ‘ergten Zellen: geteilt hatten, nahm der
Anteil der Mikrokerne pra Zelikem {Nmn/Nn} in y-bestrahlten Zellen zu, bis
aine S#ttigung erreicht war, nachdem sich alle Zellen, die vorher in der G2-
Phase arretiert waren, geteilt hatten, Wurden die Zellsn nach v-Bastrahlung
in Gegenwart von 1 mM Caffein kultiviert, akkumullerten die Zellen nicht in
dar 'G2-Phase; ein zusatzlicher Anstieg der -Mikrokern- -Hiufigkeit wurde
ladoch nicht beobachtet. Die UV B-bedingten Zellzykius-Stdrungen wurden
durch Caffein zwar vermindert, aber nicht aufgahoben. Im’ Vergleich. zur ¥
Bestrahlung wurde . in UV B-bestrahlien Keratinozyten eine moderate
Zunahme der Mikrokerne beobachtet. In Gegenwart von Caffein stiag die
Mikrokern-Haufigkeit jedoch um ein ‘Vielfaches an. Die unterschiedlichen
Effekte auf Zellzykius-Kinetik und - Mikrokern-Induktion deuten auf
unterschiedliche Mechanismen der DNS—Schﬁdigung hin, die zumindest
ten[weusa iiber verschiedene S:gnaltransduktionswege reparlert werden

- 85 -

G. Wallner', S, Springz, B. Fﬁaﬁz;*w;ﬂmskef‘-;ﬁndrn. Amann’

) GSF-Farschungszentmm, A Durchﬂuﬂzytomclne T-85764 Gbersshletﬂhelm
2 11y Miinchen, Lehrstubl fiir mobuoluge,' D-80290 Mum:hen

Bakterien wurden aus komplexen Mischpopulationen: in Umweltpmhen nnt Hilfe eines
DurchluBzytometers mit Sortiereinrichtung (FAcs:aE“’“) abgetrennt, um lhre rDNA (mr
sibosomalé RNA kodirende DNA) durch die Polymerase—Kettenreaknun (PCR) bl
amphﬁz:seren "Dle ﬂmphﬁkate wurden durch Fﬂlerhybndmerung oder. DNA-
Sequesmemng welter untersucht s R :
Sehr grnI}e nmgnetmakhsche Bakterien =10 pm} in magnetlschen Amelchemngen aus
Seesediment l:crmtsn anhand ihrer starken Vorwﬁrts- und Se:twarts-Stmuhchtslgnale
durch Flow. Sortmg vou, idemeren Ze]len und vcn anf dxe PCR hemmend w:rkenden
Sedimentbestandteilen :abgetrennt werden.. Die . somerten Zellen wurdan chrekl 1|1 die
PCR eingesetzt. Die Amplifikate -wurden:kloniert: und .sequenziert, Eine, varglmchende
Sequenzanalyse der 165 TRNA-Gene: erlaubie die Vwmdtschaﬁshestmmung dleser
magnetotaktnschenBaktenen, obwohl sxe mcht Yultiviert werdsnkonntén! © 7w
In nnch kumplexeren Gemxschen aus emer Vlelzahl vm‘scluedener Baktenenarten ‘bietet

dlc ﬂuoreszente in; sntu Hybndis:erung rmt rRNA—genchteten Scmden eme Mughchkeﬂ
bestinunte: Subpopulationen. (einz,elne Arten oder, phylpgenensche Gruppen) emdeu!lg
durchﬂuBz;rtometnsch m Idantlﬁzxeren und-fiur weitere Untersuchungen auszusomeren

) Mit dleser Msthode konirtén' wit zum: Beispiel bestimmte. Gruppen von Bakierien. aus
Bém* Belebtichlamm E.lner Klaranlage for- anschl[eﬁmde PCR—Amphﬂkanon und: Filter-
MHdmemg someren TR RIS e LR i i e L

molgkularbiclogisch untersucht .werden, .ohne .sie. vorher.in, Reinkultur ofbalten 20

nmiissen; o -
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Ouidativer StreB unil NO® jnduziéien Apoptose in myogenen Zellen der Ratte

Uwe K. Zett!!-2, Eilhar¢ Mix!, Firgen Z1elasek2 Martm Stangel3 H Meyer-Rmnacker R
Klaus V. Toyka’, Hans-Peter Hammg‘ Ralf Gold ?

g' . ‘Abtcilung Neurologie der Mervenklinik, Universitit Rostock,

: 2Neurologisches Klinik, Abteiung fiir Neuroimmmologie und Klinische Forschergruppe
fur Multiple Sklerose, Julins-Maximilians-Universitat Wiitzburg, '

INeurologische Klinik, Freje Universitit Berlin

Reaktive ‘Sauerstoff-Spezies (ROS) und Stickstoffoxidradikale {NO*) spiclen eing n T s . =g _

w:chtige Rolle bet. der Gewebszerstonmg, . Gewebsregeneration md Abwely von . ' _ o Mltte llun g en .
Infektionen. -Sie sind potente Induktaren der Apoptose in lymphoiden Zellen. Wir haben : N R I .
watersucht; ob ROS und NO® auch jn myogenen Zellen Apoptose induzieren, weil der ‘ - ' ’
apaptotische Zellustergang bei entziindlichen und degenerativen Muskalerhmdcungrm o . , der
vorkowmi und die reakiiven Metsbolite von m.ﬁltnerenden Makrophagen in wvo i .
grofien Mengen freipesetzet werden kommen, _ ‘ ' C - . p
Myoblasten wurden aus Skelettmuskeln erwachsener Lewis-Raiten gewonnen, in vitro D eutS Ch en . Ge S ells Chaﬁ
mehrere Woohen kultiviert und zu Myotuben fustoniert. Sowohl MYUbiasten als auch ‘ . o ST e M e A A ‘_“ Ragenient
Myotuben warden den folgenden reaktiven Substanzen ausgesctat: . . ' ' ; B

(1) der ROS-Prototypsubstanz Wasserstofiperoxid (Ha05),

(2) dem ROS-frejsetzenden Hypoxanthin/Xanthinoxidase- Systeur (HX/X0} und

(3) dem NO*-Liberator 8-Nitroso-N-Azetylpesicillamin (SNAP), »

Die Apoptose wirde nach morphologischen Kriterien (DNA-Koudensation, apoptotische
Kdiper) und DNA-Gelelektranhorme (charalctensusches Strickleitermuster) beurteilt,
Die quantitative Bestlmmung der’ Anzahl’ apuptotischer ~ Zellen erfolgte  mit
molekularbiologischen Meti_mden. {1) Tailing' der DNA-Strangbriiche mit Fluoreszein-
ddUTP und ‘durchflufzitometrisché - Analyse (bei- Myoblasten) wnd {2) fu-sitr Wick-
Translation (bei Myotuben). Nach 16k Inlabation.mit FuOs (10°° - 3x10°°M), HX (10°- ;
5x16°*M) mud SNAP (10% 5x10°M) wurde ein dosissbhangiger Anstieg apoptotischer j
Myoblasten auf maximal 40% bei den hochsten .H;()g- und SNAP- Koﬁzenﬁatidhen %
beobachtet. Die Apoptose Konnte mit Radikalﬁngem von H;0; nnd NO*, Katalase und
Himoglobin, spenﬁsch gehemmt werden. Apoptose von Myotubeu wurde bei Exlo“M
HzOg geseheu heobaohtet

Dic Befunde zeigen, daf ROS 1ind NO® in der Lage sind, in myogenen Zellén Apoptose
z induzieren. Das konnte zum Zelumtergang bei entzindlichen und degencrativen
Myopath.l- beitragen.




Deutsche Gesellschaft fiir Zytometrie e.V,
Informationen an die Mitglieder (1995)

Dies ist im wesentlichen eine Zusammanfassung der Rundschreiban
{Frahling und Sommer) dor Deutschen Gesellschaft fr Zytometrie,

Die belden Internet Gopher Informatlonsknoten: eytogerm und
cytoesacp fiir dle Dsutsche und Eurcpélsche Zylomatrisgasallschatt
werden durch einen zusiéiziichen CYTORELAY Server-Knoten Im
- www-Net erginzt. Dieser Knoten enthaft die_zur Zelt- voilstindigste Liste
der weltwalt verfilgbaren Gopher und www Knoten und varkiirzt den Weq
zu den amearikanischen Knoten.,

Dar URL. Ist: ‘ :

http:ﬂ\vww.hiochum.mpg.dgh:egegrt_z:h-gmupslvalaticy:ural.html

Das Wahlergobnis der schriftlichen Vorstands- und Beiratswahl i0r
. 1985/96 llegt Inzwischen vor. Von 179 wahiberechtigten Mitgliadam
haben 103 Mitglieder lhre Stimme abgegaban, daven waren 84 giitig.
'Das entapricht einer Wahlbeteliigung ven 57,5%.

. Der neus Voretand:

Varsitzender: - Prof. Dy, Andreas Racdbruch, Kdln

Stellv. Voreitzander: - -~ . . pD Dr. Jérg Hemmar, Ulm
Schriftiishrar: : . Prof. Or. Gaorg Feichter, Bssal
Schatzmelster: Dipl. Ing. Peter Schwarzmann, Stuttgart
Dem Beirat gehéron jetzl an:

" Dr. Friedrich Otto, Minster (Arntszeht bis Ende 1996)

Prof. Dr. Stefan Meuar, Heidelbarg {bis Ends 1995)
Dipl. Ing. Pater Pirstner, Graz {bis Ende 1998)
Prof. Dr. Michael Trendalenburg, Heidalbary  (bis Ende 1096)
Dr. Thomas Bley, Le;i‘!uzlg {biz Ende 1987)
Dr. Michael Nissa, Miinchen {bis Ende 1997}

Kasgonpriifer sind Herr Or. Thomas Nebs, Mannheim und Herr Dr.
Woligang Ulich, Stuttgart,

Die Absetrakts der DGZ-Jahrestagung 1994 sind im
4.Anal.Cell.Paihoiogy abgedruckt, also zitferfahig, und liegen als
Belegexemplar daty Brief bai. Dle Dnickkosten werden aus den Mitteln
der Geselischaft bestritien.

it
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Die Tagung findet vam 19. - 21, Oktober 1985 in Heldelbory wie
gewohnt im DKFZ statt, unter der bewihrten Laitung von Herm Stohr und
Heirn' Hutter, Dée Tagung beginnt am Donnerstag, den 18.10.98 um
14.% Uhr. Die Tellnehmergabihr for die Jahrostagung bririigt 50,- DM.
Présentiert werden Voririge und Poster mit Posterdiskussion.
Auierdem wird erstmals ein Anwendarfarum angeboten, es ol dar
Diskusslon prakfischer Probleme, vor alem der Opatatoren disner. Dio
Vorstellung und Diskussion det REngversuche soll in den
gntsprechsnden Fachsitzungan erfolgen, und nicht mehr getrannt am 5

Die Mitgllederversammlung findet digses Jahr berelts um 14.00 Uhr am .~
Freiiag, den 20. Oktober 1995 statt. Als besonderer Tagesordnungspunkt

et dle ersimalige Verlefiung der Ehranmitghiedsohatt an Prof. Dr, K1

Goerttler zu neanen. : e e

Leider haben disses .ahr nach nicht allo Mitglisder lhten

1825 von 20,- DM bezahit."Dle Bankverbindung ‘der Ge:

- Pnstglroa:ﬁt';i(éﬂmhe:
Konto Nr.z-848/786-
BlLZ; 660 100 75 .

Bitte deutlich (auf dem Diirchsohiag) den R
damit Herr Schwarzmann die Zahlung gut.

Erstmals wurta von Michasl Niisse und seinen Mitarbaitarm an-der.GSE
Minchen (OberschiaiBheim) vom 26.-20.6.95 ein Zytometriekurs -
organisient, der die Grundlagen der Zytometrie cund ;ihre. -
weitgefdcherte "Anwendung in Biologie und biomedizinischar
Grundiagenforschung vermittelte. 22 Tellnokmer haben dieses Angebot

enutzl, welches von den Finmen Becton- Dickinson, Coulter, Miltenyi-

o‘h;c und Partec varbildhaft durch Gerdte und Reagonzion unterstiiz:
wurde,




Tagungen im Rahmen der DGZ
Vom 6.-B. September 85 fand der 6. Workehop Flowzytometria in dem
Universitatselub der Rhainlschen Frigdrich-Wilhalm-Universitat Bann statt.

Themenschwerpunkte waren Aflergologie - Infektionsimmunologie

und Stammzelltransplantation - Grundlagenforschung,

Vor der Tagung am 18, Oktobier 1995 findet im DKEZ und vom DKFZ .
Jnititert oin Festaymposium fir Herrn Prof. K. Goerttlar statt. Beginn

ist 10.90 Uhr. .

Desweiteran findet am 19. Gitober 1995 von 1000 Lhy bis 13%2 Uhr
Im DKFZ in Heldelberg ein Treffon der AG Zytomstrie und
pildgebends Varfahren statt. Themenschwerpunkt der Sitzung ist
Transplantationemeanltoring. . - .

dSonstige Zyvtometrio Tagunoen und_ Kurse

Eine auBerst rege 'Kurstéiiigkeit im Boreich der Kiinisch orfeniierten

Zylometrls spiegeil das zunehmends Interesse an ungersm Geblet

‘wigder. Auf felgende Kurse und Tagungen wurde kingawlesen:

» Regensburger Tagung (Kiinisohe' Dlagnostik; 30./31. Mérz, Prof.
Schmitz, Dr. Rothe, Tal. 0841-944-6201}

= Tagung in Minster (Schwerpunkt Transfuslonsmedizin; 14415, Juni,
Dr. Gutensohn, Tel, 040-4717-3430) -

* Die Arbeitsgruppe DurchfluSzytometrle der DGOTi Saktian
“Monoklonale Aniikdrper/ Gentechnik® traf sich am Mittwoch, don 23,
August 95 In Franidurt. Schwerpunkis waren Aspekte dor
Qualitstesicherung Im durchfiuBzytometrschen Labor,

* Am 26.-29.5.95 fand eine ISAC gesponserte Veranstaltung . statt,
International Warking Symposium of Tumor Helerogenelty: Bialogical
Basis and Clinical fislevance in - ‘Kananaskis, Alberta, Canada. '

© In Patto, Portugal, fand sin FEBS Advaced Course on: Analysis of
Cell Biochsmistty by Flow Gytometry.vaml:1?,fg;l. 7.95 statt.
*Vom 18.-22. September 95 fand

ain Flow Cytometry Gourse aatt.

= Vom 27.-29, S’epﬁé'mhef 98 :tief. in Reims f,{éhampagha) der. 2o

Congres Annui,”Association Francaise de.Cytometrle.

an dor Upiversity of Cambridge

- D] —

+ Das Annual Meeting Itallan Cytometric Socisty (GIC) Im Gentro

-Congrassi Cocumella in Sant Agnello di Sorrente fand vom 18.-20.

Gktaher 95 statt.

- * 4tk Intemational Conference on the Computerized Cytology and

Histology Laboratory, Chicago lllincis, USA, 17.-20, Margh 10886,
Drake Hotel. Informationen: lotemational Academy of Cytolu%.( FAX:
Q01/312/8470290 oder bai Harm Prof. U, Schenck, Manchen, FAX: 088/
4140-4876,

* Der XVIll Congress of the International Suciety for Anatytlcat
Cytology findat statt vern 13.-18. Aprit 96 im Palacongressi (Congress
Center) in Rimini, italy. Dia Kontakiadresse lautet: Justine Parker,

- .Exeoutive Direldor, Infemnatinal Society for Analytical Cylology, P.O. Box
7849, Brackenrigds, CO 80424 USA, Tel.: 970/453-2058 .oder ~1894,
‘Fax: 970/453-2636 L oo SR

Die Gasellschaft hat bisher vier KongreBstipendien {zy je 1000,- D)
vergeben kénnen. Die Stipendien betreffan natdtlich nur Zytomatrie-
onentierts Veranstaltungen und kénhen ner von Mitgliedern beantr:
werden. Antrige kénnen beim Vorstand singereicht . werden, (e
Regelung beziglich der Antragsfristen soll ey gersgelt worden; ndheres
aut der Mitglisderversammiung). B

Auf der letzten Mitgllederversammiung wurde beschiossen den Verein in
Deutsche Geselischaft fir Zytomelre tmzubenennen, Bls Zur néchaten
Jahrestagung in Heidalbarg sind alle Mitghieder aufgerufen Yorschiige
fur ein neues Logo beim Vorsitzendety sinzureichen, Fir die besten

" Entwiife wird es Preise geben, mit Wah| durch die Tailnehmer dar
Tagung. - o . i . : .

e-mall_Adressen

ES wire schén, wenn wir méglichst viele Mitglieder Gher e-mall erelchen
kénnten. Beshalb hier die Bitts, soliten Sis lren Anschluf® noch nicht uns |

- mitgedeilt fiaben, schicken Sis mir elne kurze eimall,

_Andreas Radbruch:
Telefon  +48.221-470-3419
Telofax +4g-221 -470-4970
amall andreas @genetik.uni-kooln.de
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1. Miinchener Zytometriekurs
- 26. - 29. Juni 1995

Vom 26, - 29, Juni 1995 fand der 1. Monchener Zytometriekurs ,Giundlagen und
Anwendungen von DurchfluBzytomeirie und Bildanalyse" im GSF-Farschungszentrum fiir
Umwelt vnd” Gesundheit, Neuherberg bei- Monchen, - statt. Er wurde von der Dentschen
Gescllschafi fir - Zytometrie und der GSF von Michael Nigse, AG DurchfluBzytometrie
(durchfluBzylometrische Anwendungen) und Peter Hutzler, AG Biomedizinische Bildanalyse
(bildzytometrische Anwendungen) crganisiert. Ziel dieses Kurses war es, moderne durchfluB-
und bildzytometrische Verfaheen praktisch zu erlernen. Es .wurden cine Reihe von
grundlagenorientientien Untersuchungen an lebenden und fixierten Zellen (Saugetierzellen,
Algen, Bakterien, Hefen) zu Prolifrationsverhalten, Funktionszustand (Ca™, Respiratory
Burst ete.), Zellkern- bzw. Chromiosomenstruktur, Mikrokerne, Apoptoss, Gen-Expression,
Immunmarkierung, ¥ISH, etc. anpgeboten. Schwerpunkt dieses Kurses waren nicht-klinische
Anwendungen von DurchfluG- und Bildzytometric. Eine Vielzah! von Praparations-, Analyse-
und Zellsortierungsexperimenten wurde durchgefihrt. 24 Referenten, zum Teil auch aus dem
Ausland (Italien, Schweden, 1JSA) demonstrierien 27 verschiedene Experimente, die zuin Teil
auch auBerhalb des Gelindes der GSF in GroBhadern, GSF-Institut fiir Himatologie, und
Mantinsried, MP1 fir Biochetmie statifanden. An den Vormittagen wurden Vortrage angeboten,
zum Teit Ubersichtsreforate 2u verschiederien Themenbercichen, zum Teil aber auch
Einfibrungen in die Experimente, die an den-Nachmiitagen durchgefihre werden konnten.

Die folgenden Gerite standen  wihrend. des Kurses: fir Experimente und
Demonstrationen _zur Verfigung: FACStar' it zwei Lasern, FACSealibur, (Becton
Dickinson), Coulter XL (Coulter Electronics), zwei PAS 111 (PARTEC), MACS (Miltenyi),
Confokales Laser Scanning Mikroskop (Zeiss), Laserpinzette, SAMBA, CAS
(Bildzytomettie). Dank gebihrt den Firmen Becton Dickinson, Coulicr Blectronics und
PARTEC, dic Personal und Geriite zur VerRiguny stellten.

Die 21 Teilnehmer, die sich 2u dem: Kurs angemeldet luitten, konnten je nach Interesse
zwischen den cinzcinen Experimemen wahlen; dic jeweils mindestens zweimal’ angéboten
wurden. Da mehrere DurchiluBzytometer mit qualifizierten Qperatoren zur Verfiigung standen,
konnten die praparierten Proben an verschiedenen Geriitén vergleichend pemessen werden, Die
groBe Anzahl von Referenten verbundon mit dem hiohen Interesse der Teilnehmer fihrte 2
einer intensiven Diskussion der vorgefuhrien Expérimente uid Tochniken.

Es ist' geplant, einen &halichen Zytometriskurs im Frithjahr des nachsten Jahres (Ende
Mai/Anfang Juni 1996) wicder bei der GSF anzubieten. Interessenten wenden sich bitte an:
Dr. Michael Nisse, GSF-AG Durchflubzytometrie, B5758 OberschleiBhelm.
Tel: 089-31873433, Fax: (89-11873349, E-mail: NUESSE@GSF.DE.
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DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR ZYTOMETRIE e.V.
AUFNAHMEANTRAG

(Bitte ausgefiiit an die Gaschifisstalle senden)

Dis Gasellschaft fiir Zytometrie wurde als interdisziplindre Verelnigung von
Wissenschaftlem der DurchfluB- und Bildzytomelrie sowle der Zelisortierung 1989 mit
Sitz In Heldelberg gegriindet. .

Das Zlel der Gesellschaft ist die Forderung der Welterentwickiung und Anwendung der
Zytometrie und die Veranstaltung wissenschaftlicher Tagungen und Kurse. Der
Jahresbeltrag betragt 20 DM fiir persénliche Mitglisder und 200 DM fir f3rdemde
Mitglieder (z.B. Firmen). ' .

Vorsitzender: Prof.Dr.A.Radbruch, Kdin
Stellv.Vors,: PD Dr.J.Hemmer, Ulm
SchriftfGhrer: PD Dr.G.Feichter, Basel
Schatzmelster:  DiplIng.P.Schwarzmann, Stuttgart
wiss.Belrat: PD Dr.Th.Bley, Leipzig
Dr.Nisse, Milnchen
Prot.Dr.M. Trendelenburg, Heidelberg
Dipl.Ing.Parstner, Graz
Prof.Dy.S.Meuer, Heidelberg
Dr F.Otto, Miinster (Stand 1995)

Geschéftssteile: Prof.Dr.A.Radbruch, inst.f.Genetik d.Universitit, Weyertal 121
50931 Kdin, Tel 0221/470-3419, Fax: 0221/470-497C
Email: andreas@ genstik.uni-koeln.de
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